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RÉSUMÉ 

 Le virus de l’herpès simplex-1 (VHS-1) affecte 80% de la population mondiale et son 
infection est généralement associée à l’apparition de lésions au niveau de la muqueuse labiale 
qu’on appelle encore les feux sauvages ou boutons de fièvre. Il est aussi responsable de la 
kératite stromale herpétique qui est la première cause infectieuse de la cécité dans les pays 
développés. Le VHS-1 se réplique durant l’infection aiguë au niveau des muqueuses puis il rejoint 
les ganglions tri-géminaux (TG) où il établit sa latence dans les neurones. La réponse immunitaire 
cellulaire est importante pour le contrôle de l'infection aiguë et les lymphocytes T CD8+ 
spécifiques au VHS-1 jouent un rôle central dans le maintien de la latence virale. Les protéines 
adaptatrices Dok-1 et Dok-2 régulent négativement les réponses en aval de plusieurs récepteurs 
immunitaires dans les cellules myéloïdes et lymphoïdes incluant le récepteur des cellules T. 
Cependant, l'importance des protéines Dok dans le contrôle de l'infection virale est inconnue.  

 Dans une première partie, nous avons tenté de déterminer si Dok-1 et Dok-2 modulent la 
réponse immunitaire anti-VHS-1. Pour cela, nous avons procédé à des infections oculaires sur 
des souris de type sauvage et des souris déficientes en Dok-1 et Dok-2. Nous avons montré que 
l’absence de Dok-1 et Dok-2 n’a pas eu d’impact sur le contrôle de la réplication virale sur le site 
oculaire durant l’infection aiguë. Toutefois, l’absence de Dok-1 et Dok-2 a entrainé une diminution 
de la réponse T CD8+ dirigée contre l'épitope immunodominant de la glycoprotéine B (gB) du 
VHS-1 dans la rate et les ganglions lymphatiques drainants lors de l’infection aiguë. Plus encore, 
l’absence des protéines Dok a induit une disparition presque complète des cellules T CD8+ 
spécifiques à gB dans la rate pendant la latence virale, avec une réduction plus sévère des 
cellules T CD8+ mémoires effectrices comparé aux cellules T CD8+ mémoires centrales. Le 
pourcentage de cellules T CD8+ spécifiques à gB dans les TG pendant la latence a été également 
réduit significativement en l’absence des Dok. Toutefois il n’y a pas eu d’incidence sur le 
phénotype des cellules T CD8+ spécifiques à gB dans les TG des souris déficientes en Dok-1 et 
Dok-2. Dans des essais ex vivo, la réactivation du VHS-1 a été détectée plus tôt dans des cultures 
de TG en l’absence des protéines Dok. 

 Dans une seconde partie, nous avons poursuivi l’étude en évaluant si le VHS-1 pouvait 
cibler les protéines Dok dans les cellules T. Nous avons découvert que le VHS-1 induit la 
phosphorylation des protéines Dok-1 et Dok-2 et une dégradation sélective de Dok-2 dans les 
cellules Jurkat. Par la suite, nous avons mis en évidence que Dok-2 interagit avec la protéine 
virale VP11/12, et que la phosphorylation des résidus tyrosines induite par le VHS-1 et la 
dégradation de Dok-2 nécessitent VP11/12. Plus encore, nous avons identifié le motif de liaison 
à la protéine Dok-2 dans la partie C-terminale de VP11/12. L'élimination de la liaison de Dok-2 à 
VP11/12 a empêché la phosphorylation et la dégradation de Dok-2.  

 En conclusion, nous avons mis en évidence que Dok-1 et Dok-2 sont importants pour 
promouvoir le maintien des lymphocytes T CD8+ spécifiques à gB et qu’elles favorisent le maintien 
de la latence du VHS-1 dans les TG. Nous proposons ainsi que la phosphorylation des Dok induite 
par VHS-1 et la dégradation de Dok-2 représentent un mécanisme d'évasion immunitaire pour 
inactiver les cellules T qui pourrait jouer un rôle important dans la pathogenèse du VHS-1.  
 
Mots clés : Cellules T CD8+, protéines Dok, VHS-1, VP11/12, évasion immunitaire, pathogénèse 
virale 
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ABSTRACT 

 

 Herpes simplex virus-1 (HSV-1) affects 80% of the world population, and is usually 
associated with lesions in the labial mucosa called cold sores. Among other diseases, HSV-1 
causes herpetic keratitis, which is the major infectious cause of blindness in developed countries. 
HSV-1 typically replicates at mucosal surfaces during the acute infection, and then spreads to the 
trigeminal ganglia (TG) where it establishes latency in neurons. Cellular immunity plays an 
important role in the control of acute HSV-1 infection and in maintenance of viral latency. Notably, 
HSV-1-specific CD8+ T cells are known to suppress HSV-1 reactivation from latency in TG. Dok-
1 and Dok-2 adapter proteins negatively regulate the downstream responses of several immune 
receptors in myeloid and lymphoid cells including the T cell receptor. However, the involvement 
of Dok-1 and Dok-2 in the control of viral infection is not known. 
 
 Firstly, we tried to determine if Dok-1 and Dok-2 modulate the anti-HSV-1 immune 
response. To test this hypothesis, we studied the impact of Dok-1 and Dok-2 proteins in the 
context of HSV-1 ocular infection by comparing mice deficient for Dok-1 and Dok-2 proteins and 
wild-type mice. We showed that the absence of Dok-1 and Dok-2 had no impact on the control of 
viral replication at the ocular site during acute infection. However, the absence of Dok-1 and Dok-
2 resulted in a decrease in the CD8+ T cell response directed against the immunodominant 
epitope of HSV-1 glycoprotein B (gB) in spleen and draining lymph nodes during acute infection. 
Moreover, the absence of Dok proteins induced an almost complete disappearance of gB-specific 
CD8+ T cells in the spleen during viral latency, and the reduction of CD8+ effector memory T cells 
was more severe than that of CD8+ central memory T cells. The percentage of gB-specific CD8+ 
T cells in TG during latency was also dramatically reduced in the absence of Dok proteins; 
however, these CD8+ T cells were phenotypically similar to those from wild type mice. In ex vivo 
assays, we found that reactivation was detected earlier in TG cultures in the absence of Dok 
proteins. 
 
 Secondly, we continued the study by evaluating whether HSV-1 could target Dok proteins 
in T cells. We found that HSV-1 induced phosphorylation of Dok-1 and Dok-2 proteins and the 
selective degradation of Dok-2 in Jurkat cells. Futhermore, we demonstrated that Dok-2 interacts 
with viral protein VP11/12, and that HSV-1-induced tyrosine phosphorylation and degradation of 
Dok-2 require VP11/12. Moreover, we have identified the Dok-2 protein binding motif in the C-
terminal portion of VP11/12. Elimination of the binding of Dok-2 to VP11/12 prevented Dok-2 
phosphorylation and degradation. 
 
 In conclusion, we have shown that Dok-1 and Dok-2 are important for promoting the 
maintenance of gB-specific CD8+ T cells and that they promote the maintenance of HSV-1 latency 
in TGs. We thus propose that the HSV-1-induced phosphorylation and degradation of Dok-2 
represent an immune evasion mechanism for inactivating T cells that could play an important role 
in the pathogenesis of HSV-1. 
 
Keywords: CD8+ T cells, Dok proteins, HSV-1, VP11/12, immune evasion, viral pathogenesis  
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1 LE VIRUS DE L’HERPÈS SIMPLEX DE TYPE 1 

1.1 Classification, épidémiologie et manifestations cliniques 

 Le virus de l’herpès simplex de type 1 (VHS-1), aussi nommé virus herpétique humain de 

type 1 (HHV-1), est un membre appartenant à la famille des Herpesviridae. Le terme « herpes » 

dérive du mot grec herpein qui signifie ramper, et représente la caractéristique 

rampante des éruptions causées par les virus herpès. La famille Herpesviridae englobe entre 

autres les neuf virus herpétiques humains identifiés jusqu’à ce jour et qui sont répartis en trois 

sous-familles les Alpha-, Beta-, et Gamma-herpesvirinae tel qu’illustré dans le Tableau 1.1 

(Davison et al., 2009). La sous famille Alphaherpesvirinae à laquelle le VHS-1 appartient 

comprend également le VHS-2 (ou HHV-2) et le virus de la varicelle-zona (VZV ou HHV-3). Cette 

sous famille est caractérisée par un cycle de réplication court, une propagation rapide entre les 

cellules en culture, une destruction efficace des cellules infectées, et la capacité à établir une 

infection latente principalement dans les ganglions nerveux sensitifs (Knipe et al., 2013). En effet, 

le VHS-1 établit sa latence uniquement dans les ganglions nerveux chez l’homme et dans les 

modèles animales (Croen et al., 1987; Stroop & Schaefer, 1987). 

Tableau 1.1 : Classification des virus herpétiques humains (HHV) 

Famille Sous-famille Genre 
Virus herpétiques 
humains 

Herpesviridae 

Alphaherpesvirinae 
Simplexvirus VHS-1, VHS-2 

Varicellovirus VZV 

Betaherpesvirinae 

Cytomegalovirus hCMV 

Roseolovirus 
HHV-6A, HHV-6B, 
HHV-7 

Gammaherpesvirinae 
Lymphocryptovirus EBV 

Rhadinovirus KSHV 

Classification du VHS-1 aussi connu sous le nom du virus herpétique humain de type 1 (HHV-1) par rapport 
aux autres virus herpétiques humains : virus de l’herpès simplex de type 2 (VHS-2 ou HHV-2), virus de la 
varicelle-zona (VZV ou HHV-3), virus d’Epstein-Barr (EBV ou HHV-4), Cytomégalovirus humain (hCMV ou 
HHV-5), HHV-6A, HHV6B, HHV7, et virus du sarcome de Kaposi (KSHV ou HHV-8). 

 Le VHS-1 est un pathogène viral généralement associé aux lésions oro-labiales tandis 

que le VHS-2 est associé aux lésions du tractus génital. Le VHS-1 est très répandu avec une 

séroprévalence qui est estimée à plus de 90% dans de nombreux pays (Fatahzadeh & Schwartz, 
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2007; Whitley et al., 1998). La transmission du virus s’effectue par des contacts étroits entre un 

individu infecté et un individu susceptible (Fatahzadeh & Schwartz, 2007). Le VHS-1 est 

généralement acquis durant la petite enfance essentiellement par les sécrétions orales (Xu et al., 

2007). En effet, l'infection initiale (ou primaire) se produit dans l'épithélium labial. Puis, le virus 

entre dans les neurones innervant la région mucosale et rejoint par transport rétrograde les 

ganglions trigéminaux (TG) situés à la base du cerveau pour y établir sa latence dans les 

neurones. Suite à certains stress, le virus peut se réactiver et rejoindre le site d’infection initiale 

où il infecte les cellules épithéliales (Figure 1.1).  

 
Figure 1.1 : Étapes de l'infection par le VHS-1.  

L'infection des cellules épithéliales au niveau de la muqueuse par le VHS-1 va mener à une réplication 
productive. Les virions néoformés pénètrent dans les neurones sensoriels innervant la muqueuse et les 
nucléocapsides sont transportées vers le corps cellulaire neuronal. L'ADN viral relâché dans le noyau 
neuronal se circularise et persiste sous forme d’épisome dans les cellules neuronales, le VHS-1 est alors 
en état de latence. Lors de la réactivation, l'expression des gènes viraux lytiques est initiée et les capsides 
nouvellement formées sont transportées vers les extrémités axonales. Le virus infectieux est libéré de 
l'axone et infecte les cellules épithéliales, entrainant ainsi une infection récurrente. Adaptée de (Knipe & 
Cliffe, 2008). 

 La prévalence élevée du VHS-1 peut être attribuée à l’existence d’individus 

asymptomatiques et le fait que l’infection est rarement fatale. En effet, l’excrétion du VHS-1 par 

des individus ne présentant pas de symptômes contribue à une propagation efficace (Kaufman 
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et al., 2005). Aussi, compte tenu que l’infection est rarement fatale et que le virus est sous forme 

latente chez la majeure partie de la population séropositive, le réservoir considérable ainsi formé 

contribue à la transmission du VHS-1 lors d’épisodes d’infections productives (Knipe et al., 2013). 

Actuellement, de nombreux efforts sont consacrés à l'étude des mécanismes immunologiques 

maintenant la latence virale et la prévention de la propagation virale dans l'espoir de développer 

un traitement.  

 Les manifestations cliniques associées au VHS-1 sont l’herpès labial (ou feux 

sauvage/boutons de fièvre), les lésions génitales, l’encéphalite herpétique, l’herpès cutané, et la 

kératite herpétique, entre autres. L’encéphalite herpétique est une manifestation clinique rare 

avec une incidence de 1/250000 individus par année (Whitley, 1991). Néanmoins, elle est la 

cause la plus fréquente d'encéphalite virale mortelle qui survient sporadiquement aux États-Unis 

et elle touche plus particulièrement les nouveau-nés (Whitley, 1991). 

 L’infection oculaire peut découler d’une infection de la cornée, des paupières, de la 

conjonctive, de la rétine, et du tractus uvéal pouvant mener à diverses maladies oculaires. 

L’infection oculaire peut résulter d’une infection primaire (souvent initier par le contact des mains 

contaminées par une infection orale concomitante) mais aussi lors d’une réactivation au niveau 

du visage où le virus se rend sur le site oculaire en empruntant les branches ophtalmiques. Durant 

l’infection primaire, la réplication virale dans l’épithélium cornéen peut endommager les cellules 

épithéliales et mener à des lésions épithéliales (Liesegang, 1999). Ce sont les infections 

récurrentes dans la cornée qui sont problématiques et qui sont à l’origine de la kératite herpétique 

(atteinte de l’épithélium cornéen) et de la kératite stromale herpétique (atteinte des couches plus 

profondes de l’épithélium incluant le stroma et l’endothélium cornéen). Les patients atteints de la 

kératite épithéliale souffrent souvent de douleurs, de photophobie, de larmoiement et de vision 

floue. La kératite herpétique peut évoluer en kératite stromale herpétique qui implique de 

l’inflammation dans le stroma cornéen, menant à de l’opacité stromale, de l’œdème et la 

néovascularisation. Le VHS-1 est d’ailleurs la première cause infectieuse de la cécité dans les 

pays industrialisés (Farooq & Shukla, 2012) . 

 Enfin, les manifestations cliniques liées au VHS-1 peuvent se révéler plus sévères chez 

des personnes dont le système immunitaire est peu développé comme les nouveaux nés ou dont 

le système immunitaire est compromis comme les sidéens ou les greffés, qui peuvent développer 

des infections disséminées au niveau du système nerveux central (SNC), du foie, des poumons, 

de la peau, des glandes surrénales, etc. (Fatahzadeh & Schwartz, 2007; Kimberlin, 2004). 
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1.1.1 Structure du VHS-1 

 La particule virale contient un large génome à ADN double brins d’environ 152 kilo paires 

de bases. La molécule d’ADN est contenue dans une capside icosaédrique qui est elle-même 

entourée d’une matrice de protéines appelée le tégument. Enfin, la capside et le tégument sont 

entourés par une enveloppe externe composée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont 

ancrées des glycoprotéines (Figure 1.2.). 

Figure 1.2 : Structure du VHS-1. Adaptée de (Novak & Peng, 2005). 

 Le génome du VHS-1 comporte au moins 80 gènes codant pour des protéines dont 

environ la moitié représente des protéines de structure incorporées dans le virion. Le génome est 

composé de deux segments liés de manière covalente, un segment nommé « unique long » (UL) 

et un segment nommé « unique court » (US) qui présentent chacun des extrémités répétées et 

inversées (Weller & Coen, 2012). 

 La capside, dont la taille est de 100-110 nm de diamètre, est principalement composée 

de quatre protéines virales (VP) : VP5 (UL19) qui est la plus abondante, VP26 (UL35), VP23 

(UL18), et VP19C (UL38) (Haarr & Skulstad, 1994; Loret et al., 2008). 

 Le tégument est une matrice de protéines virales non structurée qui occupe l’espace entre 

la capside et l’enveloppe virale. Il représente approximativement les deux tiers du volume du 

virion (Grunewald et al., 2003). Le tégument contient au moins 18 protéines virales dont la 

majorité sont phosphorylées suite à l’infection. VP11/12 (UL46) est l’une des protéines abondante 

de cette matrice (Haarr & Skulstad, 1994; Loret et al., 2008). Cette protéine sera abordée dans 

la section 4.3 de cette introduction. Deux protéines du tégument qui ont été grandement étudiées 

sont : VP16 (UL48) et virion host shut-off (vhs codée par UL41). VP16 est impliquée dans 
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l’induction de la transcription des gènes immédiats précoces entre autres (Triezenberg et al., 

1988). Vhs inhibe la synthèse protéique dans la cellule hôte en dégradant et déstabilisant les 

ARNm cellulaires (Kwong et al., 1988). 

 L’enveloppe virale est une membrane lipidique dérivant des membranes cellulaires de la 

cellule hôte. Elle contient 12 glycoprotéines (gB à gN), dont certaines sont impliquées dans 

l’attachement de la particule virale (gC), dans l’entrée dans la cellule hôte (gB, gD, gH, gL) et 

dans la propagation de cellules à cellules (gE et gI) (Mettenleiter, 2004; Reske et al., 2007; 

Sathiyamoorthy et al., 2017). 

1.1.2 Infection lytique : cycle de réplication du VSH-1 

 Bien qu’il soit neurotrope, le VHS-1 peut infecter différents types cellulaires, incluant les 

cellules épithéliales, les fibroblastes mais également les lymphocytes in vitro et in vivo (Aubert et 

al., 2009). Son cycle de réplication est complexe et se déroule en plusieurs étapes : l’entrée du 

virus dans la cellule, la transcription des gènes viraux, la réplication de l’ADN viral suivie de 

l’assemblage et de la sortie par exocytose des nouvelles particules virales (Figure 1.3.). 

 L’entrée du virus se fait soit par endocytose (indépendante ou dépendante du pH) ou soit 

par fusion avec la membrane plasmique, et le mécanisme utilisé dépend du type cellulaire (Figure 

1.3 ; A). Dans les deux cas, l’entrée de la particule virale dans le cytoplasme nécessite 

l’attachement des glycoprotéines gB et gC aux héparines sulfates présentes à la surface de la 

cellule hôte (Shieh et al., 1992). Cet attachement permet alors à gD d’interagir avec différents 

récepteurs appartenant à différentes familles tels que les molécules d’adhésion nectines 1 et 2 

appartenant à la superfamille des immunoglobulines (Geraghty et al., 1998), le médiateur de 

l’entrée des virus herpès (HVEM) appartenant à la famille des récepteurs des facteurs de nécrose 

tumorale (Montgomery et al., 1996), et l’héparine sulfate 3-O (Laquerre et al., 1998; Shukla et al., 

1999; Xia et al., 2002). L’interaction de gD avec son récepteur va permettre d’activer le 

mécanisme de la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane plasmique, entrainant 

l’internalisation de la nucléocapside et du tégument dans le cytoplasme. Le processus de fusion 

nécessite gB et l’hétérodimère gH/gL (Spear, 2004). Quelques protéines du tégument restent 

associées à la nucléocapside permettant son transport jusqu’au noyau (Figure 1.3 ; B), tandis 

que les autres protéines du tégument restent à la membrane plasmique ou dans le cytoplasme 

pour exercer leur fonction, comme vhs, qui inhibe la synthèse protéique cellulaire (Dohner & 

Sodeik, 2005; Granzow et al., 2005; Kwong et al., 1988). 



 

23 

  

Figure 1.3 : Cycle lytique de réplication du VHS-1.  

Suite à l’entrée du virus par endocytose ou fusion (A), la capside est libérée dans le cytoplasme et elle est 
transportée vers le noyau (B). Le génome viral est ensuite relâché dans le noyau (C) au travers des pores 
nucléaires et il se circularise (D). Puis l’expression des différentes classes de gènes s’effectue de manière 
séquentielle (E) avec l’expression des gènes immédiats précoces (ou IE) où les protéines IE qui en 
résultent vont servir à l’expression des gènes précoces (ou E) (F). Les protéines E vont permettre la 
réplication de l’ADN viral et l’expression des gènes tardifs (ou L) à l’origine des protéines de structures (G). 
Les capsides sont ensuite formées dans le noyau renfermant les ADN viraux nouvellement synthétisés (H). 
Enfin le virion acquiert son enveloppe dans les vésicules cellulaires et sort de la cellule par exocytose (I). 
Adaptée de (Szczubiałka et al., 2016). 

 Suite au relâchement du génome viral dans le noyau à travers les pores nucléaires 

(Figure 1.3 ; C), l’ADN se circularise (Garber et al., 1993) et la transcription des gènes réalisée 

par l’ARN polymérase II cellulaire commence (Figure 1.3 ; D). L’expression de gènes viraux 

s’effectue de manière séquentielle (Figure 1.3 ; E) avec tout d’abord l’expression des gènes 

immédiats précoces (IE ou α), puis des gènes précoces (E ou β), suivi des gènes tardifs (L ou γ) 

(Honess & Roizman, 1974). La transcription des gènes IE stimulée par la protéine du tégument 

VP16 est à l’origine des protéines immédiates précoces (ICP0, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47, et 

US1.5). Pour cela, VP16 se lie au facteur de transcription cellulaire Oct-1 ainsi qu’à la protéine 
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cellulaire HCF, lui permettant de se rendre au noyau et le complexe protéique lie les promoteurs 

des gènes IE (LaBoissiere & O'Hare, 2000; Stern et al., 1989). Les protéines IE sont pour la 

plupart nécessaires à la transcription des gènes E et L (Figure 1.3 ; F) (DeLuca & Schaffer, 1985; 

Sacks et al., 1985; Samaniego et al., 1995). Les protéines E telles que l’ADN polymérase (UL30), 

et le complexe hélicase-primase (UL5, UL8 et UL52) initient la réplication de l’ADN viral, un 

processus essentiel pour l’expression de certains gènes L (Figure 1.3 ; G) (Conley et al., 1981; 

Roizman & Roane, 1964). En effet, les gènes L se divisent en deux-classes : les gènes γ1 dont 

l’expression dépend partiellement de la synthèse de l’ADN viral et les gènes γ2 dont l’expression 

dépend strictement de la synthèse de l’ADN viral (Silver & Roizman, 1985). Les protéines L sont 

majoritairement des protéines de structure nécessaires à l’assemblage de la capside et des 

glycoprotéines virales. Les protéines de structure entrent dans le noyau cellulaire et permettent 

l’encapsidation d’une seule copie du génome (Figure 1.3 ; H) (Addison et al., 1984; Addison et 

al., 1990; al-Kobaisi et al., 1991; Baines et al., 1994; Deiss & Frenkel, 1986; Lamberti & Weller, 

1998; McNab et al., 1998; Patel & MacLean, 1995; Poon & Roizman, 1993; Salmon & Baines, 

1998; Salmon et al., 1998; Taus & Baines, 1998; Yu & Weller, 1998). La nucléocapside acquiert 

son tégument, puis son enveloppe finale à partir des vésicules cytoplasmiques (Mettenleiter, 

2002; Mettenleiter, 2004). Enfin, le virion sort de la cellule par fusion de la vésicule à la membrane 

cellulaire (Figure 1.3 ; I) (Mettenleiter, 2002). 

1.1.3 Infection latente 

 La particularité principale du VHS-1 est sa capacité à établir une infection latente dans les 

neurones des ganglions sensoriels qui persistera tout au long de la vie de l’individu infecté. Chez 

la souris, la latence est établie dans les ganglions nerveux trente jours après l’infection 

périphérique. La latence est définie par l’absence de détection de particules virales infectieuses 

et la répression de l’expression des gènes lytiques. Néanmoins, cette répression n’est pas totale 

puisque l’expression des transcrits de gènes IE et E a été rapportée par différentes études, mais 

la détection de protéines virales n’a pas été observée (Derfuss et al., 2009; Derfuss et al., 2007; 

Feldman et al., 2002; Kramer & Coen, 1995; Maillet et al., 2006). La latence est caractérisée par 

la forme épisomale adoptée par l’ADN et l’expression abondante des transcrits associés à la 

latence (LAT). Trois phases sont distinguées durant la latence/réactivation virale : l’établissement 

de la latence, le maintien de la latence virale et la réactivation virale qui sera abordée dans la 

section suivante.  



 

25 

 La phase de l’établissement de la latence se produit suite à l’infection primaire. Le VHS-

1 se réplique dans les cellules épithéliales pour ensuite infecter les terminaisons d’un neurone 

sensitif innervant la région de l’infection primaire (Figure 1.1). La capside rejoint alors le corps 

neuronal situé dans les ganglions sensoriels par transport rétrograde à l’aide des microtubules. 

Dans le cas d’une infection primaire sur le site oculaire (voie de l’inoculation du VHS-1 utilisée 

dans les expériences de cette thèse), le site labial, ou le site nasal, les ganglions sensoriels 

innervant ces régions sont les TG via les nerfs ophtalmiques, maxillaires et mandibulaires. Dans 

les TG, le virus se réplique brièvement dans certains neurones puis il entre en latence, qui se 

traduit par l’absence de production de particules virales infectieuses. Les processus qui guident 

l’entrée en latence du VHS-1 ne sont pas bien connus. Cependant, le virus, la nature quiescente 

des neurones, ainsi que le système immunitaire y jouent probablement d’importants rôles. 

 L’établissement de la latence est probablement dû à l’incapacité du virus à exprimer ses 

gènes lytiques IE à des niveaux assez élevés (Efstathiou & Preston, 2005). La perte d’expression 

des gènes viraux lytiques pourrait être associée à l’absence de VP16 dans le noyau neuronal, 

débouchant ainsi à l’établissement de la latence (Steiner et al., 1990; Wysocka & Herr, 2003). En 

effet, suite à l’infection des terminaisons nerveuses, la protéine du tégument VP16 délivrée à ce 

site doit être transportée tout le long de l’axone et parvenir au corps cellulaire afin d’induire 

l’expression des gènes IE dans le noyau, permettant l’infection lytique (Steiner et al., 1990). 

L’expression des transcrits LAT a été aussi associée à la répression des gènes viraux lytiques 

(Chen et al., 1997; Garber et al., 1997; Thompson & Sawtell, 1997). De plus, le maintien du 

génome viral sous forme d’épisome associé aux nucléosomes restreint également l’expression 

des gènes viraux lytiques (Deshmane & Fraser, 1989; Efstathiou & Preston, 2005). Enfin, les 

neurones eux même participent à la répression des gènes lytiques. Cette répression est effectuée 

par une protéine spécifique des neurones, Zhangfei, qui séquestre VP16 et empêche la formation 

du complexe VP16-Oct-1-HCF (Akhova et al., 2005). La répression d’ICP0 est également 

effectuée par au moins un micro-ARN, miR-138, qui est produit par les neurones (Pan et al., 

2014). 

 L’expression des transcrits LAT est une caractéristique de la latence (Jones, 2003). Leur 

promoteur est seulement actif dans les neurones (Taharaguchi et al., 2003), et les transcrits LAT 

ne sont pas traduits en protéines. Trois transcrits stables et abondants ont été identifiés à partir 

des ganglions nerveux lors de la latence, avec une taille de 2 kb, 1.5 kb, et 1.45 kb (Wagner et 

al., 1988a; Wagner et al., 1988b). De nombreux microARN viraux sont exprimés durant la latence 

à partir des transcrits LAT (Jurak et al., 2010). À ce jour, seuls deux microARN du VHS-1, miR-
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H6 et miR-H2, sont connus pour être impliqués dans le maintien de la latence virale en contribuant 

à la régulation à la baisse des gènes viraux IE de ICP4 et ICP0 (Umbach et al., 2008). De plus, 

des études ont attribué une fonction supplémentaire aux transcrits LAT dans la protection des 

neurones contre l’apoptose (Bloom, 2004; Hamza et al., 2007; Perng et al., 2000). 

Paradoxalement, cette fonction de protection contre l’apoptose assurée par les LAT permet la 

persistance du VHS-1 dans l’individu. Par ailleurs, il a été montré qu’une région dans la séquence 

des transcrits LAT est impliquée dans la réactivation du VHS-1 dans un modèle animal (Bloom et 

al., 1996; Perng et al., 1996). Ainsi, il semble n'y avoir aucun consensus sur l’importance 

principale des LAT dans la latence virale. Une interrogation subsiste encore, est ce que la 

réactivation du VHS-1 est la cause ou la conséquence de l’échec des transcrits LAT à protéger 

les neurones de l’apoptose ? 

 Le maintien de la latence est aussi une conséquence de l’état du génome viral durant 

cette période. En effet, il se lie aux histones, et ainsi, l’expression des gènes viraux est sous le 

contrôle de l’acétylation et de la méthylation des queues d’histones (Kent et al., 2004). Plus 

précisément, la désacétylation et la méthylation des queues d’histones rendent le génome 

compact (condensation de la chromatine) et les promoteurs viraux inaccessibles (Deshmane & 

Fraser, 1989; Knipe & Cliffe, 2008; Kubat et al., 2004b). D’ailleurs durant la latence, la plupart 

des promoteurs des gènes viraux lytiques sont associés avec des histones méthylés et à une 

condensation de la chromatine, et cet effet est induit par les transcrits LAT (Wang et al., 2005). À 

l’opposé, les régions promotrices des transcrits LAT sont associées à des histones 

hyperacétylées, ce qui est cohérent avec l’abondance des LAT durant la latence (Kubat et al., 

2004a). 

 Enfin, le maintien de la latence implique également la pression exercée par le système 

immunitaire, en particulier les lymphocytes T CD8+ qui reconnaissent spécifiquement le VHS-1. 

Cet aspect est traité dans une section ultérieure (section 3.2.1). 

1.1.4 Réactivation virale et récurrence 

 Chez l’homme, l’aptitude du VHS-1 à se réactiver est décisive dans la pathogénèse des 

infections récurrentes et représente une étape importante dans la propagation du virus dans la 

population. La réactivation du VHS-1 peut aboutir à une infection productive asymptomatique ou 

une infection productive avec des symptômes cliniques évidents. Le VHS-1 latent peut se 

réactiver suite à un stimulus local tel qu’une lésion (comme une chirurgie invasive) dans les tissus 

innervés par des neurones infectés de manière latente. D’autres stimuli peuvent être à l’origine 
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de la réactivation virale, tel qu’un stress émotionnel ou physique, une hyperthermie, l’exposition 

aux ultraviolets (UV), un déséquilibre hormonal, les menstruations, et l’immunosuppression 

(Widener & Whitley, 2014). Cependant, les mécanismes exacts menant à la réactivation, c'est-à-

dire la nature du signal transduit, sont encore inconnus. Il est admis que ces stimuli entrainent 

une altération de la physiologie neuronale conduisant à une réduction du contrôle de la 

réactivation virale par les neurones. Plus récemment, un autre facteur a été identifié comme étant 

affecté par un stress, il s’agit des fonctions effectrices du système immunitaire, un composant de 

l'hôte absolument essentiel pour contrôler la réactivation virale (Freeman et al., 2007; Himmelein 

et al., 2011). Les modèles animaux capables de faire une réactivation virale spontanée comme 

l’Homme sont le lapin en contexte d’infection oculaire et le cochon d’inde en contexte d’infection 

vaginale, alors que les souris ne font pas de réactivations spontanées aboutissant à la détection 

de virus en périphérie (Dasgupta & BenMohamed, 2011; Webre et al., 2012). 

 Lors de la réactivation du VHS-1, l’expression des transcrits LAT diminue tandis que 

l’expression des gènes viraux lytiques augmente (Spivack & Fraser, 1988). L’expression des 

gènes viraux semble suivre la cinétique des différentes phases, à savoir l’expression séquentielle 

des gènes IE, puis E, suivi des gènes L. Cependant, cet aspect reste discuté dans la littérature 

et des études suggèrent une expression initialement désordonnée des gènes viraux (Cliffe & 

Wilson, 2017; Roizman & Zhou, 2015). Un élément semble influencer la transition d’une infection 

latente à lytique : il s’agit des modifications épigénétiques du génome du VHS-1 en état de 

latence, incluant la méthylation et l’acétylation. En effet, l’acétylation des queues d’histones 

permet le relâchement de l’ADN viral et l’accessibilité des promoteurs des gènes viraux, 

entrainant alors l’expression des gènes lytiques (Knipe & Cliffe, 2008; Kubat et al., 2004b). Ce 

concept est davantage soutenu par l’observation qu’un inhibiteur des désacétylases d'histones, 

le butyrate de sodium, induit une réactivation virale en modifiant les histones associées à l'ADN 

dans un modèle murin d’infection oculaire (Neumann et al., 2007a; Neumann et al., 2007b). De 

même, il a été observé que, suite à la réactivation virale dans des cultures de cellules issues de 

ganglions nerveux, les queues d’histones associées aux régions promotrices de LAT sont 

rapidement désacétylées tandis que celles associées au promoteur d’ICP0 deviennent acétylées. 

On observe alors une augmentation de la production en ARNm de ICP0 (Amelio et al., 2006). De 

plus, l’ajout d’un inhibiteur des désacétylases d'histones dans des cultures organotypiques de TG 

a augmenté l’expression des gènes viraux et diminué l’expression des transcrits LAT (Du et al., 

2013). 
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 Enfin le VHS-1 va être confronté à différents éléments lors de l’infection aiguë et latente 

qui vont influencer sa pathogénèse. Ces éléments sont les composantes de l’immunité innée et 

adaptative. 

2 CONTRÔLE DE L’INFECTION AIGUË DU VHS-1 

2.1 Rôle des différentes composantes de l’immunité innée lors de 
l’infection aiguë 

2.1.1 Les senseurs du VHS-1 

 Classiquement, comme dans toutes les infections virales, les cellules du système 

immunitaire inné répondent rapidement à l'infection suite à la reconnaissance des motifs 

moléculaires associés aux pathogènes (PAMP ou Pathogen Associated Molecular Patterns). Ces 

motifs sont reconnus par les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs ou 

Pattern Recognition Receptor). La reconnaissance des PAMPs par les PRRs conduit à l’activation 

de voies de signalisation menant à la production d’interféron de type 1 (IFN), de chimiokines et 

d’interleukines (IL). Les cellules infectées en produisant des cytokines vont induire l’établissement 

de l’état antiviral qui se traduit par la limitation de la réplication virale. 

 Les PAMPs du VHS-1 reconnus par les cellules de l’hôte incluent les protéines virales, 

dont les glycoprotéines et les protéines du tégument, l’ADN génomique et l’ARN viral dont la 

plupart sont mentionnés dans le Tableau 1.2 (Melchjorsen, 2012). 

 Parmi les senseurs des protéines du VHS-1, les toll-like receptors (TLR) sont un type de 

PRR les plus étudiés (Akira et al., 2006; Herbst-Kralovetz & Pyles, 2006; Morrison, 2004). Bien 

que les TLR soient principalement exprimés dans les cellules myéloïdes (Mogensen, 2009), ils 

sont également exprimés dans l’épithélium cornéen (Jin et al., 2007; Sarangi et al., 2007). Le 

TLR-2, un récepteur exprimé à la membrane plasmique, est impliqué dans la reconnaissance de 

la surface du virion (Aravalli et al., 2005; Kurt-Jones et al., 2005; Kurt-Jones et al., 2004; Sarangi 

et al., 2007), plus précisément dans la reconnaissance des glycoprotéines gB et gH/gL (Leoni et 

al., 2012). 

 Les senseurs de l’ADN génomique du VHS-1 sont nombreux et sont situés dans le 

cytoplasme, les compartiments endosomaux ou dans le noyau. Dans les endosomes, le TLR-9 

lie les motifs CpG non méthylés de l’ADN viral (Krug et al., 2004; Wuest et al., 2006). Il a été 

décrit que suite à une infection oculaire, des souris déficientes en TLR-9 présentaient une 
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production diminuée en chimiokine, un faible recrutement de neutrophiles dans la cornée, et une 

augmentation de la charge virale sur le site oculaire (Wuest et al., 2006). Dans le cytoplasme, de 

nombreux senseurs sont capables de lier directement l’ADN viral (voir tableau 1.2), tel que 

l’interferon-γ-inducible protein 16 ou IFI16 (Unterholzner et al., 2010), qui est également présent 

dans les cellules épithéliales de la cornée (Conrady et al., 2012). L’importance de IFI16 

(l’orthologue p204 chez la souris) a été mis en évidence dans la production d’IFN de type 1 et 

dans le contrôle de la réplication du VHS-1 sur le site oculaire même en l’absence de la 

signalisation TLR (Conrady et al., 2012). 

Tableau 1.2 : PRRs et PAMPs impliqués dans la reconnaissance du VHS-1 

 

 Parmi les senseurs de l’ARN viral, le TLR-3 situé dans les compartiments endosomaux 

lie l’ARNdb viral. Bien qu’aucune étude ne rapporte un lien direct entre le TLR3 et l’ARN du VHS-

1 (Morrison, 2004; Mossman & Ashkar, 2005; Zhang et al., 2013b), l’importance du TLR3 dans 

l’infection à VHS-1 a été mise en évidence chez la souris (Davey et al., 2010) et chez l’homme, 

où la déficience en TLR3 est associée à une susceptibilité accrue au développement de 

l’encéphalite (Casrouge et al., 2006; Guo et al., 2011; Herman et al., 2012; Lim et al., 2014; Zhang 

Type de PRRs 
Localisation 

des PRRs 
PAMPs du VHS-1 

reconnus 
Références 

Toll-like 
receptors 

TLR-2 
Membrane 
plasmique 

Composante du 
virion, gB, gH/gL 

(Kurt-Jones et al., 2004; Leoni et al., 

2012) 

TLR-3 
Membrane 
endosomale 

ARN double brin (Zhang et al., 2007) 

TLR-9 
Membrane 
endosomale 

ADN génomique (Krug et al., 2004) 

RIG-I-like 
receptors 

RIG-1/ARNPol-III 

RIG Cytoplasme 

ADN génomique 
 

ARN 

(Chiu et al., 2009) 

(Cheng et al., 2007) 

MDA5 Cytoplasme 
Réplication 
intermédiaire / 
ARN 

(Melchjorsen et al., 2010) 

AIM2-like 
receptors 

IFI16 Cytoplasme ADN génomique 
(Conrady et al., 2012; Unterholzner et 
al., 2010) 

Autres 

DAI Cytoplasme ADN génomique (Takaoka et al., 2007) 

cGAS Cytoplasme ADN génomique (Sun et al., 2013) 
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et al., 2007). De ce fait, la réponse IFN de type 1 est cruciale pour la limitation de la propagation 

du VHS-1 dans le SNC. 

2.1.2 La réponse immunitaire innée dans la cornée  

 Dans le contexte d’une infection oculaire, la réponse immunitaire commence dans 

l'épithélium cornéen. Les cellules épithéliales contenant des PRRs vont produire des cytokines et 

des chimiokines qui vont mener au recrutement des neutrophiles, des cellules natural killer (NK) 

et des monocytes/macrophages sur le site oculaire. 

 Les neutrophiles infiltrent l’épithélium cornéen (Russell et al., 1984; Thomas et al., 1997; 

Wang et al., 1989) dès les vingt-quatre heures suivant l’infection par le VHS-1 (Chen et al., 1996; 

Royer et al., 2015; Stumpf et al., 2002; Tumpey et al., 1996) suite à la sécrétion des chimiokines 

et d’IFN de type 1 par les cellules épithéliales (Conrady et al., 2011; Wuest et al., 2006; Yan et 

al., 1998). Bien que ce soient les cellules majoritairement présentes dès les premiers jours suivant 

l’infection, deux récentes études infirment leur implication dans le contrôle de la réplication du 

VHS-1 sur le site oculaire (Conrady et al., 2013; Royer et al., 2015). Ces observations sont 

également soutenues dans d’autres modèles d’infection impliquant le VHS-1 (Wojtasiak et al., 

2010a; Wojtasiak et al., 2010b). En effet, il a été rapporté que la déplétion spécifique des 

neutrophiles n’a pas eu d’impact sur la réplication virale et sur la sévérité de la pathogénèse dans 

un modèle murin d’infection du flanc (Wojtasiak et al., 2010a) et dans un modèle murin d’infection 

intra-nasale (Wojtasiak et al., 2010b). Une récente étude a également écarté la possibilité que 

les neutrophiles soient impliqués dans l’armorçage, l’expansion et le recrutement des cellules T 

sur le site périphérique dans un modèle murin d’infection du flanc (Hor et al., 2017). Toutefois, 

les neutrophiles pourraient participer au recrutement des autres cellules immunitaires sur le site 

oculaire en produisant des chimiokines telles que l’IP-10 (IFN-gamma-inducible protein 10) 

également appélé CXCL10 (Molesworth-Kenyon et al., 2012). Ainsi, à ce jour, le rôle des 

neutrophiles dans l’infection oculaire par le VHS-1 n’est pas encore clairement établi.  

 Les cellules NK sont des facteurs cellulaires importants dans la réponse immunitaire innée 

contre le VHS-1. Elles possèdent deux fonctions majeures, de lyser les cellules infectées et de 

produire des cytokines comme l’IFN-γ et le tumor necrosis factor-α (TNF-α). Leur rôle dans la 

réponse immunitaire innée contre le VHS-1 reste très controversé dans la littérature. En effet, 

selon la voie d’inoculation du VHS-1 (oculaire, intra-nasale, intra-dermale…), la méthode de 

déplétion des cellules NK, les souches génétiques de souris et de souches virales, les résultats 

obtenus sont différents (Chew et al., 2009). Dans les souris C57BL/6, la déplétion des NK a été 
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associée à une augmentation de leur susceptibilité lors de l’infection oculaire par le VHS-1 (Ghiasi 

et al., 2000b; Rager-Zisman et al., 1987; Wuest & Carr, 2008). En effet, lorsque la déplétion des 

NK est effectuée avant et après à l’infection oculaire, les auteurs ont observé jusqu’à 89 % de 

mortalité contre aucune mortalité dans le groupe contrôle (Ghiasi et al., 2000b). Cependant, 

l’utilisation d’anticorps pour la déplétion des cellules NK a des limites. En effet, il a été rapporté 

que d’autres types cellulaires expriment les marqueurs associés aux cellules NK et qui sont donc 

aussi ciblés par les anticorps anti-asialo GM1 (Mercurio et al., 1984; Schuler, 1984; Suttles et al., 

1986; Wiltrout et al., 1985) et anti-NK1.1 (Halford et al., 2005; Slifka et al., 2000), rendant ainsi 

l’interprétation biaisée des études précédentes. Ainsi une étude a réévalué le rôle des cellules 

NK dans l’infection oculaire par l’utilisation combinée de souris déficientes en différentes 

populations, de la déplétion des cellules NK et de transfert adoptif (Halford et al., 2005). Les 

auteurs ont montré que les cellules NK ne sont pas essentielles dans la protection contre le VHS-

1 (Halford et al., 2005). Cette observation a été également soutenue dans un autre modèle 

d’infection (Vollstedt et al., 2004). En dépit de la controverse dans le modèle murin, la déficience 

des cellules NK a été clairement associée à plusieurs cas d’encéphalites herpétiques chez 

l’homme (Almerigogna et al., 2011; Biron et al., 1989). Ainsi, les cellules NK sont des facteurs 

importants dans la limitation du VHS-1 à se propager dans le SNC (Kastrukoff et al., 2015). 

 Les monocytes/macrophages sont des composants majeurs dans la défense antivirale. 

Ils possèdent de nombreuses fonctions effectrices dont la sécrétion de TNF-α et l’IFN-γ, de 

l’oxyde nitrique (NO), de cytokines pro-inflammatoires, et de chimiokines. Ils jouent un rôle central 

dans le recrutement des leucocytes et dans la présentation antigénique (Ellermann-Eriksen, 

2005). Il a été décrit que les macrophages sont recrutés dans l’épithélium cornéen suite à 

l’infection oculaire (Berra et al., 1994; Ghiasi et al., 1995; Hu et al., 2015) et participent à la 

clairance virale (Bauer et al., 2000; Cheng et al., 2000; Mott et al., 2007). Plus récemment, un 

rôle principal dans la restriction de la réplication oculaire du VHS-1 a été attribué aux monocytes 

inflammatoires (Conrady et al., 2013) et aux mastocytes (Royer et al., 2015). Plus précisément, 

il a été rapporté que les monocytes inflammatoires participent à l’élimination du VHS-1 en 

sécrétant du NO, que leur recrutement sur le site oculaire dépend de la sécrétion en CCL2 par 

les cellules épithéliales infectées et que la sécrétion en CCL2 est induite suite à la reconnaissance 

de l’ADN viral par le senseur IFI-16/p204 (Conrady et al., 2013). 

 Certaines populations de cellules dendritiques (CDs) et de macrophages résident sur le 

site oculaire, plus précisément dans la couche basale de l’épithélium cornéen (Brissette-Storkus 

et al., 2002; Chen & Hendricks, 1998; Hamrah et al., 2003; Hamrah et al., 2002; Hendricks et al., 
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1992; Hu et al., 2015; Knickelbein et al., 2009). Ces cellules seraient également à l’origine du 

recrutement des cellules immunitaires innées et des lymphocytes T via la sécrétion d’IFN de type 

1 (Conrady et al., 2011). Les CDs participent au recrutement des cellules NK et des monocytes 

inflammatoires dans le centre de la cornée (Frank et al., 2012), à l’activation des cellules NK, à 

leur production en IFN-γ et à leur capacité cytotoxique durant l’infection par le VHS-1 (Kassim et 

al., 2009; Kassim et al., 2006). De ce fait, les CDs sont essentielles à la protection contre le VHS-

1 en participant à la clairance virale sur le site oculaire (Bryant-Hudson & Carr, 2012; Frank et al., 

2012) et en limitant la propagation du virus dans le SNC (Kassim et al., 2006; Sprecher & Becker, 

1986). L’un des rôles majeurs des CDs est de stimuler la réponse immune adaptative en migrant 

dans les organes lymphoïdes secondaire (OLS). En effet, durant l’infection au VHS-1, les CDs 

sont nécessaires pour l’activation et la fonction des cellules T CD8+ et T CD4+ dans les ganglions 

lymphatiques drainants (Kassim et al., 2006) en présentant les antigènes du VHS-1 aux 

lymphocytes T naïfs (Bosnjak et al., 2005a; Bosnjak et al., 2005b). 

 Ainsi la réponse IFN de type 1 et les cellules de la réponse immunitaire innée contribuent 

à la restriction de la réplication et de la propagation du VHS-1 sur le site oculaire. 

2.1.3 La réponse immunitaire innée dans les TG 

 En dépit du contrôle de l’infection sur le site oculaire, le VHS-1 parvient à atteindre les 

neurites innervant la région oculaire. À travers les axones, le virus rejoint les corps cellulaires 

neuronaux (Dyson et al., 1987) où il va se répliquer de 3 à 8 jours suivant l’infection (Lang & 

Nikolich-Zugich, 2005; Liu et al., 1996; Shimeld et al., 1995). L’IFN de type 1, probablement 

produit par les astrocytes (Carr et al., 1998) et les neurones infectés (Delhaye et al., 2006), est 

important pour la clairance virale dans les TG (Halford et al., 1997) et la limitation de la 

propagation du VHS-1 vers le SNC (Casrouge et al., 2006; Guo et al., 2011; Herman et al., 2012; 

Lima et al., 2010; Zhang et al., 2007; Zolini et al., 2014). Les cellules NK, les cellules T γδ et les 

macrophages infiltrent les TG suite à la réplication virale (Kodukula et al., 1999; Liu et al., 1996; 

Shimeld et al., 1995). Les macrophages en produisant du NO et du TNF-α, et les cellules NK en 

secrétant le granzyme B et l’IFN-γ contrôlent la réplication virale dans les TG (Kodukula et al., 

1999; Liu et al., 1996; Lucinda et al., 2017; Pereira et al., 2000; Zolini et al., 2014). La déplétion 

des macrophages a été d’ailleurs associée à l’augmentation des titres viraux dans les TG de 

souris (Chucair-Elliott et al., 2017). De plus, les cellules T γδ en produisant de l’IFN-γ contribuent 

également à la clairance virale dans les TG puisque leur déplétion a conduit à une persistance 

des titres viraux (Kodukula et al., 1999; Sciammas et al., 1997). Il a été aussi rapporté que les 
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CDs sont recrutées dans les TG suite à une infection intranasale et produisent de l’IL-1β (Lucinda 

et al., 2017), une cytokine impliquée dans la résistance à l’encéphalite herpétique (Sergerie et 

al., 2007). Ainsi, les cellules de la réponse immunitaire innée infiltrant le TG durant la phase aiguë 

sont importantes pour le contrôle de la réplication et de la propagation du VHS-1.  

 Toutefois une réponse immune adaptative fonctionnelle est nécessaire pour l’élimination 

complète de la réplication virale. Ceci est bien illustré par l’utilisation de souris ne disposant pas 

d’un système immunitaire adaptatif (severe combined immune deficiency ou SCID) qui ne 

survivent pas à l’encéphalite virale dans les deux semaines suivant l’infection (Ellison et al., 2000; 

Gesser et al., 1994; Minagawa et al., 1988; Valyi-Nagy et al., 1992) . 

2.2 Rôle des différentes composantes de l’immunité adaptative lors 
de l’infection aiguë 

 La réponse immunitaire adaptative est constituée de la réponse humorale orchestrée par 

les lymphocytes B qui secrètent des anticorps neutralisants, et de la réponse cellulaire qui est 

associée aux lymphocytes T CD4+ et T CD8+. L’immunité adaptative est déclenchée suite à la 

migration des CDs dans les OLS lors de l’infection primaire. Les CDs vont présenter les antigènes 

aux lymphocytes naïfs T et B, qui vont alors se différencier et migrer dans les sites de réplication 

du VHS-1. Les lymphocytes T CD4+ suivis des lymphocytes T CD8+ infiltrent la cornée et les TG 

et ils procèdent, à l’aide probablement des anticorps, à l’élimination complète de la réplication 

virale (Banerjee & Rouse, 2007). 

2.2.1 La réponse humorale 

 La clairance virale durant l’infection aiguë est principalement attribuée aux lymphocytes T 

et l’implication des cellules B reste controversée (Chew et al., 2009; Zhang et al., 2017). Cette 

hypothèse est également soutenue par l’utilisation des souris SCID, chez qui le transfert des 

lymphocytes T leur a permis de survivre suite à l’infection par le VHS-1 (Minagawa et al., 1988). 

Cependant, la déficience en cellules B a conduit à une augmentation de la mortalité des souris 

suite à l’infection par le VHS-1 par la propagation virale dans le SNC (Beland et al., 1999; 

Deshpande et al., 2000). Le mécanisme de protection conféré par les cellules B lors de l’infection 

aiguë reste tout de même discuté et non élucidé (Mester & Rouse, 1991). Il a été proposé que la 

protection est causée soit par la sécrétion d’anticorps (Beland et al., 1999), soit par les complexes 

d’interaction lymphocytes T-B (Arrunategui-Correa et al., 1994; Arrunategui-Correa et al., 1997), 
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soit par les activités suppressives exercées par les cellules B ou soit par la combinaison des trois 

fonctions des cellules B. Chez l’homme, un faible titre d’anticorps dirigés contre le VHS-1 dans le 

sérum n’est pas relié à une récurrence accrue de la réactivation virale. En effet, il a été décrit que 

les patients asymptomatiques présentaient des titres d’anticorps anti-VHS-1 plus faibles que les 

patients symptomatiques (Spruance et al., 1995a; Spruance et al., 1995b). 

2.2.2 La réponse cellulaire 

 Les preuves démontrant le rôle des cellules T dans le contrôle de l’infection au VHS-1 

proviennent initialement des observations faites chez l’homme. En effet, les infections 

herpétiques sévères sont souvent observées chez des individus avec une réponse T altérée 

(Chretien et al., 1996; Fodor et al., 1998; Tan et al., 1993). Chez l’animal, les études qui se sont 

initialement intéressées au rôle des cellules T au sens large dans l’infection à VHS-1 sont 

unanimes sur leur importance dans la survie des souris contre le VHS-1. Suite à une thymectomie 

néonatale (Mori et al., 1967) ou à la déplétion de thymocytes ou des lymphocytes T par des 

sérums (Chmielarczyk et al., 1985; Nahmias et al., 1969; Zisman et al., 1970), une augmentation 

de la mortalité des souris a été observée suite à l’infection intra-péritonéale ou sous-cutanée par 

le VHS-1. À partir des années 1980, des travaux ont été menés afin de clarifier le rôle de chaque 

population de lymphocytes T, à savoir les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) et les 

lymphocytes T CD4+, lors de l’infection par le VHS-1 (Bonneau & Jennings, 1989; Nash et al., 

1987). Bien que dans ces études, l’infection n’était pas effectuée sur le site oculaire, elles 

s’accordent sur l’implication des lymphocytes T CD8+ dans l’élimination du VHS-1 dans le SNC 

(Bonneau & Jennings, 1989; Caignard et al., 2013; Nash et al., 1987; Simmons & Tscharke, 

1992). Cependant, compte tenu de la complexité de chaque modèle d’infection au VHS-1 et du 

fait de la controverse quant aux rôles des différentes populations des cellules T dans l’infection, 

nous allons particulièrement nous intéresser aux études utilisant le modèle d’infection oculaire. 

 Qu’il s’agisse du VHS-1 ou un autre pathogène intracellulaire, la génération des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques débute dans les OLS par la présentation des antigènes assurée 

par les cellules présentatrices d’antigène (CPA) aux lymphocytes T naïfs. Suite à l’interaction du 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I portant le peptide antigénique avec le 

récepteur des cellules T CD8+ (TCR), les lymphocytes T naïfs entrent dans une phase 

d’expansion durant laquelle ils prolifèrent et se différencient en lymphocytes T effecteurs. Au 

niveau intracellulaire, l’interaction CMH-I/TCR aboutit à une cascade de signalisation en aval du 

TCR qui sera abordée dans une section ultérieure (4.2.1). Les lymphocytes T effecteurs vont 
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alors migrer vers les sites de réplication du VHS-1 et contribuer à la clairance virale. Parmi la 

population de cellules T effectrices, deux sous-groupes se distinguent par l’expression du 

récepteur de l’IL-7 nommé CD127 et de KLRG-1 (killer-cell lectin like receptor G1). En effet, les 

cellules effectrices précurseurs mémoires (MPEC) sont caractérisées par une faible expression 

de KLRG-1 et une forte expression de CD127, et les cellules effectrices à courte vie (SLEC) sont 

caractérisées par une forte expression de KLRG-1 et une faible expression de CD127 (Kaech & 

Cui, 2012). Les MPEC sont à l’origine de la population de cellules mémoires, tandis que les SLEC 

exercent leurs fonctions cytotoxiques durant la phase aiguë puis meurent par apoptose. En effet, 

suite à l’atteinte du pic de la phase d’expansion correspondant également à l’élimination du 

pathogène, les lymphocytes T CD8+ effecteurs vont subir une phase de contraction lors de 

laquelle la majorité d’entre eux vont mourir par apoptose (Figure 1.4). Seules les MPEC vont 

survivre et se différencier en « long lived memory cell » (LLMC) pour former la population de 

lymphocytes T CD8+ mémoires fonctionnels. Ces dernières cellules auront la capacité de 

répondre plus rapidement et efficacement lors d’une réinfection par le même pathogène.  

 

Figure 1.4 : Cinétique d'une réponse des cellules T CD8+ spécifiques lors d’une infection virale 
primaire.  
Au cours d'une infection virale aiguë, les lymphocytes T spécifiques de l'antigène prolifèrent rapidement 
(au cours de la phase d'expansion) et se différencient en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui facilitent la 
clairance virale. Suite à l’élimination du pathogène, la plupart de ces cellules meurent au cours des 
semaines suivantes pendant la phase de contraction de la réponse. Seul un faible pourcentage de cellules 
T effectrices (5-10%) survivent et deviennent précurseurs mémoires, pour ensuite se développer en 
lymphocytes T CD8+ mémoires matures fonctionnelles. Adaptée de (Kaech & Cui, 2012). 
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 Les lymphocytes T CD8+ mémoires sont aussi composés de différentes populations de 

cellules classées selon leur phénotype, leurs capacités fonctionnelles, leurs capacités de trafic à 

travers les OLS et d’entrée dans les tissus périphériques qui sont résumés dans le Tableau 1.3 

(Gebhardt et al., 2013; Jameson & Masopust, 2009; Sallusto et al., 2004). Ces populations de 

cellules sont les cellules mémoires effectrices (TEM), qui ont la capacité de migrer dans les tissus 

non lymphoïdes, en particulier les tissus en état d’inflammation, et qui sont caractérisées par leurs 

capacités fonctionnelles rapides (Masopust et al., 2001; Sallusto et al., 1999), les cellules 

mémoires centrales (TCM), qui restent dans les OLS et qui possèdent peu de fonctions effectrices 

mais qui prolifèrent rapidement suite à une stimulation antigénique (Sallusto et al., 1999), et enfin 

les cellules mémoires résidentes (TRM), qui vont persister dans les tissus et qui ne retournent pas 

dans la circulation (Gebhardt et al., 2009; Sathaliyawala et al., 2013; Schenkel et al., 2013).  

Tableau 1.3 : Caractéristiques des différentes sous-populations de lymphocytes T CD8+ mémoires 
de la souris et de l’homme 

Type 
cellulaire 

Phénotype Localisation Propriétés fonctionnelles 

TCM CD62LHICCR7HI 

Rate, ganglions 
lymphatiques, 
sang 

 Potentiel de prolifération 

 Production IL-2 

 Migration 

 Fonctions effectrices et cytotoxiques 

TEM 
CD62LLOCCR7LO 

Rate, ganglions 
lymphatiques, 
foie 

 Potentiel de prolifération 

 Production IL-2 

 Migration 

 Fonctions effectrices et cytotoxiques 

TRM 

CD103HiC69HiCD62LLOCCR7LO

 ; expression de récepteurs de 
chimiokines et d'intégrines 
tissulaires spécifiques 

Peau, poumon, 
intestin, 
cerveau, 
ganglions de la 
racine dorsale 

 Potentiel de prolifération 

 Production IL-2 

 Migration 

 Fonctions effectrices et cytotoxiques 

Adapté de (Kaech & Cui, 2012; Paul, 2013)  

 Comme mentionné plus haut, la réponse cellulaire est cruciale lors de l’infection par le 

VHS-1. En effet, elle est nécessaire pour une clairance virale complète durant la phase aiguë sur 

le site oculaire (Deshpande et al., 2001) et dans les TG (Ghiasi et al., 1999).  

2.2.2.1 La réponse cellulaire dans la cornée 

 Dans un modèle murin d’infection oculaire, les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-

1 commencent à infiltrer la cornée et les TG dès le 6e jour post-infection (jpi) jusqu’à atteindre un 

pic au 8e jpi (Lang & Nikolich-Zugich, 2005). Puis, ces lymphocytes subissent une phase de 

contraction jusqu’à former une population mémoire stable pour le reste de la vie de l’animal. Suite 
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à la reconnaissance de l’antigène, les lymphocytes T CD8+ exercent leurs fonctions effectrices 

via la sécrétion des cytokines antivirales IFN-γ et TNF-α, ainsi que la sécrétion de granzyme et 

de perforine (Andersen et al., 2006). L’IFN-γ joue un rôle important dans la protection des souris 

contre l’encéphalite herpétique : en effet, des souris déficientes pour le récepteur de l’IFN-γ ont 

présenté une mortalité augmentée comparé aux souris de type sauvage (Cantin et al., 1999b). 

L’IFN-γ est connu pour augmenter la présentation des peptides viraux par l’augmentation de 

l’expression du CMH-I à la surface des cellules de l’hôte, et inhiber la transcription des gènes 

viraux (Boehm et al., 1997). L’IFN-γ promeut également l’arrêt du cycle cellulaire (Harvat et al., 

1997; Xaus et al., 1999) et la réponse immune de type pro-inflammatoires Th1 (Yoshida et al., 

1994). Le TNF-α, une fois sécrété, se fixe à son récepteur sur la cellule cible et va alors induire 

l’apoptose dans les cellules infectées (Gaur & Aggarwal, 2003; Wohlleber et al., 2012). La 

sécrétion des granules contenant les granzymes et les perforines (ainsi que les granulysines chez 

l’Homme) par les lymphocytes T CD8+ va induire l’apoptose dans les cellules infectées 

(Voskoboinik et al., 2015). La perforine va induire des pores dans la membrane plasmique de la 

cellule cible ou dans la membrane endosomale, permettant l’entrée des granzymes (et des 

granulysines chez l’Homme). Cependant, les granzymes peuvent aussi entrer dans les cellules 

cibles par endocytose. Les granzymes sont une famille de protéases à sérine avec le granzyme 

A et B qui sont les plus décrits (Trapani, 2001). Le granzyme B peut induire l’apoptose soit en 

activant directement les caspases comme la caspase 8 et 3 (Metkar et al., 2003), soit en clivant 

la protéine Bid (Bcl-2 interacting domain) en tBid, qui est un membre de la famille Bcl-2 pro-

apoptique (Pinkoski et al., 2001). tBid va alors s’insérer dans la membrane mitochondriale et 

permettre la libération du cytochrome c, qui va à son tour activer la voie des caspases 

(Waterhouse et al., 2006a; Waterhouse et al., 2006b). Le granzyme A induit l’apoptose 

indépendamment de la voie des caspases en créant des cassures d’un seul brin de l’ADN (Fan 

et al., 2003), ou encore en activant l’IL-1β (Irmler et al., 1995). L’apoptose peut être également 

induite dans les cellules cibles par les CTL via le ligand CD95 (ou FasL) à leur surface (Kojima et 

al., 2002; Nagata, 1997; Nagata & Golstein, 1995). En effet, la liaison de CD95 à son récepteur 

CD95R (ou FasR) va induire l’activation de la caspase 8, qui va à son tour cliver la procaspase 

3, le principal médiateur de l’apoptose (Medema et al., 1997; Muzio et al., 1996; Muzio et al., 

1998). 

 L’absence des lymphocytes T CD8+ suite à une déplétion ou à une ablation génétique 

conduit à une diminution de la survie des souris C57BL/6 suite à l’infection oculaire par le VHS-1 

(Ghiasi et al., 2000a). Ainsi, les lymphocytes T CD8+ protègent les souris de l’encéphalite virale, 

et atténuent les lésions cornéennes. Cependant, leur absence n’a pas d’incidence sur la cinétique 
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de la clairance virale sur le site oculaire (Ghiasi et al., 2000a). L’impact des lymphocytes T CD8+ 

sur la clairance virale sur le site oculaire reste tout de même controversé. En effet, le transfert de 

lymphocytes T CD8+ provenant de souris préalablement infectées par le VHS-1 dans des souris 

RAG-/- a permis l’élimination du virus sur le site oculaire (Banerjee et al., 2004). Comme dans 

l’étude précédente, le transfert des lymphocytes T CD8+ a permis de protéger les souris RAG-/- 

de l’encéphalite herpétique et a permis de diminuer leurs lésions cornéennes (Banerjee et al., 

2004). Une autre étude, réalisée dans un autre modèle d’infection (infection du flanc), soutient 

également l’importance des lymphocytes T CD8+ dans la clairance du VHS-1 du site primaire 

d’infection (van Lint et al., 2004).  

 Les cellules T CD4+ sont des médiateurs importants dans l’immunité et leurs rôles 

dépendent du sous type de population de lymphocytes T CD4+ et du fond génétique de la souris. 

Dans les souris dites résistantes (C57BL/6), les lymphocytes T CD4+ protègent les souris de 

l’encéphalite herpétique fatale, atténuent les lésions cornéennes et participent à la clairance virale 

suite à l’infection oculaire (Ghiasi et al., 2000a). Dans les souris dites susceptibles (BALB/c), les 

lymphocytes T CD4+ de type Th1 sont considérés comme délétères. En effet, ils aggravent les 

lésions oculaires causées lors de l’infection par le VHS-1 et ils sont responsables du 

développement de la kératite stromale herpétique (Banerjee & Rouse, 2007; Doymaz & Rouse, 

1992; Niemialtowski & Rouse, 1992a; Niemialtowski & Rouse, 1992b). Il a été suggéré que les 

cellules T CD4+ résidant dans la cornée produisent des chimiokines permettant le recrutement de 

cellules inflammatoires, dont les neutrophiles, aboutissant ainsi la perturbation de la structure 

cornéenne et à l’opacité cornéenne (Banerjee & Rouse, 2007). Quelques années plus tard, une 

autre sous population de cellules T CD4+ a été identifiée sur le site oculaire suite à l’infection par 

le VHS-1 dans un modèle murin de la kératite stromale herpétique. Il s’agit des lymphocytes T 

régulateurs (Treg) CD4+ CD25+, qui modulent négativement l’infiltration et l’activité des 

lymphocytes T CD4+ dans la cornée (Suvas et al., 2004). En effet, la déplétion des Treg a été 

associée à une augmentation de l’infiltration des lymphocytes T CD4+ dans la cornée et à 

l’augmentation de la sévérité de la kératite stromale herpétique (Suvas et al., 2004). 

 Par ailleurs dans un autre modèle d’infection (infection sous-cutanée), un rôle 

supplémentaire est attribué aux lymphocytes T CD4+ durant la phase aiguë. En effet, ils sont 

nécessaires pour le développement d’une forte réponse T CD8+ cytotoxique lors de la 

présentation antigénique et participent à la formation de la réponse mémoire (Rajasagi et al., 

2009; Smith et al., 2004b). Lors de l’infection oculaire par le VHS-1, les lymphocytes T CD4+ n’ont 

pas de rôle dans la phase d’expansion des lymphocytes T CD8+ ni dans la formation de la réponse 
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mémoire (Frank et al., 2010). Cependant, en l’absence des lymphocytes T CD4+, la population T 

CD8+ effectrice entre dans une phase de contraction plus rapide dans les TG et les cellules T 

CD8+ perdent progressivement la capacité à produire de l’IFN-γ et à libérer des granules 

cytotoxiques entre 14 et 35 jpi (Frank et al., 2010). 

2.2.2.2 La réponse cellulaire dans les TG 

 Dans les TG, les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ arrivent dès le 6e jpi et contribuent 

ensemble à la clairance virale. Les lymphocytes T CD4+ soutiennent les capacités effectrices des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 dans les TG (Frank et al., 2010) tandis que les 

lymphocytes T CD8+ éliminent les particules virales en réplication. Seuls les lymphocytes T CD8+ 

activés entrent dans les ganglions nerveux (van Lint et al., 2005). Dans les souris C57BL/6 

infectées par le VHS-1, et ce peu importe la voie d’inoculation, la majorité des lymphocytes T 

CD8+ spécifiques au VHS-1 reconnaissent l’épitope immunodominant de la glycoprotéine B 

(gB498-505), nommés ici T CD8+ gB-spécifiques (Bonneau et al., 1993; Sheridan et al., 2009; St 

Leger et al., 2011; Wallace et al., 2000; Wallace et al., 1999). D’autres épitopes du VHS-1 sont 

également reconnus par les lymphocytes T CD8+ (nommés ici T CD8+ non-gB-spécifiques), il 

s’agit d’épitopes subdominants qui sont au nombre de 19 dans l’infection oculaire (St Leger et al., 

2011; Treat et al., 2017) tels que l’épitope de la ribonucléotide réductase (RR1982-989), l’épitope de 

la glycoprotéine C (gC8-16), ou l’épitope de la protéine ICP8 (ICP8876-883)...  

 Dans le modèle murin C57BL/6 d’infection oculaire, 50% des lymphocytes T CD8+ 

spécifiques au VHS-1 reconnaissent l’épitope gB498-505, et il y a autant de lymphocytes T CD8+ gB-

spécifiques que de lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques dans les TG après 8 jpi. Ce ratio de 

1:1 est alors maintenu tout au long de la latence virale (Sheridan et al., 2009). Les facteurs qui 

contribuent à cette hiérarchie dans la reconnaissance des épitopes viraux ne sont pas encore 

bien établis. Cependant, cette hiérarchie peut être liée à plusieurs facteurs comme la voie de 

l’inoculation du VHS-1, la cinétique de l’expression des gènes viraux, l’efficacité de la production 

de peptides par le protéasome (Chen et al., 2001; Vitiello et al., 1996), l’affinité de liaison entre le 

peptide et le CMH (Chen et al., 1994) et entre l’épitope et le TCR, et la fréquence des lymphocytes 

T CD8+ précurseurs spécifiques à un épitope (Kotturi et al., 2008; Obar et al., 2008). Quelques 

études ont exploré différentes possibilités. Il a été montré que dans le modèle murin C57BL/6 

d’infection oculaire, la hiérarchie du répertoire de la réponse T CD8+ n’est pas basée sur l’affinité 

entre l’épitope et le CMH puisque certains épitopes présentant une affinité élevée pour le CMH 

ne sont pas dominants dans la hiérarchie (St Leger et al., 2011). Il semble aussi que la cinétique 

de l’expression des gènes viraux influence la hiérarchie puisqu’environ 80% des épitopes 
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reconnus par les cellules T CD8+ sont encodés par les gènes viraux précoces et tardifs 

(précisément γ1). De plus, il a été mis en évidence que l’IL-10 produit essentiellement par les 

lymphocytes T CD4+ dans les TG participe aussi à la hiérarchie dans la reconnaissance des 

épitopes viraux durant la latence virale (St Leger et al., 2013). En effet, le traitement des souris 

infectées par le VHS-1 avec des anticorps dirigés contre le récepteur de l’IL-10 a conduit à 

l’expansion significative des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques dans les TG durant la 

latence virale tandis que le nombre de lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques n’a pas changé (St 

Leger et al., 2013). 

 Les lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques et les lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques 

présentent des différences phénotypiques et fonctionnelles. En effet durant l’infection aiguë, la 

majorité des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques présents dans les TG exhibent un phénotype 

activé avec une expression élevée de CD69 et de CD27, une expression faible de CD62L et de 

CD127, et ils produisent de l’IFN-γ et du granzyme B. À l’opposé, une proportion significativement 

plus faible des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques présentent un phénotype activé et 

produisent de l’IFN-γ et du granzyme B (Sheridan et al., 2009). Ces différences phénotypiques et 

fonctionnelles sont encore plus marquées durant la phase de latence, où une très faible 

proportion de lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques dans les TG restent activés et fonctionnels 

(Sheridan et al., 2009; St Leger et al., 2013). 

 Dans les ganglions nerveux, les lymphocytes T CD8+ exercent leurs fonctions effectrices 

sans induire l’apoptose dans les neurones infectés (Esaki et al., 2010; Simmons & Tscharke, 

1992). En effet, les neurones ne se régénèrent pas : il est ainsi important qu’ils soient protégés 

d’un quelconque dommage lytique. Le granzyme A est la protéase qui semble être impliquée 

dans le contrôle initial de la réplication du VHS-1 dans les ganglions nerveux durant l’infection 

aiguë sans induire une mortalité neuronale (Pereira et al., 2000). Néanmoins, l’évaluation des 

fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ impliquées dans la clairance virale durant l’infection 

aiguë dans les TG a été peu étudiée. Cet aspect a été plus investigué dans le contrôle de la 

réactivation virale et sera alors abordé dans la section 3.2.1. 

 Suite à la réplication du VHS-1 durant l’infection aiguë, le virus va établir sa latence dans 

les neurones. L’établissement de la latence virale ne semble pas être promu par le système 

immunitaire puisque le VHS-1 est capable d’établir sa latence dans les TG des souris SCID, des 

souris déficientes en IFN-γ (souris GKO), ou des souris déficientes en cellules NK (souris Beige) 

(Ellison et al., 2000). 
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3 CONTRÔLE DE L’INFECTION LATENTE DU VHS-1 

 Il est de plus en plus accepté que les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 jouent 

un rôle central dans le maintien de la latence virale (Egan et al., 2013; Khanna et al., 2004; St 

Leger & Hendricks, 2011). Toutefois, nous allons aborder dans cette partie tous les aspects du 

système immunitaire qui peuvent influencer la latence du VHS-1. 

3.1 Influence de l’immunité innée dans l’infection latente 

 Dans le modèle murin, suite à l’arrivée du virus dans les TG, une augmentation des titres 

viraux est observée durant une courte période durant laquelle du virus infectieux peut être détecté 

dans les TG (Liu et al., 1996). Le contrôle de la réplication virale par l’immunité innée dans la 

cornée et les TG est important pour limiter l’étendue de la réplication du VHS-1, et de ce fait 

limiter la quantité de génome latent dans les neurones (Sainz & Halford, 2002). De plus, il a été 

montré qu’une corrélation positive existe entre le nombre de neurones infectés de manière 

latente, la quantité de génome latent dans les ganglions nerveux, et la fréquence de réactivation 

(Sawtell, 1998; Thompson & Sawtell, 2000).  

 Une composante à l’interface de l’immunité innée et adaptative, les CDs, semble jouer un 

rôle non négligeable dans la latence du VHS-1. Des expériences avec des souris déplétées ou 

déficientes génétiquement en CDs CD8α+ ont révélé que ces cellules sont importantes dans 

l’infection des neurones durant la latence. En effet, en l’absence des CDs CD8α+, une diminution 

de la latence virale a été observée dans les TG des souris infectées sur le site oculaire (Mott et 

al., 2014; Mott & Ghiasi, 2008). Cette diminution de la latence du VHS-1 se traduit par la 

diminution des transcrits LAT et des copies de gB (ADN viral). À l’opposé, l’élevation du nombre 

des CDs CD8α+ dans les souris infectées sur le site oculaire a augmenté la charge virale dans 

les TG durant la latence (Mott et al., 2008). Toutefois, l’impact des CDs sur la latence du VHS-1 

dépend du sous type de population cellulaire. En effet, le transfert des CDs CD8α- dans les souris 

a diminué la charge virale dans les TG (Mott et al., 2008). Ces études suggèrent que les CDs 

CD8α+ peuvent être utilisées comme des chevaux de Troie par le VHS-1 pour atteindre les 

neurones. De plus, puisque les CDs CD8α+ sont impliquées dans l’amorçage des lymphocytes T 

CD8+, elles pourraient avoir un rôle indirect dans le maintien de la latence virale. En effet, le 

transfert de cellules d’origine myéloïde déficientes en TLR-3 dans des souris irradiées a conduit 

à la diminution de la proportion des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 dans un modèle 
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d’infection du flanc ; or parmi les différentes populations de CDs, ce sont les CDs CD8α+ qui 

expriment le plus le TLR-3 (Davey et al., 2010).  

3.2 Influence de l’immunité adaptative dans le maintien de la latence 
du VHS-1 

3.2.1 Importance des cellules T CD8+ spécifiques au VHS-1 dans le maintien de la 
latence 

 Chez l’homme, les études immunohistochimiques réalisées sur des coupes de TG 

provenant d’individus sains ont révélé que les neurones infectés de manière latente par le VHS-

1 étaient entourés majoritairement de lymphocytes T CD8+, de peu de lymphocytes T CD4+, et 

de macrophages CD68+ alors que les TG non infectés ne présentaient pas d’infiltrat de cellules 

immunitaires (Derfuss et al., 2007; Held et al., 2012; Hufner et al., 2006; Theil et al., 2003; van 

Velzen et al., 2013). Les analyses histologiques n’ont pas révélé de dommage neuronal dans les 

TG infectés par le VHS-1 de manière latente (Himmelein et al., 2015; Theil et al., 2003; Verjans 

et al., 2007). Ces TG infectés de manière latente ont également présenté une forte expression 

d’IFN-γ, de TNF-α, de RANTES (ou CCL5) et d’IP-10 (Derfuss et al., 2007; Hufner et al., 2006; 

Theil et al., 2003). La chimiokine RANTES serait probablement produite par la microglie durant 

une infection non productive par le VHS-1 (Lokensgard et al., 2001) et RANTES permettrait le 

recrutement de lymphocytes T dans les TG. L’IP-10 est une cytokine produite par les cellules de 

la microglie humaine. Il a été montré qu’elle possède une activité antivirale directe sur des 

neurones d’origine humaine infectés par le VHS-1 (Lokensgard et al., 2001) et participe au 

recrutement des lymphocytes T CD8+ dans le SNC lors d’une infection virale (Christensen et al., 

2006; Liu et al., 2000a). Ainsi, la surveillance de la latence du VHS-1 s’opère par les lymphocytes 

T CD8+ via un mécanisme non cytolytique impliquant les cytokines IFN-γ, TNF-α, et l’IP-10. Bien 

qu’il n’y ait pas de dommage neuronal, les lymphocytes T conservent leur capacité à produire du 

granzyme A et B (Derfuss et al., 2007; Verjans et al., 2007). 

 Chez l’homme, les lymphocytes T CD8+ entourant les neurones infectés de manière 

latente dans les TG présentent un phénotype TEM (Verjans et al., 2007). En effet, ils présentent 

une forte expression du marqueur d’activation CD69, une faible expression des molécules de 

costimulation CD27 et CD28, une perte de l’expression de CD62L et de CCR7 et ils conservent 

leur capacité à produire de l’IFN-γ et du granzyme (Himmelein et al., 2015; van Velzen et al., 

2013; Verjans et al., 2007). Une autre étude attribue également un phénotype effecteur mémoire 

aux lymphocytes T CD8+ présents dans les TG durant la latence. En effet, ils co-expriment à leur 
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surface les récepteurs CCR5 et CXCR3 (Derfuss et al., 2007). Le récepteur CXCR3 (récepteur 

de l’IP-10) joue un rôle important dans la migration des lymphocytes T CD8+ effecteurs sur les 

sites de réplication virale dans le SNC (Christensen et al., 2004). En effet, il a été montré que le 

blocage des récepteurs CXCR3 et CCR5 chez la souris a été associé à une réduction de 

l’infiltration des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques dans les TG durant la phase aiguë 

(Himmelein et al., 2011). Plus récemment, il a été mis en évidence que les lymphocytes T CD8+ 

présents dans les TG de l’homme durant la latence virale expriment le marqueur CD137, un 

récepteur membre de la famille TNF (van Velzen et al., 2013). L’expression des marqueurs CD69, 

CCR5 et CD137 indique une récente stimulation antigénique, ainsi la latence du VHS-1 n’est pas 

une infection antigénique silencieuse. En effet, durant la latence virale, quelques neurones 

infectés présentent une expression élevée de transcrits de gènes habituellement exprimés durant 

la phase lytique, plus précisément les gènes IE ou E, à savoir ICP0, ICP4, ou TK, et ceci a été 

mis en évidence chez l’homme (Derfuss et al., 2009; Derfuss et al., 2007) et chez la souris 

(Feldman et al., 2002; Kramer & Coen, 1995; Maillet et al., 2006).  

 Les études sont réalisées post-mortem chez l’homme et, de ce fait, elles ont des limites. 

Ainsi, les études menées dans le modèle murin ont apporté plus de précisions quant aux rôles 

des lymphocytes T CD8+ durant la latence virale. Chez la souris, on retrouve également dans les 

TG durant la latence l’expression des cytokines pro-inflammatoires l’IFN-γ, l’IL-6, et le TNF-α, 

l’expression des transcrits des récepteurs de chimiokines comme CXCR3 et CCR5 et l’expression 

des transcrits de chimiokines comme RANTES (Cantin et al., 1995; Chen et al., 2000; Cook et 

al., 2004; Halford et al., 1996; Liu et al., 1996; Shimeld et al., 1997). De plus, on retrouve 

également dans les TG de souris des lymphocytes T CD8+ entourant les corps neuronaux infectés 

de manière latente par le VHS-1, ainsi que des macrophages et des lymphocytes T CD4+ (Cantin 

et al., 1995; Khanna et al., 2003; Liu et al., 1996; Shimeld et al., 1995). Plus précisément, les 

lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques au VHS-1 forment des synapses immunologiques avec les 

neurones infectés et expriment les marqueurs d’activation CD44 et CD69, soutenant davantage 

la notion d’une stimulation antigénique récente (Khanna et al., 2003; Sheridan et al., 2009). En 

effet, les auteurs mettent en évidence une polarisation des TCR des lymphocytes T CD8+ gB-

spécifiques face aux neurones infectés de manière latente par le VHS-1, ce qui suggère la 

présence de complexes de CMH-I liés à des peptides de gB à la surface des neurones (Khanna 

et al., 2003). Cette proximité étroite entre les cellules T CD8+ et les neurones infectés de manière 

latente a aussi été observée chez l’homme (Verjans et al., 2007). L’absence de CMH-I à la surface 

des neurones a été longtemps associée à un mécanisme d’évasion face aux fonctions 

cytolytiques des CTL (Joly et al., 1991). Toutefois, les neurones infectés par le VHS-1 expriment 
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le CMH-I à leur surface (Pereira & Simmons, 1999). Une autre étude soutient que la présentation 

antigénique est effectuée par les neurones infectés de manière latente par le VHS-1. En effet, la 

persistance du phénotype TEM des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques durant la latence virale 

dépend des cellules parenchymateuses (neurones et cellules de soutien, comme les cellules de 

Schwann) et non des CPA dérivées de la moelle osseuse dans les ganglions nerveux (van Lint 

et al., 2005). De plus, les lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques présents dans les TG possèdent 

une avidité fonctionnelle élevée, c'est-à-dire qu’ils sont capables de répondre à une densité faible 

d’épitopes (Frank et al., 2010). Enfin, une étude récente démontre clairement que la rétention des 

lymphocytes T CD8+ dans les TG durant la latence dépend d’une stimulation antigénique et donc 

de l’expression des gènes viraux dans les TG (Treat et al., 2017).  

 Contrairement à ce qui se produit chez l’homme, le VHS-1 ne se réactive pas de manière 

spontanée chez la souris. Ainsi afin d’étudier la réactivation virale, l’une des méthodes utilisée 

consiste à extraire les TG et de les mettre en culture après leur dissociation, une procédure 

suffisante pour induire la réactivation du VHS-1 dans les neurones (Webre et al., 2012). La 

réactivation virale se traduit par l’effet cytopathique du virus sur un tapis de cellules épithéliales. 

L’implication des lymphocytes T CD8+ dans le maintien du VHS-1 en état de latence dans les TG 

proviennent des études ex vivo où la déplétion des cellules T CD8+ dans les cultures de TG a 

mené à une augmentation de la réactivation du VHS (Hoshino et al., 2007; Liu et al., 2000b). À 

l’inverse, l’ajout des lymphocytes T CD8+ provenant de ganglions lymphatiques de souris 

infectées par le VHS-1 ou de lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques (un clone cellulaire 2D5) a 

permis de bloquer complètement (Liu et al., 2000b) ou de restreindre de manière dose-

dépendante (Khanna et al., 2003) la réactivation du VHS-1 dans les cultures de TG ex vivo. Une 

autre étude soutient que l’addition de lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS provenant de TG 

de souris infectées bloque la réactivation du VHS de manière dose-dépendante dans les cultures 

de TG ex vivo (Hoshino et al., 2007). Cette étude établit que les taux de réactivation virale 

corrèlent inversement avec le nombre de cellules T CD8+ infiltrant les TG tandis qu’ils corrèlent 

directement avec le nombre de neurones infectés de manière latente (Hoshino et al., 2007). Un 

autre modèle de réactivation du VHS-1 confirme l’implication des lymphocytes T CD8+ dans le 

maintien de la latence virale (Freeman et al., 2007). En effet suite à l’établissement de la latence, 

les souris soumises à un stress physique (séquestration pendant 12 heures dans un tube durant 

une période de 4 jours consécutifs) ont présenté une diminution des lymphocytes T CD8+ 

résidents dans les TG et de leur capacité à produire de l’IFN-γ accompagnée d’une augmentation 

de la charge virale dans les TG (Freeman et al., 2007). Plus récemment, il a été montré que 

l’augmentation du nombre et de la fonctionnalité des lymphocytes T CD8+ TEM et TRM dans les TG 
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par l’apport local de la chimiokine IP-10/CXCL10 protège les souris des infections oculaires 

récurrentes lors de la réactivation du VHS-1 induite par les UV (Khan et al., 2017; Srivastava et 

al., 2017a). 

 Comme lors de l’infection aiguë, les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 bloquent 

la réactivation virale sans lyser les neurones infectés. D’ailleurs, l’absence des lymphocytes T 

CD8+ in vivo a été associée à une augmentation de la mortalité neuronale suggérant que les 

cellules T CD8+ ont un rôle protecteur dans l’intégrité neuronale (Simmons & Tscharke, 1992). 

L’utilisation de mécanismes non cytolytiques par les CTL n’est pas propre au VHS-1 : d’autres 

virus sont concernés comme le virus de l’hépatite B (Guidotti & Chisari, 2001). L’importance de 

la perforine et du granzyme B dans le maintien de la latence virale provient des observations où 

les cellules T CD8+ spécifiques au VHS-1 provenant de souris déficientes en granzyme B ou en 

perforine ont présenté une capacité significativement réduite à inhiber la réactivation du VHS-1 

dans des cultures de TG ex vivo (Knickelbein et al., 2008). Le granzyme B, plutôt connu pour 

induire l’activation des caspases, ne mène pas à la mort neuronale dans les TG durant la latence 

virale. En effet, le granzyme B relâché par les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 à 

proximité des neurones infectés va cliver spécifiquement la protéine virale ICP4, une protéine 

nécessaire pour l’expression des protéines précoces et tardives du VHS-1 (Knickelbein et al., 

2008). Ainsi, le granzyme B, en clivant ICP4, restreint la réactivation virale. L’autre mécanisme 

utilisé par les lymphocytes T CD8+ pour empêcher la réactivation du VHS-1 lors de la latence est 

la sécrétion d’IFN-γ ou de TNF-α (Cantin et al., 1999a; Decman et al., 2005; Liu et al., 2001; 

Minami et al., 2002). Plus précisément, l’IFN-γ peut inhiber l’expression des gènes viraux IE 

comme ICP0 et également des gènes L comme gC (Decman et al., 2005). L’absence de 

cytotoxicité neuronale peut-être également expliquée par l’expression de récepteurs inhibiteurs à 

la surface des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 (Moser et al., 2002). En effet, la majorité 

des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 expriment à leur surface le récepteur NKG2A et 

CD94 (Suvas et al., 2006). Une étude a révélé que la liaison de l’hétérodimère NKG2A/CD94 à 

son ligand majeur Qa-1b, exprimé par les neurones dans les TG durant la latence virale, inhibe 

les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 (Suvas et al., 2006). 

Enfin, les transcrits LAT, exprimés abondamment dans les neurones infectés de manière latente 

peuvent aussi contribuer à l’absence de cytotoxicité neuronale en inhibant l’activation des 

caspases induite par les lymphocytes T CD8+ (Henderson et al., 2002; Jiang et al., 2011). 

 Les études menées chez l’homme et chez la souris montrent que les lymphocytes T CD8+ 

spécifiques au VHS-1 présents durant la latence virale dans les TG affichent un phénotype TEM. 
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Toutefois, ces cellules sont de plus en plus assimilées à un phénotype TRM (Egan et al., 2013). 

Les cellules TRM sont une population de cellules T mémoires qui est retenue dans les tissus suite 

à une exposition antigénique initiale (Gebhardt et al., 2009). Les TRM sont CD44+ CD69+ CD62L- 

CCR7- CD103+ (Wakim et al., 2012). Le CD103 est la chaine α du récepteur intégrine αEβ7 pour 

la cadhérine-E, que l’on retrouve exprimée sur les cellules épithéliales (Cepek et al., 1994), et 

son expression permet vraisemblablement aux cellules TRM d’être retenues dans les tissus. Une 

étude confirme l’expression du CD103 sur une proportion des cellules T CD8+ présents dans les 

TG durant la latence du VHS-1 (Khan et al., 2017). Néanmoins aucune étude n’a confirmé 

l’expression du CD103 au sein de la population de cellules T CD8+ gB-spécifiques dans les TG 

durant la latence virale. Comme pour les cellules TRM, l’IL-15 n’est pas nécessaire pour maintenir 

les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 dans les TG durant la latence alors qu’elle est 

nécessaire pour maintenir la population T CD8+ mémoires dans les tissus lymphoïdes et non 

lymphoïdes au sein du même animal (Sheridan et al., 2006). Toutefois, l’IL-15 améliore les 

fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques présents dans les TG durant la 

latence (Sheridan et al., 2006). La rétention dans les tissus typique des cellules TRM est aussi une 

particularité partagée par les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1. En effet, suite à 

l’infiltration des TG, les lymphocytes T CD8+ y sont retenus pour le reste de la vie de l’animal et 

ne quittent plus les TG (Khanna et al., 2003). De plus, les lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques 

présents dans la circulation ne sont pas capables d’infiltrer les TG durant la latence (Himmelein 

et al., 2011). Enfin, comme pour les cellules TRM, les lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques dans 

les TG durant la latence prolifèrent très peu, et possèdent donc une capacité de renouvellement 

très faible (Himmelein et al., 2011). En somme, les lymphocytes T CD8+ résidant dans les TG ont 

des caractéristiques particulières qui les apparentent davantage à des cellules TRM qu’à des 

cellules TEM. Néanmoins, des études supplémentaires sont nécessaires pour le confirmer. 

 Une exposition persistante à un antigène donné peut mener à l’épuisement fonctionnel 

des cellules T CD8+, comme par exemple lors d’une infection virale chronique (Mueller & Ahmed, 

2009; Wherry et al., 2003). L’épuisement des cellules T est associé à la diminution graduelle de 

leurs fonctions effectrices et à l’expression de molécules inhibitrices telles que le récepteur 

programmed death (PD)-1, cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA)-4, lymphocyte-activation gene 

(LAG)-3, Tim-3 (Wherry, 2011; Wherry et al., 2007). Lors de l’épuisement, les cellules T subissent 

une série de pertes fonctionnelles débutant par la perte de la capacité à produire de l’IL-2, à 

proliférer, la perte des fonctions cytotoxiques suivie de la perte de la production en TNF-α. Enfin, 

une perte partielle ou complète de l’IFN-γ intervient dans le stade d’épuisement plus sévère et 

les cellules subissent l’apoptose (Wherry, 2011). Le récepteur inhibiteur PD-1 possède deux 



 

47 

ligands connus, PD-L1 (ou B7-H1) exprimé sur une variété de cellules et tissus incluant les 

cellules hématopoïétiques et les cellules non-hématopoïétiques, et PD-L2 principalement 

exprimé sur les CDs et les macrophages (Blank & Mackensen, 2007). Le PD-L1/B7-H1 est 

exprimé à la surface des neurones infectés de manière latente par le VHS-1 et son expression 

est régulée par l’IFN-γ (Jeon et al., 2013). La possibilité que la stimulation antigénique persistante 

des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 dans les TG lors de latence mène à leur 

épuisement a été évaluée par différents groupes de recherche. Comme mentionné dans une 

section précédente, deux populations de lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 dans les TG 

se distinguent par leur fonctionnalité, il s’agit des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques (épitope 

immunodominant gB498-505) et des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques (épitopes 

subdominants). Durant la latence du VHS-1, les lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques conservent 

leurs fonctionnalités, tandis que les lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques présentent une 

fonctionnalité significativement réduite, un taux d’apoptose (activation de caspases) plus élevé et 

une expression élevée du récepteur PD-1 à leur surface (Allen et al., 2011; Jeon et al., 2013; St 

Leger et al., 2013). Le blocage de l’interaction PD-1-B7-H1 a conduit à une augmentation 

sélective du nombre des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques, qui s’explique par une 

réduction du taux de leur apoptose et une hausse de leur survie (Jeon et al., 2013), tandis que le 

blocage du récepteur à l’IL-10 a sélectivement augmenté le nombre des lymphocytes T CD8+ 

non-gB-spécifiques en favorisant plutôt leur prolifération (St Leger et al., 2013). Ainsi, le 

processus d’épuisement touche principalement la population de lymphocytes T CD8+ spécifiques 

aux épitopes subdominants du VHS-1. L’épuisement découlerait probablement d’une exposition 

de cette population cellulaire à l’expression élevée des épitopes subdominants dans les neurones 

infectés. Enfin, une étude a démontré que suite a l’infection oculaire des souris déficientes en 

PD-1 ou en B7-H1, une diminution des transcrits LAT était observée dans les TG lors de latence 

virale (Allen et al., 2011). 

3.2.2 Rôle des cellules T CD4+ lors de la latence du VHS-1 

 Contrairement au rôle des lymphocytes T CD8+ dans l'infection latente par le VHS-1 qui a 

été largement étudié, le rôle des lymphocytes T CD4+ est moins bien connu. Ils sont bien présents 

dans les TG durant la latence et se retrouvent près des axones (Theil et al., 2003). Ils n’ont pas 

de rôle direct dans le maintien de la latence du VHS-1 et ils ne sont pas nécessaires dans le 

maintien des lymphocytes T CD8+ mémoires après 34 jpi mais ils aident à leur fonctionnalité entre 

8 et 35 jpi (Frank et al., 2010). En effet, il a été montré que la déplétion des lymphocytes T CD4+ 
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durant l’amorçage des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 a induit l’augmentation des 

lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques exprimant PD-1 dans les TG à 8 jpi qui ont persistés dans la 

population mémoire au-delà de 56 jpi (Frank et al., 2010). L’augmentation de l’expression de PD-

1 à la surface des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques a été associée à une réduction de leur 

fonctionnalité (Frank et al., 2010). Enfin, il semblerait que ce sont les lymphocytes T CD4+ qui 

sont à l’origine de l’épuisement des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques via la sécrétion d’IL-

10 (St Leger et al., 2013). 

4 MODULATION DU SYSTÈME IMMUNITAIRE PAR LE VHS-1 

 Comme de nombreux autres pathogènes, le VHS-1 a développé des stratégies pour 

interférer avec les éléments de l’immunité innée et adaptative afin d’y échapper et faciliter son 

infection (Retamal-Díaz et al., 2016). Nous allons passer en revue certains des mécanismes 

utilisés par le VHS-1 pour échapper au système immunitaire puis nous allons nous concentrer 

sur la modulation de la signalisation du TCR par le VHS-1 et comment la protéine virale VP11/12 

participe à ce processus. 

4.1 Interférence du VHS-1 avec le système immunitaire inné 

 Parmi les éléments du système immunitaire inné, différents senseurs des acides 

nucléiques sont ciblés par le VHS-1. Les senseurs cytoplasmiques à ARN, Retinoic acid-inducible 

gene (RIG)-I et melanoma differentiation-associated protein (MDA)-5, qui mènent à la production 

d’IFN de type 1, peuvent être reconnus par la protéine virale du tégument US11. Les ARN viraux 

reconnus par ces senseurs sont des produits issus de la transcription des gènes viraux et la 

formation d’ARN db pourrait résulter de l’hybridation de transcrits complémentaires. Les transcrits 

viraux sont alors acheminés dans le cytoplasme pour la synthèse des protéines virales. US11 

interagit via sa partie carboxyterminale (C-ter) avec RIG-1 et MDA-5, empêchant ainsi ces 

protéines de lier des protéines adaptatrices en aval, résultant en une production diminuée d’IFN-

β (Xing et al., 2012). Le TLR-3, un senseur à ARNdb important dans la limitation de la propagation 

du VHS-1 au SNC (Guo et al., 2011; Zhang et al., 2007), est ciblé par US3, une protéine 

sérine/thréonine kinase virale du tégument qui est capable de réduire l’expression du TLR-3 (Peri 

et al., 2008). 

 Le VHS-1 est aussi capable d’interférer avec les voies de signalisation d’IFN (Mossman 

& Ashkar, 2005; Paladino & Mossman, 2009; Su et al., 2016). L’interferon regulatory factor (IRF)-
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3 est un facteur de transcription qui joue un rôle crucial dans les réponses antivirales, y compris 

lors de l’infection oculaire par le VHS-1 (Menachery et al., 2010), en particulier en activant la 

transcription des IFN de type 1. L’activation d’IRF-3 s’effectue en plusieurs étapes commençant 

par la phosphorylation d’IRF-3 par une kinase cellulaire suivie d’un changement conformationnel 

permettant sa dimérisation et sa translocation au noyau. Puis, IRF-3 va s’associer à des co-

activateurs et enfin aux IFN-stimulated response element (ISRE) (Reich, 2002). La protéine 

kinase virale US3 inhibe la production d’IFN de type 1 en hyper-phosphorylant IRF-3, empêchant 

ainsi sa dimérisation et sa translocation au noyau (Wang et al., 2013). La protéine virale ICP0 est 

également capable d’inhiber la production d’IFN de type 1 médiée par IRF-3 et IRF-7 en 

s’associant avec la forme active de IRF-3 et en diminuant l’expression de IRF-3 (Lin et al., 2004; 

Melroe et al., 2004; Melroe et al., 2007). La protéine virale du tégument VP16 est aussi capable 

d’interférer avec la voie de signalisation d’IFN en interagissant avec IRF-3 et NF-κB (Nuclear 

Factor KappaB) et en empêchant IRF-3 de s’associer avec le co-activateur CREB binding protein 

(CBP) (Xing et al., 2013). NF-κB, qui est en aval de nombreux senseurs du VHS-1, est aussi ciblé 

par d’autres protéines virales, comme US3, qui hyperphosphoryle la sous-unité p65 et empêche 

sa translocation au noyau (Wang et al., 2014), ou encore ICP0, qui interagit avec p65 et p50 et 

empêche leur translocation au noyau et qui dégrade p50 via son activité E3 ubiquitine ligase 

(Zhang et al., 2013a). La protéine virale VP11/12 inhibe également la production d’IFN de type 1 

dans les cellules épithéliales (Deschamps & Kalamvoki, 2017). L’inhibition de l’IFN de type 1 

passe probablement par la capacité de VP11/12 à s’associer avec Stimulator of interferon genes 

(STING), avec la protéine TANK-binding kinase 1 (TBK1), mais aussi à diminuer l’expression des 

protéines et des transcrits de IFI16 et de STING (Deschamps & Kalamvoki, 2017). D’autres 

mécanismes d’évasion, largement redondants, sont également utilisés par le VHS-1 pour 

interférer avec les voies de signalisation d’IFN, dont la plupart sont présentés dans la Figure 1.5.  

 L’apoptose est aussi un processus induit par des stimuli intrinsèques ou extrinsèques 

permettant de limiter la réplication du VHS-1. De nombreuses facteurs viraux sont capables 

d’inhiber l’apoptose comme US3 dans les cellules épithéliales (Wang et al., 2011) ou US5 

(glycoprotéine J) et les transcrits LAT dans les cellules neuronales (Bloom, 2004; Carpenter et 

al., 2015; Hamza et al., 2007; Jerome et al., 2001). 

 



 

50 

 

Figure 1.5 : Interférence du VHS-1 avec la signalisation IFN de type 1 de l'hôte. 

Les PRRs reconnaissent les PAMPs et induisent la sécrétion d’IFN de type 1. Les TLR se localisent à la 
fois à la membrane plasmique et dans les endosomes, et mènent à l’activation des IRF et NF-κB à travers 
TRIF et MyD88. RIG-I et MDA5 détectent des structures d'ARN distinctes et mènent à l'activation de IRF3 
et NF-κB à travers la protéine adaptatrice mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS). cGAS reconnaît 
l'ADNdb dans le cytosol et catalyse ensuite la production de cGAMP, un second messager qui active la 
protéine adaptatrice STING localisée dans le RE. STING recrute et active TBK1, qui active ensuite IRF3 
pour induire l’IFN de type I. Plusieurs étapes des voies de signalisation menant à la sécrétion de l’IFN de 
type I peuvent être détournées par les protéines virales du VHS-1. Les lignes pleines vertes indiquent des 
interactions confirmées entre les molécules hôtes et les protéines du VHS-1. Les lignes pointillées vertes 
indiquent des interactions incertaines. Adaptée de (Su et al., 2016) avec de l’information supplémentaire 
provenant de (Deschamps & Kalamvoki, 2017; Xu et al., 2017). 

 Un autre élément du système immunitaire inné contrecarré par le VHS-1 est le 

complément, qui est composé de plusieurs protéines du sérum. En effet, la glycoprotéine virale 

gC est capable de lier C3b et de bloquer son activité en altérant l’activation du complément induite 

par les anticorps (Friedman et al., 1984; McNearney et al., 1987). Elle est aussi capable de lier 

C5 et de bloquer ses activités en aval, comme la lyse cellulaire par la formation de pores 

membranaires (Hook et al., 2006; Lubinski et al., 2002). 
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 Les cellules de l’immunité innée sont aussi modulées par le VHS-1. Les fonctions 

effectrices des cellules NK sont altérées par le VHS-1 par la diminution à la surface des cellules 

infectées de l’expression de ligands permettant l’activation des NK (Schepis et al., 2009; Tomazin 

et al., 1996) ou encore par l’inhibition des fonctions cytotoxiques (Confer et al., 1990). Aussi, le 

VHS-1 peut entrainer l’apoptose des cellules NK en induisant l’expression du CD95 (FasL) à la 

surface des macrophages infectés (Iannello et al., 2011). Les CDs, à l’interface entre l’immunité 

innée et adaptative, sont également ciblées par le VHS, qui, après infection, module leur fonction 

en altérant leur maturation, leur sécrétion en cytokines, et leur capacité à activer les cellules T 

(Bosnjak et al., 2005b; Gobeil & Leib, 2012; Jin et al., 2011; Jones et al., 2003). 

4.2 Interférence du VHS-1 avec le système immunitaire adaptatif 

 La réponse humorale est principalement dirigée contre certains antigènes viraux de 

surface comme les glycoprotéines virales gD, gB et gC (Eing et al., 1989). Les anticorps dirigés 

contre ces glycoprotéines virales peuvent induire une activation du complément ou une 

phagocytose via des complexes immuns grâce à leur partie Fc. Cependant, la glycoprotéine virale 

gE peut interférer avec l’activation du complément en rentrant en compétition avec le composé 

du complément C1q pour la liaison à la partie Fc des anticorps, gE agit alors comme un récepteur 

Fc (Lubinski et al., 2011). 

 L’un des mécanismes pour échapper aux CTL est d’empêcher la présentation antigénique 

via le CMH-I à la surface des cellules infectées par le VHS-1. Le transport du cytoplasme vers le 

réticulum endoplasmique (RE) des peptides du soi ou étrangers s’effectue via des protéines de 

transport des antigènes (TAP pour Transporter associated with antigen processing). Le peptide 

est ensuite chargé sur le CMH-I. Le VHS est capable d’interférer avec la présentation antigénique 

grâce à la protéine virale ICP47, qui a la capacité d’inhiber la translocation de TAP à travers le 

RE (Fruh et al., 1995; Hill et al., 1995; Tomazin et al., 1996; York et al., 1994). Aussi, ICP47 lie 

le TAP de l’homme avec une plus forte affinité que le TAP de la souris (Ahn et al., 1996). L’autre 

mécanisme utilisé par le VHS-1 pour échapper aux CTL est la réduction de l’expression de CMH-

I à la surface des cellules infectées assurée par la protéine virale US3 (Imai et al., 2013). US3 est 

aussi capable d’empêcher les fonctions cytotoxiques des CTL en prévenant le clivage de la 

protéine pro-apoptotique Bid par le granzyme B (Cartier et al., 2003). La capacité du VHS-1 à 

inhiber les fonctions cytotoxiques des cellules T est confirmée par d’autres études (Aubert et al., 

2006; Confer et al., 1990; Jerome et al., 2001; Jerome et al., 1998; Posavad et al., 1993; Posavad 

et al., 1994; Posavad & Rosenthal, 1992; Sloan et al., 2003). L’interférence avec la présentation 
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antigénique ou la maturation des CPA est aussi une stratégie utilisée par le VHS-1 pour empêcher 

les CPA infectées d’activer les cellules T naïves (Jin et al., 2009). 

 Enfin, le VHS-1 est capable de moduler l’activité des cellules T, plus particulièrement en 

ciblant des éléments de la signalisation en aval du TCR (Jerome, 2008). Il convient cependant de 

décrire brièvement la signalisation du TCR avant de citer les différents éléments ciblés par le 

VHS-1. 

4.2.1 La signalisation du TCR 

 Le TCR est un complexe de différentes sous-unités (Figure 1.6), une sous-unité 

interagissant avec le ligand composée des chaines α et β, et d’une sous-unité permettant la 

transmission du signal intracellulaire composée des chaines CD3ξ, γ, δ, et ζ (van Leeuwen & 

Samelson, 1999; Weiss, 1993). Suite à l’interaction du TCR avec le CMH portant un peptide, 

l’activation de deux membres de la famille Src kinase (SFK pour Src family kinase), Lck et Fyn, 

se produit, menant à la phosphorylation des tyrosines contenues dans des motifs d’activation 

conservés appelés ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) présents sur les 

domaines intracellulaires des chaines CD3ξ, γ, δ, et ζ (Mustelin & Tasken, 2003; Nel, 2002; Smith-

Garvin et al., 2009; Weiss & Littman, 1994). Cette phosphorylation va permettre le recrutement 

de la protéine cytoplasmique ZAP-70 (70-kd ζ chain–associated protein kinase) aux ITAMs 

phosphorylés ce qui va permettre son activation (Chu et al., 1998). ZAP-70 va à son tour 

phosphoryler les protéines adaptatrices LAT (Linker for Activation of T-Cells) et SLP-76 (SH2 

Domain-Containing Leukocyte Protein-76) qui vont servir de plateforme pour d’autres protéines 

via leur domaine SH3 (Src homology 3) et SH2 (Src homology 2) tel que ITK (IL-2-inducible T-

cell kinase), la phospholipase Cγ1 (PLCγ1), Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) et 

Gads (Grb2-related adaptor downstream of Shc) (Samelson, 2002; Smith-Garvin et al., 2009; 

Wang et al., 2010; Zhang et al., 1998). Finalement, la PLCγ1 activée va permettre la production 

de deux second messagers en hydrolysant le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) 

en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycerol (DAG) (Rhee, 2001). 
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Figure 1.6 : La signalisation du TCR.  

Suite à la ligation du TCR, les protéines tyrosine kinases (PTK) de la famille Src telles que Lck et Fyn sont 
activées, ce qui entraîne la phosphorylation des différentes chaînes du TCR et l’activation de ZAP-70. 
ZAP70 va à son tour phosphoryler LAT et SLP-760. La protéine LAT phosphorylée sur ses résidus tyrosines 
va recruter alors plusieurs protéines contenant le domaine SH2 telles que Grb2, Gads, et la phospholipase 
PLCγ1. Grâce à son association constitutive avec Gads, SLP76 est également recrutée au niveau de LAT 
suite à une stimulation TCR. L'activation de PLCγ1 entraîne l'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate en inositol 3,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). La production en IP3 entraîne 
une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2+ libre, alors que DAG va activer à la fois la 
protéine PKC-θ et RasGRP. La protéine LAT en s’associant avec Grb2 permet le recrutement de Sos qui 
est un GEF fournissant un mécanisme supplémentaire possible pour l’activation de Ras. La protéine SLP76 
phosphorylée s'associe également à Vav1 et à la protéine adaptatrice, Nck. Le complexe trimoléculaire 
SLP76, VAV1 et PAK1 (une kinase associée à Nck) serait impliqué dans la régulation des réarrangements 
du cytosquelette d'actine. Adaptée de (Abraham & Weiss, 2004).  

Ca2+ intracellulaire

Expression du gène IL-2
Entrée dans le cycle cellulaire

Fonctions effectrices
Réarrangement du 
cytosquelette
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 IP3 va permettre la libération du calcium du RE et va alors faciliter l’influx du calcium 

extracellulaire. L’augmentation du calcium intracellulaire conduit à l’activation de la phosphatase 

calcineurine, entrainant la déphosphorylation du facteur de transcription NFAT (nuclear factor of 

activated T cells), ce qui va permettre sa translocation au noyau et la transcription de gènes 

impliqués dans les fonctions effectrices des cellules T, comme par exemple l’IL-2 (Rao et al., 

1997). L’autre second messager DAG va mener à l’activation des protéines PKC (Protein Kinase-

C) et RasGRP (Ras guanyl nucleotide releasing protein). PKC est à l’origine de l’activation de 

différentes cascades de signalisation en aval du TCR. En effet, l’isoforme PKCθ de la protéine 

kinase C conduit à l’activation de la MAPK (Mitogen-activated protein kinases) JNK (JUN amino-

terminal kinase), qui, à son tour, régule le facteur de transcription AP-1 (activator protein-1) à 

l’origine de l’expression de gènes de certaines fonctions effectrices (Isakov & Altman, 2002). De 

plus, PKCθ est aussi impliquée dans l’activation du facteur de transcription NF-κB (Isakov & 

Altman, 2002; Schulze-Luehrmann & Ghosh, 2006; Sun et al., 2000). RasGRP active la petite 

GTPase Ras, conduisant ainsi à l’activation de la MAPK ERK1/2 (Ebinu et al., 1998; Ebinu et al., 

2000). La protéine Sos (son of sevenless), constitutivement liée à Grb2, est aussi un facteur 

d'échange de nucléotide guanine (GEF) tout comme RasGRP, et participe également à 

l’activation de Ras et par conséquent de ERK1/2 (Smith-Garvin et al., 2009). 

 Parmi les protéines se liant aux protéines adaptatrices mentionnées plus haut, LAT et 

SLP-76, la protéine Vav associée à SLP-76 joue un rôle central dans la régulation du 

cytosquelette, de la migration et de l’adhésion (Smith-Garvin et al., 2009). Les réarrangements 

du cytosquelette sont nécessaires pour la propagation du signal et la formation de la synapse 

immunologique. Ainsi, la combinaison de l’activation des MAPKs, du flux calcique, et des 

réarrangements du cytosquelette conduit à l’activation de la cellule T, incluant l’activation de 

facteurs de transcription, de la synthèse de cytokines, des fonctions cytotoxiques et l’entrée dans 

le cycle cellulaire. 

4.2.2 Modulation de la signalisation du TCR par le VHS-1 

 De nombreux virus modulent la signalisation du TCR dans le but de promouvoir leur 

propagation (Jerome, 2008). Par contre, le VHS-1 comme pour d’autres virus qui infectent 

majoritairement des cellules non lymphoïdes ont tendance à moduler négativement la 

signalisation du TCR afin d’inhiber la capacité des cellules T à répondre aux cellules infectées. 

 L’inhibition de l’activation des cellules T nécessite l’entrée du VHS-1 dans la cellule T ou 

le transfert de matériel provenant de cellules non lymphoïdes infectées vers la cellule T (Sloan et 
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al., 2006). Chez l’homme, bien que l’on retrouve des cellules T infectées par le VHS-1 dans des 

biopsies ou des fluides provenant de lésions herpétiques, la cellule T n’est pas le site de 

réplication privilégié par le virus (Aubert et al., 2009). Cependant, il est possible de retrouver des 

cellules épithéliales ou neuronales infectées par le VHS-1 en contact étroit avec des cellules T. 

D’ailleurs, cette situation a été décrite lors de la latence virale dans les TG (Khanna et al., 2003; 

Sheridan et al., 2009; Verjans et al., 2007). Il a été observé que le contact étroit entre une cellule 

T et des cellules fibroblastiques préalablement infectées par le VHS-1 favorise l’infection des 

cellules T primaires alors que l’infection directe des cellules T primaires est moins permissive 

(Aubert et al., 2009). Ce contact étroit, appelé synapse virologique, est assez similaire à la 

synapse immunologique de type immature, avec un enrichissement de protéines d’adhésion dans 

la zone de contact tel que LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) et de ses ligands 

ICAM (intercellular adhesion molecule)-1 et ICAM-3 (Aubert et al., 2009; Piguet & Sattentau, 

2004). L’inhibition de l’activation des cellules T par le VHS-1 s’observe à différents niveaux dans 

la signalisation du TCR. En effet, suite à la stimulation avec un anticorps anti-CD3 de cellules T 

préalablement infectées par le VHS (ou exposées à des fibroblastes infectés par le VHS), on a 

observé une inhibition de la phosphorylation de la protéine adaptatrice LAT, de PLCγ1, de la 

kinase ERK et de NF-κB, une inhibition de l’augmentation du calcium intracellulaire, et enfin une 

inhibition de la synthèse d’IL-2 et d’IFN-γ (Sloan et al., 2006; Sloan & Jerome, 2007; Yang et al., 

2015). L’inhibition de la phosphorylation de LAT induit par le VHS-1 dans les cellules T empêche 

la liaison des protéines Grb2, GADS et PLCγ1 à LAT et donc la signalisation en aval de ces 

protéines est altérée (Sloan & Jerome, 2007). Plus encore, le VHS-1 inhibe la synthèse des 

cytokines de type Th1 alors qu’il augmente la synthèse de cytokine de type Th2 comme l’IL-10 

dans des cellules T primaires d’origine humaine (Sloan & Jerome, 2007). Les mécanismes et les 

déterminants viraux à l’origine de la synthèse d’IL-10 ne sont pas encore clairs. Cependant, elle 

nécessite l’activation de la voie de signalisation MAPK p38 qui est induite par le VHS-1 dans les 

cellules T même en l’absence de la stimulation du TCR (Sloan & Jerome, 2007). Cette voie de 

signalisation est initiée suite à la phosphorylation de ZAP-70, qui n’est pas altérée par le VHS en 

réponse à la stimulation du TCR, et elle ne requiert pas la protéine LAT (Salvador et al., 2005; 

Sloan et al., 2006).  

 À ce jour, le facteur viral identifié à l’origine de l’inhibition de la signalisation du TCR serait 

US3 (Yang et al., 2015). En effet, suite à la stimulation du TCR des cellules T préalablement 

infectées avec un virus déficient en US3, les auteurs ont observé une restauration de la 

phosphorylation de LAT, de PLCγ1, de ERK1/2, et de l’augmentation du calcium intracellulaire et 

de la synthèse d’IL-2 comparativement aux cellules T préalablement infectées avec un virus de 
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type sauvage (Yang et al., 2015). Il a été rapporté que suite à la stimulation du TCR, en plus de 

subir des phosphorylations, la protéine LAT est sujette à l’ubiquitination effectuée par TRAF (TNF 

receptor associated factor)-6 via son activité E3 ubiquitine ligase (Xie et al., 2013). Ce processus 

nécessite l’association de TRAF-6 avec la protéine LAT via le domaine TRAF et participe à 

l’activation de la cellule T. La protéine virale US3 inhibe la signalisation du TCR en empêchant 

l’association de TRAF-6 avec LAT indépendemment de son activité kinase et, de ce fait, elle 

restreint l’ubiquitination de LAT par TRAF-6 (Yang et al., 2015). L’implication de la kinase virale 

US3 dans l’inhibition de la phosphorylation d’ERK1/2 par le VHS-1 a été également rapportée 

dans des cellules épithéliales par un mécanisme indépendant de la protéine LAT (Chuluunbaatar 

et al., 2012).  

 Une autre protéine virale est capable de moduler la signalisation du TCR. Il s’agit de 

VP11/12 qui est capable d’activer Lck (Wagner & Smiley, 2009). Cet aspect sera abordé dans la 

section suivante. 

4.3 La protéine virale VP11/12 et son rôle dans la signalisation des 
cellules T 

 VP11/12 représente l’une des plus abondantes protéines du tégument avec environ 1200 

molécules par virion (Haarr & Skulstad, 1994; Heine et al., 1974; Zhang & McKnight, 1993). À 

l’origine, deux bandes protéiques (VP11 et VP12) étaient distinguées sur SDS-PAGE aux poids 

moléculaires de 91 et 84 kDa respectivement (Spear & Roizman, 1972). Cependant, des études 

plus approfondies suggèrent que VP11/12 est une protéine unique encodée par l’ORF UL46 et 

la variabilité de son poids moléculaire semble être attribuée à différents niveaux de 

phosphorylation (Lemaster & Roizman, 1980; Murphy et al., 2008; Willard, 2002; Zhang & 

McKnight, 1993). VP11/12 est relâchée dans le cytoplasme suite à l’entrée de la particule virale 

dans la cellule, et elle est produite dans les derniers stades de l'infection durant lesquels sa 

synthèse dépend de la réplication de l'ADN viral (Kato et al., 2000). VP11/12 se localise dans le 

cytoplasme, à la membrane plasmique, et dans les régions cytoplasmiques péri-nucléaires durant 

l’infection (Kato et al., 2000; Murphy et al., 2008; Willard, 2002). 

 Des expériences de transfection transitoire ont suggéré que VP11/12 améliore la 

transcription des gènes IE en coopérant avec VP16, et que VP11/12 supprime la transcription 

des gènes IE en l’absence de VP16 (Kato et al., 2000; McKnight et al., 1987). L’observation que 

VP11/12 interagit avec VP16 a appuyé cette hypothèse (Kato et al., 2000; Vittone et al., 2005). 
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Toutefois, un virus déficient en VP11/12 est viable en culture, il ne présente pas de défaut dans 

la réplication virale et, plus particulièrement, il ne manifeste pas de défaut dans la transcription 

des gènes IE (Zahariadis et al., 2008; Zhang et al., 1991). Ainsi, la fonction primaire de VP11/12 

durant l’infection n’est pas encore élucidée. 

 Les premières preuves montrant que VP11/12 influence les voies de signalisation 

cellulaires proviennent de l’observation qu’une protéine de 90 kDa, identifiée comme VP11/12, 

est hautement phosphorylée sur les résidus tyrosines suite à l’infection des cellules T par le VHS-

1 (Zahariadis et al., 2008). La phosphorylation de VP11/12 est dépendante du type cellulaire 

puisqu’elle n’est pas (ou très faiblement) observée dans des cellules non lymphocytaires comme 

les fibroblastes ou les cellules épithéliales (Zahariadis et al., 2008). Dans les cellules T Jurkat, 

les protéines SFK, principalement Lck, sont nécessaires pour la phosphorylation des résidus 

tyrosines de VP11/12 (Zahariadis et al., 2008). Réciproquement, VP11/12 est nécessaire pour 

l’activation de Lck (Wagner & Smiley, 2009). De plus, VP11/12 se lie à Lck et cette interaction est 

requise pour induire la phosphorylation du résidu tyrosine Y394 de Lck (Strunk et al., 2013; 

Wagner & Smiley, 2009). En effet, deux motifs conservés pour les virus VHS-1 et VHS-2 identifiés 

dans la partie C-ter de VP11/12 (Figure 1.7), YETV (au résidu Y613) et/ou YEEI (au résidu Y624) 

sont impliqués dans l’interaction avec le domaine SH2 de Lck et dans l’activation de Lck (Strunk 

et al., 2013). Cependant, la kinase cellulaire ou virale induite par VP11/12 qui phosphoryle les 

SFK est encore inconnue. Pour le moment, deux kinases virales, US3 et UL13, ont été testés et 

ne sont pas responsables de la phosphorylation des SFK médiée par VP11/12 (Wagner & Smiley, 

2009). 

 

Figure 1.7 : Diagramme schématique de VP11/12. 

La protéine VP11/12 se compose d'un domaine N-terminal de fonction inconnue hautement conservé dans 
tous les alphaherpesvirus et une région C-terminale moins conservée qui contient des motifs de 
signalisation contenant des résidus tyrosines impliqués dans la liaison avec p85, SFK, Grb2 et Shc.  
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 L’infection des cellules T par le VHS-1 est suffisante pour induire l’activation de la voie 

PI3K/Akt (Strunk et al., 2013; Wagner & Smiley, 2011). La phosphorylation de la sous-unité p85 

de PI3K (phosphoinositide 3-kinase) et de Akt nécessite VP11/12 et l’activation des SFK médiée 

par VP11/12 (Wagner & Smiley, 2011). En effet, l’interaction de VP11/12 avec Lck permet à Lck 

de phosphoryler (directement ou indirectement) à son tour VP11/12 sur différentes tyrosines en 

C-ter, permettant le recrutement de plusieurs protéines par leur domaine SH-2 ou PTB 

(phosphotyrosine binding). Ainsi, il a été montré que les motifs YTHM (Y519) et YENV (Y633) de 

VP11/12 sont essentiels pour la liaison à PI3K, qui permet à son tour d’activer Akt (Strunk et al., 

2016; Strunk et al., 2013; Wagner & Smiley, 2011). VP11/12 lie aussi le domaine SH2 de Grb2 

via le motif YENV (Y633), et la liaison à Grb2 contribue à l’interaction entre VP11/12 et PI3K 

(Strunk et al., 2016; Strunk et al., 2013). VP11/12 interagit également avec le PTB de la protéine 

Shc via son motif NPLY (Y657). Enfin, l’activation d’Akt nécessite la formation du complexe 

VP11/12, Lck, Grb2 et PI3K (Strunk et al., 2016). L’impact de la liaison de VP11/12 avec Lck, 

PI3K, Grb2 et Shc sur les voies de signalisation, la réplication, la pathogénèse et la latence virale 

reste encore à déterminer. 

5 LA FAMILLE DES PROTÉINES DOK 

 L’activation de la signalisation du TCR, comme lors de l’activation d’une cellule T naïve, 

est un phénomène qui met en jeu plusieurs types de voies effectrices de la signalisation. Lors de 

l’activation d’une cellule T naïve, ces voies sont initiées par l‘interaction du TCR avec un antigène, 

un signal de co-stimulation (CD28, CD27..) et un signal induit par les cytokines inflammatoires 

(Williams & Bevan, 2007). L’activation de ces voies nécessite une régulation fine pour assurer 

une réponse appropriée et optimale d’une cellule T à son ligand. Pour cela des signaux inhibiteurs 

sont nécessaires, et cette régulation est soit tardive ou précoce. La régulation tardive met en jeu 

des récepteurs inhibiteurs (PD-1, CTLA-4), permettant principalement le recrutement des 

phosphatases (Paul, 2013; Saito & Yamasaki, 2003). La régulation précoce s’effectue en aval du 

TCR, soit en ciblant les PTK telles que les SFK via Csk (C-terminal Src kinase), ou soit via le 

recrutement de protéines adaptatrices telles que Dok-1 et Dok-2 (Paul, 2013). Les protéines Dok-

1 et Dok-2 sont des régulateurs négatifs de la fonction des cellules T (Acuto et al., 2008; Mashima 

et al., 2009) et les travaux mettant en lumière leur rôle dans la signalisation du TCR seront 

abordés dans la section 5.5.4.  

 Chez les mammifères, les protéines Dok-1 et Dok-2 appartiennent à la famille des 

protéines Dok (pour Downstream of kinases) qui comptent sept membres (Dok-1 à Dok-7) 
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(Mashima et al., 2009). Les protéines Dok sont des molécules adaptatrices qui, dans diverses 

voies de signalisation cellulaire, sont des substrats des PTK cytoplasmiques ou de récepteurs 

tyrosine kinase (RTK) (Mashima et al., 2009). À l’origine, Dok-1 fut le premier membre de cette 

famille à être identifié et était nommé p62dok. La protéine Dok-1 a été identifiée comme étant une 

cible des PTK dans des cellules transformées avec des oncoprotéines ou dans des cellules 

traitées avec le facteur de croissance épidermique (EGF) (Ellis et al., 1990). Depuis, d’autres 

études ont montré que Dok-1 est rapidement phosphorylée sur ses résidus tyrosines en aval 

d’une large gamme de PTK, et qu’elle s’associe avec la protéine p120 RasGAP (Ras GTPase 

activating protein) suite à sa phosphorylation (Carpino et al., 1997; DeClue et al., 1993; Ellis et 

al., 1990; Yamanashi & Baltimore, 1997). Par la suite, les autres membres de la famille ont été 

identifiés et cette famille a été divisée en trois sous-groupes basés sur leur structure, leur 

expression tissulaire et sur leur séquence d’acides aminés (Figure 1.8). Le premier groupe est 

composé de Dok-1/-2/-3, le deuxième groupe est constitué de Dok-4/-5/-6 et le troisième groupe 

est formé par Dok-7 qui est le membre le plus éloigné de cette famille (Guittard et al., 2018).  

 

 

Figure 1.8 : Arbre phylogénétique de la famille des protéines Dok de souris.  

Adaptée de (Mashima et al., 2009). 

5.1 Profil d’expression des protéines Dok 

 Le premier groupe de la famille des protéines Dok (Dok-1/-2/-3) est préférentiellement 

exprimé dans les cellules immunitaires (Tableau 1.4), alors que les autres membres de la famille 

Dok sont exprimés dans des cellules non hématopoïétiques (Guittard et al., 2018). 
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Tableau 1.4 : Expression des protéines Dok (Dok-1/-2/-3) dans les cellules hématopoïétiques 

Dok Cellules B Cellules T Cellules myéloïdes 

Dok-1 + + + 

Dok-2 - + + 

Dok-3 + - + 

  +, forte expression ; -, faible ou aucune expression 
  Adapté de (Mashima et al., 2009) 

 Plus précisément, l’ARNm de Dok-1 est exprimé dans les lignées de lymphocytes T, de 

lymphocytes B et dans les cellules myéloïdes comme les macrophages et les neutrophiles. De 

même, l’ARNm de Dok-2 est préférentiellement exprimé dans les lymphocytes T et les cellules 

myéloïdes (Guittard et al., 2018; Yasuda et al., 2007; Yasuda et al., 2004). À l’opposé, l’ARNm 

de Dok-3 est exprimé dans les cellules myéloïdes et dans les lymphocytes B (Guittard et al., 

2018; Lemay et al., 2000; Yasuda et al., 2007). Cependant, l’expression de Dok-1 a été aussi 

rapportée dans d’autres types cellulaires non hématopoïétiques, lui suggérant alors une fonction 

non immunologique (Carpino et al., 1997; Hosooka et al., 2008; Smith et al., 2004a; Yamanashi 

& Baltimore, 1997). Il a été décrit que l’expression de Dok-1 est induite chez des souris ayant une 

diète enrichie en gras, et que Dok-1 induit une hypertrophie des adipocytes (Hosooka et al., 

2008). Bien que des travaux n’ont pas détecté l’expression de Dok-1 dans les cerveaux de souris 

et humains (Carpino et al., 1997; Yamanashi & Baltimore, 1997), une étude a mis en évidence 

l’expression de Dok-1 dans les neurones du cortex pré-frontal de singes et suggère un rôle 

potentiel de Dok-1 en aval du récepteur du facteur de croissance 1 ressemblant à l'insuline (ou 

IGF-1 pour insulin-like growth factor-1) (Smith et al., 2004a). 

 Dok-4 est ubiquitaire : elle est présente dans le cœur, le cerveau, les poumons, les reins, 

les muscles squelettiques, alors que Dok-5 et Dok-6 sont principalement exprimées dans les 

cellules neuronales (Crowder et al., 2004; Grimm et al., 2001). De plus, des études ont rapporté 

l’expression faible des ARNm de Dok-4 et Dok-5 dans les cellules T humaines (Favre et al., 2003; 

Guittard et al., 2018). Quant à Dok-7, elle est exprimée dans le cœur et dans les muscles 

squelettiques, plus particulièrement dans les régions postsynaptiques des jonctions 

neuromusculaires (Okada et al., 2006). 
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5.2 Structure des protéines Dok 

 Tous les membres de la famille des Dok partagent une structure similaire (Figure 1.9) et 

qui semble être conservée à travers différentes espèces de vertébrés (Abramson et al., 2003; Di 

Cristofano et al., 2001; Guittard et al., 2018; Wotton et al., 2008). Cette structure est composée 

d’un domaine PH (pleckstrin homology) et d’un domaine PTB dans la partie amino-terminale 

(NH2-term), et d’une partie C-ter contenant plusieurs tyrosines pouvant être phosphorylées et des 

motifs riches en proline (Mashima et al., 2009).  

 Les protéines Dok ne possèdent pas de domaines avec une activité catalytique évidente : 

leurs activités biologiques sont vraisemblablement attribuées aux activités de leurs partenaires 

protéiques auxquels elles s’associent via leurs différents domaines. Ces molécules adaptatrices 

régulent différentes voies de signalisation qui sont dictées par leurs partenaires d’interaction. 

Nous allons nous intéresser aux différents domaines de Dok-1 et Dok-2, qui sont les protéines 

étudiées dans nos travaux de recherches.  

 

Figure 1.9 : Représentation schématique de la structure des protéines Dok.  

Ici le Y désigne les résidus tyrosines dans la partie carboxyterminale. Adaptée de (Mashima et al., 2009). 

5.2.1 Le domaine pleckstrin homology (PH) de Dok-1 et Dok-2 

 Le domaine PH des protéines Dok a une taille approximative de 120 acides aminés. Ces 

domaines confèrent aux protéines qui les possèdent la capacité de lier des phospholipides et, de 

ce fait, ils jouent un rôle essentiel dans la localisation et la translocation des protéines aux 

membranes cellulaires (Lemmon & Ferguson, 2000; Rebecchi & Scarlata, 1998).  
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 À l’état basal, Dok-1 est retrouvée dans le cytosol et à la membrane plasmique, et son 

recrutement à la membrane plasmique est augmenté suite à certains stimuli (Liang et al., 2002; 

Nemorin et al., 2001; Noguchi et al., 1999; Zhao et al., 2001). Le domaine PH permet à Dok-1 

d’être phosphorylée par les PTK associées à la membrane (Noguchi et al., 1999). En effet, la 

perte du domaine PH entraîne alors une perte de la localisation membranaire et de la 

phosphorylation des tyrosines de Dok-1 par les PTK (Liang et al., 2002; Noguchi et al., 1999; 

Zhao et al., 2001). Plus précisément, le domaine PH de Dok-1 est capable de lier de multiples 

phosphoinositides phosphorylés, comme le phosphatidylinositol 3,4-biphosphate PI(3,4)P2, 

PI(4,5)P2, et le phosphatidylinositol 3,4-triphosphate PI(3,4,5)P3 (Zhao et al., 2001).  

 La génération de ces phosphoinositides est dépendante de plusieurs kinases et 

phosphatases dont SHIP (SH2 domain-containing inositol 5′-phosphatase), PTEN (Phosphatase 

and tensin homolog) ou la PI3K (Lemmon, 2008). D’ailleurs, il a été montré que l’activité de la 

PI3K est nécessaire au recrutement et à la phosphorylation de Dok-1 à la membrane plasmique, 

puisque le traitement avec un inhibiteur de la PI3K (wortmannin) des fibroblastes préalablement 

stimulés par le PDGF inhibe son recrutement (Zhao et al., 2001). L’importance de l’activité PI3K 

dans la phosphorylation de Dok-1 a été également rapportée dans des érythroblastes stimulées 

au niveau du récepteur c-Kit (van Dijk et al., 2000). 

 Il a aussi été montré que le domaine PH de Dok-1 et de Dok-2 lie les phosphatidylinositol 

monophosphates comme le phosphatidylinositol-5-phosphate (PI5P), PI3P et PI4P dans des 

cellules T immortalisées et cette liaison semble être impliquée dans la phosphorylation des 

tyrosines de ces deux molécules adaptatrices (Guittard et al., 2009). Ainsi il semble y avoir un 

lien plus ou moins direct entre la production des phosphatidylinositols (à savoir PI(3,4)P2, 

PI(4,5)P2, PI(3,4,5)P3 et PIP5) et la phosphorylation et/ou le recrutement des Dok. Néanmoins, 

la nécessité de la PI3K dans la régulation des protéines Dok ne semble pas être un mécanisme 

général. En effet, l’engagement de la molécule de costimulation CD28, mutée sur le site YxxM de 

fixation de la PI3K et donc incapable d’activer PI3K, est toujours capable d’induire la 

phosphorylation sur les résidus tyrosine de Dok-1 (Klasen et al., 1998). 

 Enfin, ces différents travaux suggèrent que le domaine PH permet une régulation des 

protéines Dok-1/-2, puisqu’il est nécessaire à leur recrutement et à leur phosphorylation sur les 

résidus tyrosine, et que ces deux étapes semblent nécessaires à la fonction de Dok-1/-2. 
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5.2.2 Le domaine phosphotyrosine-binding (PTB) de Dok-1 et Dok-2 

 Le domaine PTB est retrouvé dans de nombreuses protéines adaptatrices et il permet les 

interactions protéines-protéines. Ce domaine interagit généralement avec des courtes séquences 

peptidiques incluant un motif NPXpY où X désigne un acide aminé quelconque et pY représente 

une tyrosine phosphorylée (Forman-Kay & Pawson, 1999).  

 Le domaine PTB de Dok-1 reconnaît des motifs consensus de type NXLpY (Songyang et 

al., 2001). Cependant, il peut également se lier à des motifs NPXpY (Dunant et al., 2000; Latour 

et al., 2001; Sattler et al., 1999; Yasuda et al., 2007; Zhang et al., 2004). 

 Suite à leur phosphorylation, Dok-1 et Dok-2 peuvent aussi former des homo-oligomères 

ou des hétéro-oligomères via leur domaine PTB. D’ailleurs, cette oligomérisation est 

fondamentale pour la fonction de Dok-1 et Dok-2 (Boulay et al., 2005; Songyang et al., 2001). Un 

nombre relativement limité de protéines a été rapporté s’associant avec le domaine PTB de Dok-

1/-2/-3 (Mashima et al., 2009). Parmi celles-ci, on retrouve SHIP-1, TCRζ, CD3ξ, le récepteur 

EGF, Dok-1 et Dok-2.  

5.2.3 La partie carboxyterminale de Dok-1 et Dok-2 

 La partie C-ter contient différentes tyrosines qui, une fois phosphorylées, permettent la 

liaison avec des domaines SH2 (Songyang et al., 2001). La partie C-ter contient aussi des motifs 

riches en proline permettant la liaison avec un domaine SH3 (Rickles et al., 1994). L’ensemble 

de ces sites de liaison de protéines cibles va permettre la régulation de différentes fonctions dans 

les voies de signalisation cellulaires. 

 De nombreuses protéines interagissent via leur domaine SH2 avec les protéines Dok et 

celles décrites dans des cellules hématopoïétiques sont présentées dans le Tableau 1.5. 

L’interaction la plus étudiée est l’interaction de RasGAP (un inhibiteur de Ras) avec Dok-1 et Dok-

2 (Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al., 1998; Gugasyan et al., 2002; Jones & Dumont, 1999; 

Lock et al., 1999; Nelms et al., 1998b; Noguchi et al., 1999; Shinohara et al., 2004; Songyang et 

al., 2001; van Dijk et al., 2000; Wick et al., 2001; Yamanashi & Baltimore, 1997). En effet les 

tyrosines phosphorylées 295 et 361 dans le cas de Dok-1 murin (Songyang et al., 2001) et les 

tyrosines phosphorylées 276 et 304 dans le cas de Dok-2 murin (Di Cristofano et al., 1998) 

contenues dans des motifs YXXP dans la partie C-ter vont être reconnus par les domaines SH2 

de RasGAP. 
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Tableau 1.5 : Protéines interagissant avec la région C-ter des Dok dans les cellules 
hématopoïétiques. 

Protéines 

Dok 

Protéine 

d’interaction 
Type cellulaire Références 

Dok-1 

Abl Lymphocytes T (Mo7e) (van Dijk et al., 2000) 

Cas Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

Crk Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

CrkL 
Mastocytes (RBL-2H3) 

Lymphocytes T (Mo7e, Jurkat) 

(Abramson et al., 2003) 

(Martelli et al., 2001; van Dijk et al., 2000) 

Fgr Lymphocytes T (Mo7e) (van Dijk et al., 2000) 

Hck Lymphocytes T (Mo7e) (van Dijk et al., 2000) 

Lyn 
Mastocytes (RBL-2H3) 
Lymphocytes T (Mo7e) 

(Abramson et al., 2003) 

(van Dijk et al., 2000) 

Nck Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

p85 PI3K  Lymphocytes T (BI-141) (van Dijk et al., 2000) 

PLCγ1 Lymphocytes T (BI-141) (van Dijk et al., 2000) 

RasGAP 

Lymphocytes T (Mo7p210, Mo7e, 

de PBMC, Jurkat) 

Mastocytes (RBL-2H3, primaires 

murin) 

Macrophages primaires murins 

(Carpino et al., 1997; Gerard et al., 2004; 
Rider et al., 2007; van Dijk et al., 2000) 

(Abramson & Pecht, 2002; Abramson et al., 
2003; Hiragun et al., 2005; Zhang & Phillips, 
2006) 

(Berg et al., 1999; Shinohara et al., 2005) 

SHIP-1 

Mastocytes (RBL-2H3) 

Lymphocytes T (Mo7p210, Mo7e, 

BI-141) 

(Abramson et al., 2003; Ott et al., 2002) 

(Dunant et al., 2000; van Dijk et al., 2000) 

SH2D1A Lymphocytes B (BJAB) (Sylla et al., 2000) 

Src Lymphocytes T (Mo7e) (van Dijk et al., 2000) 

Tec 
Lymphocytes T (Mo7e, Jurkat) 
et B (Ramos) 

(Gerard et al., 2004; van Dijk et al., 2000; 
Yoshida et al., 2000) 

Vav Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

Yes Lymphocytes T (Mo7e) (van Dijk et al., 2000) 

Dok-2 

Cas Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

Crk Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

CrkL Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

Lyn Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

Nck Mastocytes (RBL-2H3) (Abramson et al., 2003) 

RasGAP 

Lymphocyte T (Mo7p210, BI-
141, 32D) et B (BaF/3) 

Macrophages primaires murins 

Mastocytes (RBL-2H3, primaires 
murin) 

(Di Cristofano et al., 1998; Latour et al., 

2001; Lock et al., 1999; Nelms et al., 1998b) 

(Shinohara et al., 2005) 

(Abramson et al., 2003; Zhang & Phillips, 
2006) 

SHIP-1 
Lymphocyte T (BI-141) 
Mastocytes (RBL-2H3) 

(Latour et al., 2001) 

(Abramson et al., 2003) 
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 RasGAP augmente l’activité GTPasique de Ras et donc elle diminue la forme RasGTP, 

la forme active de Ras. L’association des protéines Dok à RasGAP va permettre le recrutement 

de RasGAP à proximité de Ras et ainsi inactiver la voie de signalisation ERK/MAPK (Campbell 

et al., 1998). Dok-1 et Dok-2 sont effectivement largement reconnus comme des régulateurs 

négatifs de la voie ERK/MAPK via leur association avec RasGAP suite à la stimulation de divers 

récepteurs de cellules lymphoïdes tels que CD2 (Nemorin et al., 2001), les récepteurs de cellules 

myéloïdes tels que FcεRI dans les mastocytes (Hiragun et al., 2005) et le TLR4 dans les 

macrophages (Shinohara et al., 2005). 

 La reconnaissance des motifs riches en proline dans la région C-ter des Dok par des 

domaines SH3 est bien moins documentée dans la littérature. Ce type de liaison a seulement été 

observé pour c-Abl avec Dok-2 (Cong et al., 1999; Master et al., 2003). 

5.3 Dok-1 et Dok-2 et fonction de suppresseurs de tumeurs  

 Dok-1 a été identifiée initialement comme substrat de nombreuses oncoprotéines comme 

v-src ou v-abl (Ellis et al., 1990). Par la suite, Dok-1 et Dok-2 ont été identifiées comme des 

molécules hyperphosphorylées dans des cellules de leucémies myéloïdes chroniques (LMC) 

contenant l’oncoprotéine Bcr-Abl (Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al., 1998; Wisniewski et 

al., 1994). L’oncoprotéine Bcr-Abl est une kinase chimérique constitutivement active issue d’une 

translocation t(9;22) (ou chromosome de Philadelphie) aboutissant à la fusion des gènes Bcr et 

Abl1 (Stam et al., 1987). Le chromosome de Philadelphie est retrouvé chez la majorité des 

personnes atteintes de la LMC et il est admis que l’oncoprotéine Bcr-Abl est l’agent causatif de 

la LMC. D’ailleurs, des souris transgéniques exprimant l’oncoprotéine chimérique Bcr-Abl 

développent la LMC. Il a été observé que les animaux provenant du croisement entre ces souris 

transgéniques avec des souris déficientes pour les gènes Dok-1 ou Dok-2 ont démontré une 

accélération dans la phase aiguë de la LMC, résultant ainsi en une mort plus rapide de ces souris 

(Niki et al., 2004; Yasuda et al., 2004). Ces travaux ont suggéré que les protéines Dok-1 et Dok-

2 ont un rôle suppresseur de tumeur dans ce type de pathologie et qu’elles réguleraient de 

manière négative l’oncoprotéine Bcr-Abl. Ce rôle est également soutenu par des expériences in 

vitro qui montrent que l’expression de Dok-1 est suffisante pour inhiber la transformation des 

fibroblastes NIH3T3 induite par l’oncoprotéine c-src (Songyang et al., 2001). 

 De plus, les souris doublement déficientes pour les gènes Dok-1 et Dok-2 (DKO) 

développent à l’âge de douze mois un syndrome myéloprolifératif assimilé à la LMC et aux 



 

66 

leucémies myélo-monocytaires chroniques (LMMC). Ces souris développent une hyperplasie des 

précurseurs de la lignée myéloïde mais pas de la lignée lymphoïde autant dans la moelle osseuse 

que dans la rate (Yasuda et al., 2004). Plus encore, les progéniteurs des macrophages et des 

granulocytes ont un fort potentiel leucémique puisque le syndrome myéloprolifératif peut être 

développé chez des souris transplantées avec la moelle osseuse provenant de souris DKO (Niki 

et al., 2004; Yasuda et al., 2004). En périphérie, les cellules CD3+ et les cellules B220+ ne sont 

pas altérées dans la rate, ce qui est cohérent avec l’absence de l’altération des précurseurs de 

la lignée lymphoïde (Coppin et al., 2016; Niki et al., 2004). Il y a par contre une augmentation du 

nombre des monocytes et des neutrophiles dans le sang périphérique et dans la rate, conduisant 

ainsi à une splénomégalie (Coppin et al., 2016; Niki et al., 2004; Yasuda et al., 2004). La moitié 

des souris DKO développent un sarcome histiocytaire à l’âge de quinze mois avec des 

macrophages infiltrant les reins (Yasuda et al., 2004). 

 Depuis les dix dernières années, le rôle de Dok-1 et Dok-2 en tant que suppresseurs de 

tumeurs a été rapporté dans d’autres études chez la souris comme dans le cancer de l’ovaire 

(Mercier et al., 2011) et le cancer du poumon (Berger et al., 2010). De plus, l’absence de Dok-1, 

Dok-2 et Dok-3 a été associée au développement du sarcome histiocytaire chez la souris, avec 

des histiocytes infiltrant de nombreux organes, et également au développement de l’inflammation 

pulmonaire typique de l’asthme (Mashima et al., 2013; Mashima et al., 2010). Enfin, des études 

suggèrent qu’une régulation à la baisse de l’expression de Dok-1, soit par des mutations dans la 

séquence du gène ou soit par l’hyperméthylation de son promoteur, est associée à différents 

cancers chez l’homme comme les tumeurs de poumons, de la tête et du cou, les leucémies 

lymphoïdes aiguës (lymphome de Burkitt) et les leucémies lymphoïdes chroniques (Lee et al., 

2007; Lee et al., 2004; Nelms et al., 1998a; Saulnier et al., 2012). 

5.4 Rôle des protéines Dok-1 et Dok-2 dans le développement des 
lymphocytes 

 Récemment, il a été montré que Dok-1 et Dok-2 jouent un rôle essentiel dans le contrôle 

de l’homéostasie du compartiment hématopoïétique (Coppin et al., 2016). Bien que dans les 

cellules myéloïdes, Dok-1, Dok-2 et Dok-3 sont exprimées, il apparait que l’absence de Dok-1 et 

Dok-2 est suffisante pour altérer l’hématopoïèse. En effet, Dok-1 et Dok-2 régulent négativement 

le cycle cellulaire et agissent comme des freins pour maintenir la quiescence des cellules souches 

hématopoïétiques. L’absence de Dok-1 et Dok-2 a été associée à une augmentation dans l’entrée 

du cycle cellulaire pour les progéniteurs de la lignée myéloïde. 
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 De plus, plusieurs éléments suggèrent que Dok-1 et Dok-2 sont impliquées dans le 

développement thymique et qu’elles jouent un rôle négatif dans la maturation des thymocytes. 

En effet, la surexpression de Dok-2 a altéré la transition des thymocytes du stade CD4-CD8- (DN) 

à CD4+CD8+ (DP) dans le thymus de souris transplantées avec des cellules de moelle osseuse 

surexprimant Dok-2 (Gugasyan et al., 2002). Cette observation a été également faite avec des 

souris transgéniques surexprimant Dok-1 sous le contrôle du promoteur de CD2, chez qui on a 

observé un blocage partiel de la transition de DN à DP dans le thymus (Besin et al., 2012). À 

l’opposé, en l’absence de Dok-1 et Dok-2, le nombre de thymocytes DP augmente tandis que le 

nombre de thymocytes DN reste inchangé (Yasuda et al., 2007). Enfin, les thymocytes DP 

provenant des souris transgéniques surexprimant Dok-1 ont présenté une diminution de la 

phosphorylation de ZAP-70, de LAT et de PLCγ1 lors de l’activation du TCR in vitro (Besin et al., 

2012). Ainsi, la surexpression de Dok-1 inhibe la prolifération des thymocytes, et cette 

observation pourrait expliquer l’augmentation du nombre des thymocytes DP en l’absence des 

protéines Dok. 

 Une récente étude implique également les protéines Dok dans le développement des 

cellules NK (Celis-Gutierrez et al., 2014). Les auteurs rapportent une diminution des cellules NK 

dans la rate, le sang, le foie et les ganglions lymphatiques provenant de souris déficientes en 

Dok-1 et Dok-2 (Celis-Gutierrez et al., 2014). Aussi, les souris hétérozygotes, c'est-à-dire 

exprimant soit Dok-1 ou Dok-2 ont présenté un phénotype intermédiaire suggérant ainsi un effet 

dose dépendant des Dok sur le nombre de cellules NK en périphérie (Celis-Gutierrez et al., 2014). 

Les souris DKO ont, par contre, présenté une proportion normale de cellules NK dans la moelle 

osseuse (Celis-Gutierrez et al., 2014). Toutefois, elles ont présenté une diminution de la 

proportion des NK matures tandis que la proportion des NK immatures était augmentée dans la 

moelle osseuse et en périphérie (Celis-Gutierrez et al., 2014). De plus à l’aide de reconstitution 

chimérique de souris, les auteurs ont mis en évidence que l’altération de la maturation des cellules 

NK en l’absence des protéines Dok était due à un défaut intrinsèque des cellules NK et non à 

l’environnement cellulaire (Celis-Gutierrez et al., 2014). 

5.5 Rôle des protéines Dok dans le système immunitaire 

5.5.1 Dok-1 et Dok-2 et fonctions dans les cellules myéloïdes 

 Les macrophages expriment Dok-1, Dok-2 et Dok-3. Les études réalisées sur des 

macrophages dérivés de la moelle osseuse issus de souris DKO ont montré une réponse 
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proliférative plus importante et une survie augmentée en réponse à des cytokines impliquées 

dans l’hématopoïèse (Niki et al., 2004; Yasuda et al., 2004). À l’opposé, la surexpression de Dok-

2 dans une lignée de macrophages murins a réduit la prolifération des cellules en réponse à 

plusieurs cytokines (Suzu et al., 2000). Au niveau intracellulaire, les macrophages provenant des 

souris DKO présentent une augmentation de l’activation de Ras, de ERK1/2 et de Akt en réponse 

à la cytokine macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (Yasuda et al., 2004). Ainsi, Dok-1 

et Dok-2 sont des régulateurs négatifs dans les voies de signalisation en aval des récepteurs des 

cytokines impliquées dans l’hématopoïèse et la prolifération/survie des macrophages. 

 D’autres voies de signalisation sont modulées par les protéines Dok dans les 

macrophages, comme la signalisation du TLR4. Dans une étude, le lipopolysaccharide (LPS) est 

utilisé pour stimuler le TLR4 à la surface des macrophages (Shinohara et al., 2005). Les auteurs 

ont observé que suite à l’activation des macrophages par le LPS, Dok-1 et Dok-2 sont rapidement 

phosphorylées et se lient à RasGAP (Shinohara et al., 2005). De plus, des macrophages activés 

par le LPS provenant de souris déficientes en Dok-1 ou Dok-2 ont démontré une augmentation 

de la phosphorylation de ERK1/2, de la production en NO et en TNF-α (Shinohara et al., 2005). 

Les autres MAPK investiguées, comme JNK et p38 et, en aval, NF-κB, ne sont pas activées en 

l’absence de Dok-1 ou Dok-2. À l’opposé, la surexpression de Dok-1 ou Dok-2 dans les 

macrophages diminue l’activation de ERK1/2 et la production de TNF-α en réponse au LPS, et 

l’effet de Dok-1 sur la signalisation nécessite son interaction avec RasGAP (Shinohara et al., 

2005). Quant à Dok-3, il joue également un rôle de régulateur négatif dans la signalisation du 

TLR4, où il régule négativement l’activation de ERK1/2 et NF-κB et la production en cytokines 

pro-inflammatoires dans les macrophages en réponse au LPS (Liu et al., 2016; Peng et al., 2012). 

 Une étude plus récente rapporte toutefois que Dok-1 et Dok-2 sont des régulateurs positifs 

dans les capacités fonctionnelles des macrophages en réponse à l’infection par Leishmania major 

(Alvarez de Celis et al., 2015). En effet, les macrophages dérivés de la moelle osseuse provenant 

des souris DKO puis infectés par Leishmania major ont présenté une diminution de la production 

en NO et en TNF-α suite à leur stimulation par l’IFN-γ (Alvarez de Celis et al., 2015). 

 Les mastocytes sont des cellules que l’on retrouve principalement dans les tissus et ils 

expriment à leur surface le récepteur de haute affinité des IgE, FcεRI. La stimulation des 

mastocytes, comme par exemple l’agrégation par des complexes IgE-allergène, va initier une 

réponse par la sécrétion rapide de granules qui contiennent des médiateurs inflammatoires 

préformés et la production d’une variété de lipides inflammatoires et de cytokines dérivées de 

l'acide arachidonique. Au niveau intracellulaire, cette réponse est initiée par l’activation des PTK 
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de la famille Src, Syk et Lyn, puis par l’activation des voies de signalisation en aval (Gilfillan & 

Rivera, 2009). Les mastocytes expriment également Dok-1, Dok-2 et Dok-3. Une étude rapporte 

que Dok-1 se retrouve associée au récepteur FcεRI à l’état basal, et la stimulation des mastocytes 

conduit à la phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 (Abramson et al., 2003). Suite à la stimulation 

des mastocytes, Dok-1 et Dok-2 se retrouvent aussi associées à de nombreuses protéines dont 

Lyn, Nck, et RasGAP (Abramson et al., 2003). La surexpression de Dok-1 dans les mastocytes 

a conduit à une inhibition de la phosphorylation d’ERK1/2, de Ras, et de la production en TNF-α 

par les mastocytes lors de l’activation de FcεRI (Abramson et al., 2003). À l’opposé, l’utilisation 

d’ARN interférant ciblant Dok-1 restaure la phosphorylation d’ERK1/2 et la production de TNF-α 

(Hiragun et al., 2005). Ainsi, les protéines Dok, du moins Dok-1, sont des régulateurs négatifs de 

l’activation des mastocytes. La prévention de la dégranulation mastocytaire est un enjeu 

important dans les allergies. On sait que le traitement des mastocytes avec certains 

glucocorticoïdes comme la dexamethasone ou la co-agrégation du récepteur inhibiteur FcγRIIB 

avec FcεRI inhibe l’activation des mastocytes (Oppong et al., 2013). Cependant, les mécanismes 

utilisés pour l’inhibition ne sont pas encore clairs. Différentes études suggèrent l’implication de 

Dok-1 dans l’inhibition induite par le traitement à la dexamethasone et par la co-agrégation des 

récepteurs (Hiragun et al., 2005; Kepley et al., 2004; Ott et al., 2002). 

5.5.2 Dok-1 et Dok-2 et fonctions dans les cellules NK 

 Dok-1 et Dok-2 sont phosphorylées dans les cellules NK suite à l’activation des récepteurs 

activateurs tels que NKp30, NKG2D et des récepteurs inhibiteurs tels que NKG2A (Celis-

Gutierrez et al., 2014). La surexpression de Dok-2 dans les cellules NK immortalisées induit une 

inhibition de la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt et une inhibition de la production en IFN-γ lors 

de l’activation du récepteur NKp30, et ces effets nécessitent le domaine PH de Dok-2 (Celis-

Gutierrez et al., 2014). La surexpression de Dok-1 ou de Dok-2 dans les cellules NK réduit leur 

cytotoxicité et le domaine PH est essentiel à cet effet (Celis-Gutierrez et al., 2014). À l’opposé, 

les cellules NK provenant de la rate de souris déficientes en Dok-1 et Dok-2 ont présenté une 

augmentation de la production en IFN-γ, de la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt lors de 

l’activation récepteur NKp46 ou Ly49D (Celis-Gutierrez et al., 2014). Toutefois, ces effets sont 

observés lors d’une activation sous-optimale des récepteurs activateurs. Ainsi, Dok-1 et Dok-2 

sont des régulateurs négatifs de la fonction des cellules NK en aval des récepteurs d’activation. 
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5.5.3 Dok et fonctions dans les cellules B 

 La première fonction attribuée aux protéines Dok fut découverte dans les voies de 

signalisation du récepteur des cellules B (BCR). En effet, Dok-1 est phosphorylée dans les 

premières étapes suivant l’activation du BCR et se lie à RasGAP, et la phosphorylation de ses 

tyrosines est dépendante de la PTK Lyn (Yamanashi et al., 2000). De plus, les cellules B 

provenant de la rate de souris déficientes en Dok-1 ont présenté une augmentation de la 

phosphorylation de ERK2 en réponse à l’activation du BCR, indiquant que Dok-1 est un régulateur 

négatif de la signalisation du BCR (Yamanashi et al., 2000).  

 

Figure 1.10 : Modèle simplifié impliquant Dok-1 et Dok-3 dans l’inhibition de la signalisation médiée 

par le BCR et FcγRIIB.  

Lors de l'engagement du BCR, la PTK Lyn de la famille Src est activée. Lyn, à son tour, phosphoryle les 
motifs ITAMs de Ig-α et Ig-β, qui est suivie par le recrutement de Syk aux motifs ITAMs. Cet événement 
conduit à l'activation de la voie de Ras-Erk via RasGRP1 et RasGRP3. L'engagement du BCR induit 
également la phosphorylation des tyrosines de Dok-1 médiée par Lyn suivie par le recrutement de RasGAP. 
RasGAP régule à son tour négativement la voie de signalisation Ras-Erk. La co-agrégation de FcγRIIB 
avec BCR induit la phosphorylation des tyrosines du motif ITIM de FcγRIIB, qui se retrouve associé à SHIP-
1. SHIP-1 est alors à son tour phosphorylée sur ses tyrosines et recrute Dok-1. Ce processus induit une 
phosphorylation robuste de Dok-1 et une forte inhibition de la voie de Ras-Erk. Par ailleurs lors de 
l'engagement du BCR, Dok-3 est également phosphorylée sur ses tyrosines d'une manière dépendante de 
Lyn et elle est associée à SHIP-1 et/ou Grb2 qui est suivie de la suppression de l'activation de JNK et/ou 
de la mobilisation du calcium respectivement. P représente la phosphorylation d’une tyrosine ; BCR, 
récepteur des cellules B ; PTK, protéine tyrosine kinase ; ITAM, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 
Motifs ; ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ; Ig, immunoglobuline ; SHIP, SH2-containing 
inositol phosphatase. (Mashima et al., 2009). 

 La signalisation médiée par le récepteur inhibiteur FcγRIIB induit une inhibition des 

cellules B. En effet, le domaine intracellulaire du récepteur FcγRIIB possède des motifs ITIM 
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(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif). Lors de l’activation de ce récepteur, il y a 

phosphorylation des tyrosines contenues dans ces ITIM qui permettent le recrutement et 

l’activation de la phosphatase SHIP-1. Comme pour les mastocytes, l’inhibition de la signalisation 

induite par la stimulation simultanée du BCR et du FcγRIIB semble impliquer Dok-1 (Tamir et al., 

2000; Yamanashi et al., 2000). Suite à la co-agrégation des deux récepteurs, il y a 

phosphorylation de Dok-1 qui s’associe avec RasGAP et Dok-1 est également recrutée au niveau 

des motifs ITIM de FcγRIIB (Mashima et al., 2009; Tamir et al., 2000). La phosphorylation de 

Dok-1 et son association avec RasGAP nécessitent l’activation de la phosphatase SHIP-1 médiée 

par FcγRIIB (Tamir et al., 2000). Les cellules B déficientes en Dok-1 présentent une augmentation 

de la phosphorylation d’ERK2 comparé aux cellules normales lors de la co-stimulation du BCR et 

du FcγRIIB (Yamanashi et al., 2000). Cette observation permet de comprendre pourquoi les 

cellules B déficientes en Dok-1 mais pas les cellules normales ont la capacité de proliférer quand 

la signalisation induite par le BCR est inhibée par le co-engagement de FcγRIIB (Yamanashi et 

al., 2000). Ainsi, le recrutement et l’activation de Dok-1 semblent être essentiels à l’inhibition de 

l’activation du BCR médiée par FcγRIIB (Figure 1.10). 

 En plus de Dok-1, les cellules B expriment Dok-3, qui est également un régulateur négatif 

de la signalisation du BCR (Ng et al., 2007; Robson et al., 2004; Stork et al., 2007). Néanmoins, 

il ne s’agit pas d’une redondance de fonction puisque les voies de signalisation ciblées par Dok-

1 et Dok-3 sont différentes (Figure 1.10). Les souris déficientes en Dok-3 ne présentent pas 

d’altération dans la génération et la maturation des cellules B (Ng et al., 2007). Toutefois, ces 

souris présentent une réponse augmentée suite à leur immunisation avec un antigène T-

indépendant, avec un taux d’IgM élevé dans leur sérum, mais pas suite à une immunisation avec 

un antigène T-dépendant (Ng et al., 2007). Lors de l’activation du BCR, les cellules déficientes 

en Dok-3 présentent une activation augmentée des MAPK JNK et p38, une augmentation plus 

élevée du calcium intracellulaire et une hyperprolifération (Ng et al., 2007). Par contre, la 

prolifération cellulaire et le flux calcique ne sont pas affectés par la perte de Dok-1 (Yamanashi 

et al., 2000). De même, l’activation de ERK1/2 n’est pas affectée en l’absence de Dok-3 (Ng et 

al., 2007). Ces différences phénotypiques peuvent être attribuées à la différence du mode 

d’action. En effet Dok-1, mais pas Dok-3, recrute RasGAP qui peut alors inhiber l’activation de 

Ras et de ERK, alors que Dok-3, mais pas Dok-1, recrute Grb2, qui peut inhiber la signalisation 

calcique dans les cellules B (Stork et al., 2007). De plus, il a été rapporté que Dok-3 recrute SHIP-

1 afin de supprimer l’activation de la MAPK JNK lors de la stimulation du BCR (Robson et al., 

2004). En plus de s’associer à SHIP-1, Dok-3 peut atténuer la signalisation du BCR en s’associant 

à la PTK Csk, qui est un inhibiteur des kinases de la famille Src (Lemay et al., 2000). Toutefois, 
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ces travaux ne permettent pas d’exclure que Dok-1 et Dok-3 exercent des rôles similaires, 

puisque des études précédentes rapportent que Dok-3 inhibe l’activation de ERK dans certains 

types cellulaires (Cong et al., 1999; Honma et al., 2006). 

5.5.4 Dok-1 et Dok-2 et fonction dans les cellules T 

 Dok-1 et Dok-2, mais pas Dok-3, sont préférentiellement exprimées dans les cellules T. 

Elles sont également rapidement phosphorylées lors de l’engagement du TCR (Dong et al., 

2006). L’attribution du rôle de régulateurs négatifs à Dok-1 et Dok-2 dans la signalisation du TCR 

provient des travaux utilisant des souris déficientes en Dok-1 et Dok-2 (Yasuda et al., 2007). Ces 

souris ont présenté une augmentation de la réponse IgG suite à l’immunisation avec un antigène 

T-dépendant, indiquant ainsi que Dok-1 et Dok-2 jouent un rôle négatif dans les réponses 

immunitaires dépendant des cellules T (Yasuda et al., 2007). De plus, les cellules T CD4+ 

provenant des souris déficientes en Dok-1 et Dok-2 présentent une augmentation de leur 

prolifération et de leur production en IL-2 et en IFN-γ lors de la stimulation du TCR in vitro (Yasuda 

et al., 2007). Lorsque les auteurs se penchent sur les différents intermédiaires clés de la 

signalisation du TCR, ils observent que les cellules T CD4+ provenant des souris déficientes en 

Dok-1 et Dok-2 présentent une augmentation de la phosphorylation de ZAP-70, de LAT et d’ERK 

lors de la stimulation du TCR (Yasuda et al., 2007). Dok-1 et Dok-2 inhibent l’activation de ZAP-

70 durant la signalisation médiée par le TCR. Toutefois les mécanismes utilisés ne sont pas clairs. 

Une autre étude rapporte cette observation. En effet, la diminution de l’expression de Dok-1 et 

Dok-2 à l’aide d’ARN interférant entraine lors de la stimulation du TCR une augmentation de 

l’activation ZAP-70 et de la signalisation en aval à savoir LAT, SLP-76, et PLC-γ1 (Dong et al., 

2006). À l’opposé, la surexpression de Dok-1 ou de Dok-2 entraine lors de la stimulation du TCR 

une atténuation de l’activation de ZAP-70, engendrant une baisse de la phosphorylation de LAT 

et ERK (Yasuda et al., 2007).  

 Bien que les mécanismes moléculaires responsables de l’inhibition de l’activation de ZAP-

70 par les Dok ne soient pas clairs, ce pourrait être dû à une compétition entre ZAP-70 et Dok 

pour les sites d’attachement des ITAMs du TCRζ et de CD3 (Figure 1.11). En effet, suite à 

l’activation du TCR, la phosphorylation des tyrosines des ITAMs permet le recrutement de ZAP-

70 qui s’y lie conduisant ainsi à l’activation de ZAP-70 et de la signalisation en aval. Dok-1 et Dok-

2 pourraient interférer avec l’activation de ZAP-70 en se liant aux ITAMs phosphorylés et 

empêchant ainsi la liaison de ZAP-70 aux ITAMs. Cette théorie concorde d’ailleurs avec la 

réduction de la phosphorylation de ZAP-70 lors de la surexpression des protéines Dok dans les 
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cellules T (Yasuda et al., 2007). Puisque le domaine PH et le domaine PTB de Dok-1 et Dok-2, 

mais pas la partie C-ter incluant ses motifs ciblant les domaines SH2, sont nécessaires à la 

régulation négative de la signalisation du TCR, alors le domaine PTB semble être un bon candidat 

pour la liaison aux ITAMs phosphorylés (Yasuda et al., 2007). Il a été montré que le domaine PH 

permet le recrutement des protéines Dok à la membrane plasmique en se liant au PI(5)P (Guittard 

et al., 2009) tandis que le domaine PTB interagit avec les motifs NQLY et NPDY des ITAMs 

phosphorylés du TCRζ et de CD3 (Yasuda et al., 2007). La localisation des protéines Dok à la 

membrane cellulaire est également soutenue par une autre étude rapportant que la perte du 

domaine PH bloque les effets de Dok-1 et Dok-2 dans les cellules T (Guittard et al., 2009).  

 

Figure 1.11 : Modèle simplifié impliquant Dok-1 et Dok-2 dans l’inhibition de la signalisation médiée 

par le TCR.  

Lors de l'engagement du TCR, les PTK de la famille Src Fyn et Lck sont activées. Ces kinases, à leur tour, 
phosphorylent les ITAMs des chaînes du TCRξ et CD3, suivi alors du recrutement de la PTK ZAP-70 de la 
famille Syk, qui phosphoryle à son tour LAT. Cet événement conduit à l'activation de la voie de Ras-Erk via 
RasGRP1. Bien que les mécanismes ne soient pas clairs, Dok-1 et Dok-2 inhibent la signalisation du TCR, 
soit en inhibant l'activation de ZAP-70 par compétition pour la liaison aux ITAMs phosphorylés, et/ou soit 
en inhibant l’activation de Ras en recrutant RasGAP. P représente la phosphorylation d’une tyrosine ; TCR, 
récepteur des cellules T ; PTK, protéine tyrosine kinase ; ITAM, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 
Motifs. Adaptée de (Mashima et al., 2009).  

 Un autre mécanisme d’inhibition de la signalisation du TCR notamment de la voie Ras-

ERK, émane de la capacité de Dok-1 et Dok-2 à interagir avec RasGAP une fois phosphorylées 

(Nemorin et al., 2001). En effet, le recrutement de RasGAP médié par les protéines Dok à 

proximité de la protéine Ras pourrait atténuer la signalisation de ERK1/2 lors de l’activation du 

TCR (Figure 1.11).  
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 Dok-1 et Dok-2 font partie d’un complexe protéique formé de SHIP-1, Grb2 et LAT (Dong 

et al., 2006). SHIP-1 est liée de manière constitutive à Grb2 à l’état basal et l’association entre 

ces deux protéines est augmentée lors de l’engagement du TCR. De la même manière, SHIP-1 

est liée à Dok-2 à l’état basal et la liaison entre Dok-2 et SHIP-1 augmente lors de l’engagement 

du TCR (Dong et al., 2006). Par l’utilisation d’ARN interférant ciblant LAT ou SHIP-1, cette étude 

révèle que la phosphorylation de Dok-2 lors de la stimulation du TCR semble dépendre de 

l’expression de LAT et SHIP-1 dans les cellules T (Dong et al., 2006). Les auteurs suggèrent que 

LAT est lié au complexe protéique de Dok/SHIP-1, et que le complexe multimoléculaire 

LAT/SHIP-1/Grb2/Dok-2 participe à l’inhibition de ZAP-70 durant l’activation des cellules T (Dong 

et al., 2006). 

 L’implication des protéines Dok a été également démontrée dans d’autres voies de 

signalisation dans les cellules T, comme les voies de signalisation induites par les signaux de co-

stimulation. Il a été observé que Dok-1 est rapidement phosphorylée suite à une stimulation du 

CD28 des cellules T immortalisées (Klasen et al., 1998; Michel et al., 2001; Yang et al., 1999). 

Dok-1 et Dok-2 sont également phosphorylées suite à la stimulation de CD2 (Boulay et al., 2005; 

Harriague et al., 2000; Nemorin & Duplay, 2000; Nemorin et al., 2001) et la phosphorylation de 

Dok-1 et Dok-2 nécessite la PTK Lck de la famille Src (Nemorin & Duplay, 2000). La 

surexpression de Dok-1 ou Dok-2 dans les cellules T a été associée à une diminution de la 

phosphorylation de la PLCγ1 et d’ERK1/2, une diminution de la mobilisation du calcium 

intracellulaire, et une diminution de la sécrétion en IL-2 (Boulay et al., 2005; Nemorin et al., 2001). 

L’oligomérisation hétérotypique ou homotypique de Dok-1 et Dok-2 est nécessaire à cet effet 

(Boulay et al., 2005). Ainsi, il apparait que les protéines Dok sont des régulateurs négatifs de la 

signalisation médiée par CD2. Cependant, les rôles physiologiques des protéines Dok dans la 

signalisation de CD2 et CD28 ne sont pas encore compris.  

 Une autre voie de signalisation induite par un signal de co-stimulation semble impliquer 

les protéines Dok. Il s’agit de la stimulation médiée par le récepteur à la surface des cellules T 

signaling lymphocytic activation molecule (SLAM), qui appartient à la superfamille des récepteurs 

immunglobulines (Cocks et al., 1995). Une protéine adaptatrice nommée SLAM-associated 

protein (SAP) se retrouve associée à la région intracytoplasmique de SLAM lorsqu’il est activé 

(Sayos et al., 1998). L’absence ou la dysfonction de SAP cause le syndrome lymphoprolifératif 

lié au chromosome X, caractérisé par une réponse immunitaire inappropriée contre l’EBV. Il a été 

observé que suite à l’activation de SLAM, Dok-1 et Dok-2 sont phosphorylées, et leur 

phosphorylation dépend de SAP et de la PTK Fyn (Latour et al., 2001). En effet, suite à l’activation 
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de SLAM, SAP se retrouve associée aux tyrosines phosphorylées du récepteur et permet le 

recrutement et l’activation de la PTK Fyn, qui va permettre à son tour effectuer la phosphorylation 

de Dok-1, Dok-2, SHIP et, dans une moindre mesure Shc (Latour et al., 2001). Plus précisément, 

SHIP va s’associer avec les tyrosines phosphorylées de SLAM et puisque SHIP lie les domaines 

PTB des protéines Dok et Shc, elle permet alors le rapprochement des protéines Dok et Shc avec 

la PTK Fyn qui les phosphoryle (Latour et al., 2001). Il a été observé aussi que suite à l’activation 

de SLAM, les protéines Dok se lient à RasGAP via leurs tyrosines phosphorylées et le domaine 

SH2 de RasGAP (Latour et al., 2001). Bien que les rôles physiologiques des protéines Dok dans 

la signalisation médiée par SLAM ne soient pas encore clairs, ces protéines peuvent recruter 

RasGAP et potentiellement inhiber la voie Ras et Erk en aval de la signalisation de SLAM (Latour 

et al., 2001).  

 Un rôle supplémentaire a été attribué aux protéines Dok dans la voie de signalisation en 

aval du récepteur de chimiokine CXCR4 et de son ligand SDF-1α/CXCL12 (Okabe et al., 2005). 

Les chimiokines jouent un rôle central dans la migration et le chimiotactisme des cellules T. La 

stimulation des cellules T Jurkat par la chimiokine SDF-1α/CXCL12 induit la phosphorylation des 

tyrosines de Dok-1 médiée par la PTK Lck et l’association de Dok-1 avec RasGAP et d’autres 

protéines adaptatrices telles que Crk-L et Nck (Okabe et al., 2005). Les cellules T CD4+ et T CD8+ 

provenant de la rate de souris déficientes en Dok-1 ont présenté un chimiotactisme élevé en 

réponse à la chimiokine SDF-1α/CXCL12 (Okabe et al., 2005). À l’opposé, bien que ce soit dans 

des fibroblastes primaires ou une lignée de cellules B, la surexpression de Dok-1 a réduit le 

chimiotactisme en réponse au SDF-1α/CXCL12 et la diminution de la phosphorylation d’ERK 

(Okabe et al., 2005). 

 Les voies de signalisation dans les lymphocytes ou les cellules myéloïdes mentionnées 

jusqu’à présent suggèrent que les protéines Dok exercent seulement une régulation négative. 

Toutefois, une étude rapporte un rôle positif de Dok-1 dans la signalisation de l’IL-4 (Inoue et al., 

2007). Les cellules T CD4+ ainsi que les cellules B issues de la rate de souris déficientes en Dok-

1 ont présenté une diminution de la prolifération en réponse à l’IL-4. À l’opposé, la surexpression 

de Dok-1 dans une lignée cellulaire myéloïde a augmenté la prolifération des cellules en réponse 

à l’IL-4, indiquant ainsi un rôle positif de Dok-1 dans la signalisation en aval du récepteur à l’IL-4 

(Inoue et al., 2007). La signalisation en aval de l’IL-4 implique l’activation de deux protéines 

cytoplasmiques importantes pour la prolifération des cellules : il s’agit de signal transducer and 

activator of transcription (Stat)-6 et insulin receptor substrate (IRS)-2, cette dernière molécule 

conduisant à l’activation de PI3K/Akt. On a observé que la phosphorylation de Stat6 en réponse 
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à l’IL-4 est diminuée dans les splénocytes provenant des souris déficientes en Dok-1 (Inoue et 

al., 2007). 

5.6 Implication de Dok-1 et Dok-2 dans le contrôle des infections 

 Au moment de débuter nos travaux, aucune n’étude n’avait investigué le rôle de Dok-1 et 

Dok-2 lors d’une infection in vivo. Comme décrit précédemment, en tant que régulateurs en 

réponse à différents récepteurs, l’implication des protéines Dok-1 et Dok-2 dans le contrôle d’une 

infection est très probable. Toutefois, au cours de nos travaux, les études suivantes ont été 

publiées et ont montré l’importance des Dok dans l’infection. 

 Les souris déficientes en Dok-1 ou Dok-2 présentent une hypersensibilité accrue suite à 

une injection intrapéritonéale de l’endotoxine LPS (Shinohara et al., 2005). Bien qu’il ne s’agisse 

pas d’une infection, le LPS peut causer un choc septique fatal qui peut se produire suite à une 

infection par des bactéries à Gram négatif. Dans cette étude, les auteurs démontrent que Dok-1 

et Dok-2 sont des régulateurs négatifs de ERK1/2 dans la signalisation en aval du TLR4 dans les 

macrophages. Tandis que 90% des souris de type sauvage survivent à l’injection de LPS, 90% 

des souris déficientes en Dok-1 ou Dok-2 décèdent dans les trois jours suivant l’injection de LPS 

et elles présentent des taux de TNF-α dans leur sérum trois à quatre fois plus élevés que les 

souris de type sauvage une heure après l’injection (Shinohara et al., 2005). Ainsi Dok-1 et Dok-2 

sont des régulateurs négatifs de l’immunité innée, du moins dans la réponse inflammatoire au 

LPS in vivo. 

 Suite à l’infection par Leishmania major in vitro, les macrophages dérivés de la moelle 

osseuse de souris DKO présentent une diminution de la production en TNF-α et NO 

comparativement aux macrophages issus de souris WT (Alvarez de Celis et al., 2015). De plus, 

la capacité du parasite à cliver les protéines Dok-1, Dok-2 et Dok-3 par l’intermédiaire de sa 

métalloprotéase GP63 a retenu notre attention (Alvarez de Celis et al., 2015). Bien que les 

répercussions de ce clivage ne soient pas encore déterminées, le fait que les protéines Dok soient 

ciblées lors d’une infection suggère qu’elles jouent un rôle non négligeable lors d’une l’infection. 

 Dans une autre étude, les souris DKO ont été infectées par le cytomégalovirus murin, qui 

est un Betaherpersvirus et dont le contrôle de l’infection nécessite les cellules NK et leurs 

fonctions effectrices (Celis-Gutierrez et al., 2014). Il a été observé que le contrôle de la réplication 

virale a été retardé chez les souris DKO. Bien que les auteurs aient montré que les protéines Dok 

sont des régulateurs négatifs de la fonction des cellules NK lors de l’activation sous optimale des 
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récepteurs activateurs in vitro, ils n’ont pas observé une différence dans les réponses antivirales 

(IFN-γ et granzyme B) des cellules NK de la rate des souris DKO suite à l’infection (Celis-

Gutierrez et al., 2014). La proportion des cellules NK globale recrutée dans la rate durant 

l’infection des souris DKO est similaire aux souris de type sauvage. Néanmoins, la proportion des 

cellules NK matures est diminuée et pourrait être à l’origine du retard du contrôle de la réplication 

virale (Celis-Gutierrez et al., 2014).  

 Enfin, une étude menée dans le laboratoire de Pascale Duplay en parallèle de mon projet 

de thèse a évalué l’impact de Dok-1 et Dok-2 dans l’infection par le virus de la vaccine exprimant 

le peptide ova257-264 (VV-ova) par l’utilisation d’un modèle de transfert adoptif de cellules T CD8+ 

naïves isolées de souris C57BL/6 OTI WT ou OTI DKO dans des souris sauvages puis infectées 

par voie intra-veineuse (Laroche-Lefebvre et al., 2016). L’utilisation de ce modèle a permis de 

mettre en évidence un défaut dans l’expansion des cellules T CD8+ spécifiques à l’épitope ova 

exprimé par VV et dans la formation des cellules mémoires en l’absence des protéines Dok et 

que ce défauts était intrinsèque aux cellules T (Laroche-Lefebvre et al., 2016). De plus, les 

cellules T CD8+ OTI DKO effectrices n’ont pas présenté de défaut dans la prolifération suite à 

l’infection par VV-ova, ni au niveau de l’induction de leur apoptose lors de la phase d’expansion 

(Laroche-Lefebvre et al., 2016). Par ailleurs, les auteurs ont aussi observé que l’expression des 

protéines Dok est régulée lors de l’activation des cellules T CD8+ primaires ex vivo (Laroche-

Lefebvre et al., 2016). En effet, suite à la stimulation antigénique des cellules T CD8+ effectrices, 

une diminution sélective de la quantité protéique de Dok-2 mais pas de Dok-1 a été observée, et 

l’expression de la protéine Dok-2 retourne à l’état basal dans les cellules T CD8+ mémoires. Les 

auteurs ont donc conclu qu’au cours d’une infection, le retour de l’expression à l’état basal de 

Dok-2 est probablement nécessaire pour prévenir l’activation excessive des cellules T et 

maintenir la survie des cellules T mémoires.  
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6 HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DE RECHERCHES 

 Dok-1 et Dok-2 sont des régulateurs négatifs de différentes fonctions dans les 

macrophages, les cellules NK et les lymphocytes T. Nous avons donc testé l’impact de Dok-1 et 

Dok-2 dans l’infection par le VHS-1. Or, la réponse immunitaire cellulaire est critique dans 

l’infection par le VHS-1. Le modèle d’infection utilisée dans cette étude est un modèle murin 

d’infection oculaire qui récapitule l’infection aiguë dans les muqueuses, l’infection neuronale dans 

les TG, l’établissement de la latence et la capacité du virus latent à se réactiver. Nous avons émis 

l’hypothèse que Dok-1 et Dok-2 modulent la réponse immunitaire anti-VHS-1. Afin de tester notre 

hypothèse, nous avons travaillé avec des souris C57BL/6 de type sauvage (WT) et des souris 

déficientes en Dok-1 et Dok-2 (Dok-1-/-Dok-2-/- nommées DKO). Nous avons évalué différents 

aspects en comparant les souris WT et DKO : 

a. Le premier objectif était d’étudier l’implication des protéines Dok dans la réplication aiguë du 

VHS-1. 

b. Le second objectif était de déterminer le rôle des protéines Dok dans la réponse immune suite 

à l’infection par le VHS-1. 

c. Le troisième objectif était d’évaluer l’impact des protéines Dok sur la réactivation ex vivo du 

VHS-1. 

 La seconde partie de mon projet de doctorat était basée sur différentes études qui 

rapportent la capacité du VHS-1 à induire la phosphorylation de nombreuses protéines cellulaires 

ou virales et à inhiber les fonctions effectrices des lymphocytes T afin d’échapper au système 

immunitaire. Le VHS-1 inactive la signalisation du TCR en ciblant différents éléments, comme la 

diminution de la phosphorylation de LAT et l’inhibition de la phosphorylation d’ERK lors de 

l’engagement du TCR. Puisque les protéines Dok-1 et Dok-2 régulent négativement la 

signalisation du TCR en amont de la voie de signalisation ERK, nous avons testé si le VHS-1 

module les protéines Dok-1 et Dok-2. Nous avons émis l’hypothèse que le VHS-1 cible les 

protéines Dok dans les lymphocytes T et que ce processus représente un mécanisme d’évasion 

immunitaire. Ainsi nos objectifs ont été : 

a. De déterminer si les protéines Dok sont ciblées par le VHS-1 dans les cellules T. 

b. De déterminer les facteurs viraux qui régulent les protéines Dok durant l'infection des 

cellules T par le VHS-1. 
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Résumé 

Dok-1 et Dok-2 régulent négativement les réponses en aval de plusieurs récepteurs immunitaires 

dans les cellules lymphoïdes et myéloïdes. Des récents rapports ont montré que les protéines 

Dok sont essentielles pour la formation de lymphocytes T CD8+ mémoire à un épitope exogène 

exprimé par le virus de la vaccine ; toutefois l'importance de Dok-1 et Dok-2 dans le contrôle de 

l'infection virale est inconnue. Dans cette étude, nous avons évalué le rôle des protéines Dok 

dans la modulation de la réponse immunitaire contre le virus de l'herpès simplex 1 (VHS-1) dans 

un modèle murin d'infection oculaire. Au cours de l'infection aiguë, les titres viraux sur le site 

oculaire étaient similaires chez les souris sauvages (WT) et celles déficientes en Dok-1 et Dok-2 

(DKO), et les pourcentages de leucocytes infiltrant étaient similaires dans les cornées et les 

ganglions trigéminaux (TG) des souris DKO et WT. Lors de l’infection aiguë, les souris DKO ont 

présenté une diminution de la réponse T CD8+ dirigée contre l'épitope immunodominant de la 

glycoprotéine B (gB) du VHS-1 dans la rate et les ganglions lymphatiques drainants 

comparativement aux souris WT. Plus encore, les cellules T CD8+ spécifiques à gB ont presque 

complètement disparu dans les rates des souris DKO pendant la latence virale, et la réduction 

des cellules T CD8+ effectrices mémoires (TEM) était plus sévère que celle des cellules T CD8+ 

mémoires centrales (TCM). Le pourcentage de cellules T CD8+ spécifiques à gB dans les TG 

pendant la latence a été significativement réduit chez les souris DKO ; toutefois ces cellules 

étaient phénotypiquement similaires à celles des souris WT. Dans des essais ex vivo, la 

réactivation du VHS-1 a été détectée plus tôt dans des cultures de TG provenant des souris DKO 

infectées de manière latente comparativement aux TG WT. Ainsi, Dok-1 et Dok-2 favorisent la 

survie des cellules T CD8+ spécifiques à gB dans les TG infectés de manière latente par le VHS-

1. 
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Résumé 

Des études antérieures ont montré que l'infection des lymphocytes T par le VHS-1 induit la 

phosphorylation des tyrosines de plusieurs protéines qui pourraient correspondre à des protéines 

virales ou des protéines de l’hôte. VP11/12, une protéine virale du tégument, a été identifiée 

comme la protéine principalement phosphorylée au niveau de ses résidus tyrosines suite à 

l’infection par le VHS-1. Dans cette étude, nous avons démontré que les protéines cellulaires 

adaptatrices Dok-2 et Dok-1 sont phosphorylées au niveau de leurs résidus tyrosines suite à 

l'infection par le VHS-1. De plus, le VHS-1 induit la dégradation sélective de Dok-2. Enfin, nous 

mettons en évidence que Dok-2 interagit avec VP11/12, et que la phosphorylation des résidus 

tyrosines et la dégradation de Dok-2 nécessitent VP11/12. L'inactivation des motifs de liaison aux 

kinases de la famille Src ou du motif de liaison à la protéine Shc dans la partie C-terminale de 

VP11/12 a éliminé l'interaction de Dok-2 avec VP11/12. L'élimination de la liaison de Dok-2 à 

VP11/12 a empêché la phosphorylation et la dégradation de Dok-2. Nous proposons que la 

phosphorylation des Dok induite par VHS-1 et la dégradation de Dok-2 est un mécanisme 

d'évasion immunitaire pour inactiver les cellules T qui pourraient jouer un rôle important dans la 

pathogenèse du VHS-1. 
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1 IMPORTANCE DES PROTÉINES DOK-1 ET DOK-2 LORS DE 
L’INFECTION PAR LE VHS-1 DANS UN MODÈLE MURIN 
D’INFECTION OCULAIRE 

 Dans la première étude, nous avons évalué le rôle de Dok-1 et Dok-2 dans la régulation 

de l’infection par le VHS-1 dans un modèle murin d’infection oculaire. Il convient de préciser que 

les souris déficientes en Dok-1 et Dok-2 (DKO) utilisées dans nos expériences sont âgées entre 

six et douze semaines. Elles ne présentent donc pas de syndrome myéloprolifératif ou d’autres 

types de tumeurs qui se manifestent vers l’âge de douze mois (Berger et al., 2010; Niki et al., 

2004; Yasuda et al., 2004). De plus, la déficience en Dok-1 et Dok-2 n’affecte pas l’homéostasie 

des lymphocytes T et B à cet âge dans les souris (Coppin et al., 2016; Niki et al., 2004). En accord 

avec les résultats précédents, nous avons observé un nombre similaire de cellules CD3+ dans la 

rate des souris DKO et des souris de type sauvage (WT). De plus, nous avons confirmé que le 

nombre total de lymphocytes T CD8+ dans la rate des souris DKO est également similaire aux 

souris WT (Annexe 1). 

1.1 Dok-1 et Dok-2 sont nécessaires pour le maintien de la réponse T 
CD8+ spécifique au VHS-1 

1.1.1 Rôle des Dok dans la formation des cellules T CD8+ mémoires 

 Dans notre étude, nous avons travaillé avec des souris déficientes en Dok-1 et Dok-2 que 

nous avons infectées par le VHS-1 au niveau du site oculaire. Nous avons observé qu’en 

l’absence des protéines Dok-1 et Dok-2, le nombre de lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-

1 était significativement réduit au pic de la réponse effectrice dans les organes lymphoïdes (rate 

et ganglions lymphatiques drainant) et dans les sites de réplication du VHS-1 (cornée, et 

ganglions trigéminaux). Plus encore, la réduction du nombre des lymphocytes T CD8+ spécifiques 

au VHS-1 était plus prononcée durant la phase mémoire dans les souris DKO comparativement 

aux souris WT.  

 Dans notre modèle murin, la déficience en Dok-1 et Dok-2 affecte tout le compartiment 

hématopoïétique. Toutefois, une étude rapporte que suite à l’infection par le virus de la vaccine 

(VV-ova), le défaut de la formation de la réponse mémoire T CD8+ spécifique à l’épitope ova est 

intrinsèque aux cellules T (Laroche-Lefebvre et al., 2016). En effet, l’utilisation de transfert adoptif 

de cellules T CD8+ DKO ou de cellules T CD8+ WT a permis de mettre en évidence une diminution 
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significative au cours de la phase d’expansion, et plus sévère lors de la phase mémoire des 

cellules T CD8+ DKO comparativement aux cellules T CD8+ WT suite à l’infection par VV-ova 

(Laroche-Lefebvre et al., 2016). Comme décrit précédemment, Dok-1 et Dok-2 semblent agir 

comme des « freins » pour prévenir une activation excessive des cellules T activées et de ce fait 

leur mort prématurée. Nous pouvons imaginer que dans notre modèle d’étude le même scénario 

se produit et qu’en l’absence des protéines Dok, l’hyperactivation des cellules T CD8+ empêche 

les cellules d’entrer en état de quiescence, et de ce fait elles meurent par apoptose. Toutefois, 

dans notre modèle d’étude, nous ne pouvons pas exclure d’autres hypothèses et que d’autres 

cellules immunitaires soient impliquées dans le maintien de la réponse mémoire contre le VHS-

1. En effet, l’absence de Dok-1 et Dok-2 pourrait influencer la maturation, la fonctionnalité des 

CPA, l’environnement inflammatoire, l’aide des lymphocytes T CD4+ durant l’activation des 

lymphocytes T CD8+, etc… L’utilisation de transferts adoptifs de lymphocytes déficients en Dok-

1 et Dok-2 avec un TCR spécifique à gB498-505 serait alors nécessaire pour confirmer que le défaut 

de la formation de la réponse mémoire T CD8+ spécifique au VHS-1 est intrinsèque aux cellules 

T. 

 Nous avons observé que la déficience en Dok-1 et Dok-2 n’affecte pas la capacité des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 à se différencier en précurseurs mémoires (MPEC). 

En effet, l’évaluation des marqueurs KLRG-1 et CD127 (récepteur chaîne α de l’IL-7) au sein de 

la population des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 présente dans la rate à 8 jours post-

infection (8 jpi) nous a permis de confirmer que les proportions des MPEC et des cellules 

effectrices à court terme (SLEC) étaient similaires dans les souris DKO et les souris WT. Ainsi, la 

réduction sévère du nombre de lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 observée durant la 

phase mémoire dans les souris DKO n’est pas due à leur incapacité à se différencier en 

précurseurs mémoires. Nous avons également constaté que la déficience en Dok-1 et Dok-2 

n’affecte pas la capacité des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 à proliférer in vivo. Ainsi, 

la diminution du nombre de ces lymphocytes dans la rate est plutôt due à une réduction de leur 

survie qu’à l’altération de leur capacité proliférative. 

 La déficience en Dok-1 et Dok-2 touche davantage la différenciation finale et/ou la survie 

des cellules TEM (CD44hi CD62L-) que les cellules TCM (CD44hi CD62L+). En effet, le nombre de 

lymphocytes TEM CD8+ gB-spécifiques est six fois moindre dans les souris DKO comparé aux 

souris WT, alors que le nombre de lymphocytes TCM CD8+ gB-spécifiques est deux fois moindre 

dans les souris DKO durant la phase mémoire. La compréhension des mécanismes à l’origine de 

la réduction sélective des cellules TEM dans les souris DKO est centrale, puisque leur présence 
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en grand nombre a été associée à une meilleure protection contre les pathologies induites par le 

VHS-1 chez l’homme (Srivastava et al., 2017b). À ce stade de l’étude, il est difficile d’expliquer 

pourquoi la survie des TEM est plus affectée que celle des TCM en l’absence des protéines Dok ; 

des analyses supplémentaires sont nécessaires mais quelques éléments dans la littérature 

peuvent y contribuer. Le modèle selon lequel la force du signal du TCR est un facteur majeur 

dans la différenciation des cellules T, et que les TCM sont générés par une stimulation sous-

optimale du TCR comparé aux TEM pourrait aider à la compréhension de nos résultats (Chang et 

al., 2014; Daniels & Teixeiro, 2015; Sallusto et al., 2004). Les MPEC qui se sont différenciées en 

TEM suite à une stimulation du TCR plus élevée pourraient ne pas être capables de rentrer en 

quiescence en l’absence de Dok-1 et Dok-2 et une majeure partie des TEM serait supprimée 

pendant la phase de contraction. Les MPEC qui se sont différenciées en TCM suite à une 

stimulation plus faible du TCR seraient alors moins affectées par l’absence de la boucle de rétro-

inhibition exercée par Dok-1 et Dok-2. Un autre élément pourrait expliquer cette différence de 

survie entre les TEM et les TCM. En effet, bien que nous n’ayons pas évalué le facteur de 

transcription eomesodermin (Eomes), Laroche-Lefebvre et al. rapportent que les lymphocytes T 

CD8+ DKO effecteurs présentent une augmentation de l’expression de Eomes durant la phase 

de l’expansion. L’expression d’Eomes immédiatement après l'activation des lymphocytes T CD8+ 

ne conduit pas à une meilleure formation de la mémoire au sens large mais contribue plutôt à 

une formation efficace des TCM (Paley et al., 2013). D’autres facteurs de transcription sont 

impliquées dans la formation soit des TEM, soit des TCM comme inhibitor of DNA binding (ID)3 et 

ID2 (Yang et al., 2011). Ainsi, il conviendrait d’évaluer si l’absence des protéines Dok dans le 

contexte de l’infection par le VHS-1 a un impact sur les facteurs de transcription comme Eomes, 

T-bet, et autres facteurs pro- et anti-apoptotiques au sein même des cellules TEM et TCM (Chang 

et al., 2014). 

1.1.2 Influence de Dok-1 et Dok-2 sur le répertoire des épitopes reconnus par les 
lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 

 Au cours de cette étude, nous avons suivi la réponse spécifique T CD8+ contre le peptide 

immunodominant de la glycoprotéine virale gB498-505. D’autres épitopes viraux sont reconnus par 

les lymphocytes T CD8+ : ils sont au nombre de dix-neuf dont onze dérivent de protéines à 

cinétique précoces et huit sont issus de protéines à cinétique tardive dans les souris C57BL/6 (St 

Leger et al., 2011; Treat et al., 2017). Il a été établit que 50% des lymphocytes T CD8+ spécifiques 

au VHS-1 reconnaissent gB498-505 (gB-spécifiques) et 50% reconnaissent les épitopes 

subdominants (non-gB-spécifiques) avec une hiérarchie dans la reconnaissance similaire pour 
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les lymphocytes T CD8+ des ganglions trigéminaux (TG) et de la rate (St Leger et al., 2011). La 

majorité des lymphocytes T CD8+ qui infiltrent et qui sont retenus dans les TG sont spécifiques 

au VHS-1, et le ratio de 1:1 (gB-spécifiques:non-gB-spécifiques) est maintenu durant la latence 

virale (Sheridan et al., 2009; St Leger et al., 2011). Nous avons observé qu’en moyenne 40% des 

lymphocytes T CD8+ infiltrant les TG des souris WT étaient gB-spécifiques. Nos observations 

sont en accord avec la littérature et les variations minimes observées entre les différentes études 

peuvent être reliées au type de tétramère utilisé et à la technique de dissociation des TG (Treat 

et al., 2017). Nous avons caractérisé les lymphocytes T CD8+ provenant de ces TG à l’aide d’un 

anticorps dirigé contre le CD103. Le CD103, la chaine α du récepteur intégrine αEβ7 pour la 

cadhérine-E, permet aux lymphocytes T CD8+ d’être retenus dans les tissus. Nous avons observé 

qu’environ 60% des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques présents dans les TG des souris WT et 

DKO durant la phase mémoire expriment le CD103. Il s’agit de la première étude à évaluer le 

CD103 sur la population de T CD8+ gB-spécifiques présente dans les TG durant la phase de 

latence. 

 Nous avons observé qu’en l’absence de Dok-1 et Dok-2, seulement 26% des lymphocytes 

T CD8+ infiltrant le TG sont gB-spécifiques à 8 jpi contre 39.5 % pour les souris WT. Leur 

proportion diminue à 19% durant la latence virale dans les souris DKO contre 38% pour les souris 

WT. Compte tenu que les lymphocytes T CD8+ retenus dans les TG sont tous spécifiques au 

VHS-1, il convient alors de se demander quelle est la spécificité des lymphocytes T CD8+ restants 

? Il est généralement admis que la phase de contraction affecte de la même manière les cellules 

T CD8+ reconnaissant les épitopes immunodominants et subdominants. Il serait alors intéressant 

de voir si les lymphocytes T CD8+ reconnaissant les épitopes subdominants sont aussi affectés 

par l’absence de Dok-1 et Dok-2 dans la rate et les TG. En effet, la stimulation antigénique varie 

en terme de « force de signal » dépendamment des épitopes reconnus par le TCR. Il est alors 

probable que la hiérarchie dans la reconnaissance des épitopes soit perturbée en l’absence des 

protéines Dok (Corse et al., 2011). Il serait notamment intéressant d’évaluer si le ratio de 1:1, à 

savoir 50% des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques et non-gB-spécifiques est maintenu dans les 

TG pendant la phase de la latence virale dans les souris DKO (Sheridan et al., 2009). On pourrait 

s’attendre à ce que l’amplitude de la réponse T CD8+ spécifique augmente pour un ou plusieurs 

autres épitopes subdominants connus du VHS-1. En effet, une récente étude démontre que 

l’infection oculaire des souris C57BL/6 avec le VHS-1 qui ne contient pas l’épitope 

immunodominant (gB498-505) conduit à une infiltration similaire en terme de nombre de 

lymphocytes T CD8+ dans les TG et le répertoire des épitopes reconnus habituellement par le 

TCR est largement maintenu mais toutefois modifié en terme de hiérarchie (Treat et al., 2017). 



 

116 

En effet, les auteurs observent une réponse compensatoire avec l’expansion des lymphocytes T 

CD8+ reconnaissant les épitopes subdominants (Treat et al., 2017). Néanmoins, on ne peut pas 

exclure qu’en l’absence des protéines Dok le répertoire des TCR soit différent puisqu’il a été 

rapporté que la suppression de la séquence codante pour un peptide immunodominant peut 

conduire à l’apparition d’autres épitopes « cryptiques » (Holtappels et al., 2008; Stock et al., 

2006).  

1.1.3 Rôle des Dok dans les capacités effectrices des lymphocytes T CD8+ gB-
spécifiques 

 Les protéines Dok ne semblent pas affecter les fonctions effectrices des lymphocytes T 

CD8+ gB-spécifiques, car en l’absence des Dok ils conservent leurs capacités cytotoxiques et 

leurs capacités à produire de l’IFN-γ, et du TNF-α. L’évaluation des fonctions effectrices a été 

effectuée à partir des splénocytes issus des souris DKO et WT à 8 jpi que nous avons stimulés 

ex vivo avec le peptide gB498-505. Nos résultats diffèrent des études précédentes dans lesquelles, 

suite à une infection par VV-ova, le pourcentage de cellules T CD8+ OT-I déficientes en Dok-1et 

Dok-2 produisant du granzyme B à 4 et 7 jpi ou de l’IFN-γ et du TNF-α à 7 jpi était supérieure à 

celui des cellules T CD8+ OT-I WT (Laroche-Lefebvre et al., 2016). Cependant, l’augmentation 

des capacités effectrices en l’absence de Dok-1 et Dok-2 dépend du jour post-infection où les 

rates sont récoltées et des cytokines évaluées. Par exemple, à 4 et 35 jpi, le pourcentage des 

cellules T CD8+ OT-I déficientes en Dok-1 et Dok-2 produisant de l’IFN-γ et du TNF-α est similaire 

à celui des cellules T CD8+ OT-I WT I déficientes en Dok-1 et Dok-2 produisant seulement de 

l’IFN-γ est similaire à celui des cellules T CD8+ OT-I WT (Laroche-Lefebvre et al., 2016). Aussi, 

que ce soit à 4, 7 ou 35 jpi, le pourcentage des cellules T CD8+ OT-I déficientes en Dok-1 et Dok-

2 produisant seulement de l’IFN-γ est similaire à celui des cellules T CD8+ OT-I WT (Laroche-

Lefebvre et al., 2016).De plus, la stimulation du TCR in vitro d’une population polyclonale de 

lymphocytes T CD4+ issus de souris déficientes en Dok-1 et Dok-2 produisent plus d’IL-2 et d’IFN-

γ comparativement aux lymphocytes T CD4+ provenant de souris WT (Yasuda et al., 2007). Nous 

ne pouvons pas exclure dans notre étude que les capacités effectrices ont pu être altérées de 

manière transitoire avant 8 jpi et des expériences supplémentaires sont nécessaires pour évaluer 

l’impact des Dok sur les capacités effectrices au cours de l’infection par le VHS-1. 
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1.1.4 Redondance de fonction des protéines Dok 

 Nous avons aussi déterminé que la simple déficience en Dok-1 ou en Dok-2 ne diminue 

pas le nombre de lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques dans la rate à 8 jpi (Annexe 2). Nos 

résultats sont en accord avec des études précédentes qui montrent également une redondance 

de fonction pour Dok-1 et Dok-2. Par exemple, les souris simples knock-out ne développent pas 

de syndrome myéloprolifératif (Niki et al., 2004; Yasuda et al., 2004), ni de défaut dans la 

maturation des cellules NK en périphérie (Celis-Gutierrez et al., 2014) contrairement aux souris 

DKO. De plus, des lymphocytes T CD4+ issus de la rate de souris simples knock-out présentent 

une prolifération et une production en IL-2 relativement similaire aux lymphocytes T CD4+ des 

souris WT suite à la stimulation de leur TCR (Yasuda et al., 2007). À l’opposé, les lymphocytes T 

CD4+ issus de la rate de souris DKO présentent une augmentation plus marquée de la 

prolifération et de la production en IL-2 comparativement aux lymphocytes T CD4+ des souris WT 

et simples knock-out (Yasuda et al., 2007). 

1.2 Dok-1 et Dok-2 ne sont pas essentielles dans le contrôle de la 
réplication du VHS-1 durant l’infection aiguë  

 Le contrôle de la réplication du VHS-1 sur le site oculaire implique différentes cellules de 

la réponse immunitaire innée et il a été décrit que les cellules NK, les macrophages et les 

monocytes inflammatoires sont parmi les cellules principalement impliquées dans la clairance 

virale dès les premiers jours suivant l’infection (Conrady et al., 2013; Royer et al., 2015), le rôle 

des neutrophiles étant encore débattu. Ces cellules restreignent la réplication du VHS-1 par 

l’intermédiaire du NO, du TNF-α et de l’IFN-γ. Puisque les protéines Dok-1 et Dok-2 sont 

également exprimées dans les cellules NK et les cellules d’origine myéloïde et qu’elles régulent 

soit négativement, soit positivement les voies de signalisation en aval de certains récepteurs (voir 

section 5.5.1 et 5.5.2 de l’introduction), nous nous attendions à ce qu’elles aient un impact dans 

la réplication virale sur le site oculaire. En particulier, une étude rapporte que la sécrétion en NO 

et en TNF-α a été réduite dans les macrophages provenant des souris DKO infectés par 

Leishmania et stimulés par l’IFN-γ (Alvarez de Celis et al., 2015). Donc, la déficience en Dok-1 et 

Dok-2 aurait pu entrainer une clairance du VHS-1 moins efficace durant l’infection aiguë. 

Toutefois, nous avons observé que les titres viraux sont similaires sur le site oculaire pour les 

souris WT et DKO, et que la cinétique de la clairance virale est similaire, avec une clairance 

complète du virus à partir de 8 jpi coïncidant avec l’arrivée massive des lymphocytes T CD8+ 

spécifiques au VHS-1 (Lang & Nikolich-Zugich, 2005). Ces observations sont aussi compatibles 
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avec le fait que la déficience en Dok-1 et Dok-2 n’a pas altéré l’infiltration des monocytes 

inflammatoires, des monocytes/macrophages, des neutrophiles et des cellules T dans la cornée 

à 3 et 8 jpi. Par contre, le nombre de lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques recrutés sur le site 

oculaire à 8 jpi était réduit dans les souris DKO. Compte tenu que la déficience en Dok-1 et Dok-

2 ne semble pas affecter les capacités fonctionnelles évaluées ex vivo des lymphocytes T CD8+ 

gB-spécifiques, nos résultats démontrent que les lymphocytes T CD8+ bien que moins nombreux 

étaient suffisants pour mener la clairance du virus. Par ailleurs, la réplication virale durant 

l’infection aiguë peut varier selon le fond génétique de la souris, avec des titres viraux plus élevés 

du VHS-1 sur le site périphérique de souris susceptibles comparé aux souris résistantes C57BL/6 

(Kastrukoff et al., 2010). Ici, nous avons observé que le contrôle de la réplication sur le site 

oculaire des souris susceptibles 129/Sv déficientes en Dok-1 et Dok-2 était similaire aux souris 

129/Sv de type sauvage, soutenant davantage la notion que Dok-1 et Dok-2 ne sont pas 

nécessaires dans le contrôle de la réplication aiguë du VHS-1.  

 L’une des caractéristiques du VHS-1 est de se rendre dans le système nerveux 

périphérique suite à l’infection primaire des cellules épithéliales de la muqueuse. À 3 jpi, les titres 

viraux mesurés dans les TG des souris WT et DKO était du même ordre de grandeur. Toutefois, 

nous avons noté une réduction d’environ trois fois dans les titres viraux dans les TG des souris 

DKO. L’infiltration des monocytes/macrophages et des monocytes inflammatoires étaient 

similaires dans les TG des souris DKO comparé aux souris WT, cependant nous n’avons pas 

évalué l’impact de Dok-1 et Dok-2 sur leurs capacités effectrices. Aussi, nous ne pouvons pas 

exclure que des différences dans l’infiltration leucocytaire dans les TG s’opèrent plus tôt dans 

l’infection comme à 1 ou 2 jpi. De plus d’autres cellules exprimant Dok-1 et Dok-2, que nous 

n’avons pas évaluées, sont impliquées dans le contrôle de la réplication du VHS-1 dans les TG. 

En effet, les cellules NK et les cellules T TCRγδ participent au contrôle de la réplication du VHS-

1 dans les TG via la production de TNF-α, d’INF-γ et de granzyme B (Lucinda et al., 2017; 

Sciammas et al., 1997). Enfin, il conviendrait d’évaluer si le nombre réduit de lymphocytes T CD8+ 

gB-spécifiques dans les souris DKO suffit pour mener la clairance virale en analysant les titres 

viraux dans les TG au-delà de 3 jpi et ce jusqu’à 6 jpi où la réplication virale est encore détectable 

(Lang & Nikolich-Zugich, 2005). 

 Les symptômes cliniques induits par le VHS-1 ont été évalués à l’aveugle chaque jour dès 

l’apparition des premiers signes cliniques (4 jpi) jusqu’à la résolution de la maladie. Les 

manifestions cliniques de type inflammatoire apparaissent dans la région péri-oculaire et elles 

sont causées par la dissémination du virus des TG vers la peau durant la phase aiguë de 
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l’infection (Summers et al., 2001). On peut alors observer la perte de poils, une inflammation 

sévère, des lésions sur la peau et la sévérité des symptômes dépend de la quantité de virus qui 

se dissémine lors de l’infection aiguë. La maladie a été évaluée par l’attribution de scores tenant 

compte des symptômes mentionnés ci-dessus et de leur sévérité. Nous avons observé que les 

souris DKO ont développé une maladie progressive avec une cinétique similaire à celle observée 

chez les souris WT. Nous avons toutefois noté une légère diminution de la sévérité des scores 

cliniques à 6 et 7 jpi. Bien que ces diminutions soient statistiquement significatives, les différences 

entre les scores cliniques des souris DKO et WT à 6 et 7 jpi étaient très faibles. De plus, comme 

mentionnée plus haut, l’infiltrat leucocytaire était similaire dans la cornée des souris DKO et WT, 

incluant les cellules T CD4+ et T CD8+. L’une des pathologies associées au VHS-1 est la kératite 

stromale herpétique et il aurait été intéressant d’évaluer l’implication des protéines Dok dans cette 

maladie en effectuant une analyse plus en profondeur de la cornée à l’aide d’un biomicroscope. 

1.3 Implication de Dok-1 et Dok-2 dans le maintien de la latence du 
VHS-1 

 Nous avons poursuivi l’étude en analysant l’implication de Dok-1 et Dok-2 dans la 

réactivation virale, puisque nous avons observé une réduction du nombre des lymphocytes T 

CD8+ gB-spécifiques dans les TG des souris DKO lors de la phase mémoire, et que ces cellules 

sont importantes dans le maintien de la latence du VHS-1.  

 Les souris ne font pas de réactivation spontanée, comme ce qui se produit chez l’homme. 

Ainsi notre modèle murin est limité pour l’étude de la réactivation du VHS-1. La méthode que 

nous avons utilisée consiste à extraire les TG, une étape suffisante pour induire la réactivation 

du VHS-1, puis les mettre en culture sur un tapis de cellules épithéliales et d’observer chaque 

jour l’apparition d’un effet cytopathique sur les cellules épithéliales qui confirme la réactivation 

virale. L’observation de ces cultures de TG a été effectuée à l’aveugle sur une période de quinze 

jours mais tous les neurones infectés de manière latente subissent la réactivation du VHS-1 en 

culture dans les dix premiers jours (Decman et al., 2005). L’extraction des TG a été effectuée 

suite à l’établissement de la latence virale (au-delà de 30 jpi) à partir des souris DKO et WT 

infectées à une dose élevée (5 × 105 pfu/œil) et à une faible dose (5 × 104 pfu/œil) infectieuse. À 

forte dose infectieuse, nous avons observé que la réactivation virale était détectée en moyenne 

12 heures plus tôt dans les cultures de TG issus des souris DKO comparé aux cultures de TG 

issus des souris WT. Cette tendance est devenue significative à une faible dose infectieuse, où 

la réactivation du VHS-1 a été détectée 24 heures plus tôt pour les TG des souris DKO comparé 
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aux TG des souris WT. Plus encore, nous avons observé que le pourcentage de TG réactivé était 

significativement élevé à 2 et 3 jours post-explantation pour les souris DKO comparé aux TG 

issus des souris WT. Ces observations sont d’autant plus surprenantes car durant la phase aiguë, 

nous avons observé que les titres viraux étaient plus faibles dans les TG des souris DKO 

comparativement aux souris WT. De plus, nous avons détecté de l’ADN viral sur 8/13 TG de 

souris DKO contre 12/13 TG de souris WT durant la latence, ce qui est cohérent avec la 

diminution des titres viraux dans les TG DKO lors de l’infection aiguë. Ces observations suggèrent 

que l’on décèle moins d’ADN latent dans les TG des souris DKO. Or la charge virale présente 

dans les TG lors de latence a une incidence dans les réactivations récurrentes. Ainsi, on 

s’attendrait à moins de réactivations virales pour les TG DKO (Hoshino et al., 2007; Sawtell, 1998; 

Thompson & Sawtell, 2000). Puisque nos résultats démontrent l’inverse, alors ceux-ci suggèrent 

que l’impact des Dok sur la réactivation virale passe par l’influence des Dok sur la population de 

lymphocytes T CD8+ résidents dans les TG. Toutefois, il conviendrait de mener des analyses plus 

approfondies en investiguant par qPCR la charge virale présente dans les TG durant la latence 

en l’absence des protéines Dok. L’évaluation d’un gène viral comme UL23 (Thymidine kinase), 

les transcrits LAT, et l’évaluation du nombre de copies d’ADN viral par neurones infectés nous 

permettrait de comprendre davantage la régulation de la réactivation du VHS-1 par les protéines 

Dok.   

 L’efficience de la réactivation virale observée dans les cultures de TG issus des souris 

DKO semble résulter de la réduction du nombre de lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques résidents 

dans les TG des souris DKO lors de la phase de la latence. En effet, nous avons démontré que 

cette population était nettement réduite dans les TG des souris DKO comparativement aux souris 

WT à forte dose infectieuse. Nous avons également observé à faible dose infectieuse une 

diminution des lymphocytes T CD8+ résidents dans les TG des souris DKO comparativement aux 

souris WT, bien que cette diminution ne soit pas statistiquement significative puisque nous étions 

à la limite de détection de la technique utilisée. Par ailleurs, la diminution de la dose infectieuse 

réduit la population de lymphocytes T CD8+ résidents dans les TG des souris WT et DKO. Cette 

observation concorde avec une étude précédente, qui décrit que la dose infectieuse utilisée 

influence la taille de la population de lymphocytes T CD8+ résidents dans les TG (Hoshino et al., 

2007). En résumé, nos résultats montrent clairement que Dok-1 et Dok-2 contrôlent le nombre de 

lymphocytes T CD8+ résidents dans les TG. 

 Il convient de se demander si la réduction des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques est 

impliquée dans l’accélération de la cinétique de la réactivation virale dans les cultures de TG 
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issues des souris DKO. Différents éléments dans la littérature soutiennent cette hypothèse. En 

effet, la déplétion des cellules T CD8+ dans des cultures de TG infectés de manière latente a 

conduit à une augmentation de la réactivation du VHS-1 (Hoshino et al., 2007; Liu et al., 2000b). 

À l’opposé, l’ajout de lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1 a permis de bloquer la 

réactivation du VHS-1 dans les cultures de TG ex vivo (Hoshino et al., 2007; Khanna et al., 2003; 

Liu et al., 2000b). Plus encore, l’ajout de lymphocytes gB-spécifiques bloque la réactivation virale 

de manière dose-dépendante dans des cultures de TG ex vivo préalablement déplétées de leurs 

cellules T CD8+ endogènes (Khanna et al., 2003). Des études récentes menées in vivo 

démontrent que l’augmentation du nombre et de la fonctionnalité des lymphocytes T CD8+ TEM et 

TRM dans les TG infectés de manière latente protègent les souris contre les infections récurrentes 

lors la réactivation du VHS-1 (Khan et al., 2017; Srivastava et al., 2017a). Ainsi, dans notre étude, 

la diminution du nombre de lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques en l’absence des protéines Dok-

1 et Dok-2 permettrait d’expliquer l’augmentation du de la fréquence et de l’accélération de la 

cinétique de la réactivation virale. Des analyses supplémentaires sont toutefois nécessaires pour 

déterminer si la régulation de la cinétique de la réactivation du VHS-1 par Dok-1 et Dok-2 est 

médiée exclusivement par les lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques. Il serait alors intéressant 

d’effectuer des déplétions de cellules T CD8+ endogènes dans les cultures de TG WT et ajouter 

soit des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques WT ou déficients en Dok-1 et Dok-2 et évaluer leur 

capacité à protéger contre la réactivation virale. Cette analyse nous permettra d’évaluer si les 

lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques déficients en Dok-1 et Dok-2 conservent leurs capacités 

effectrices permettant le maintien de la latence du VHS-1. Outre les lymphocytes T CD8+, il 

conviendrait d’évaluer si Dok-1 et Dok-2 sont impliquées dans la régulation de la fonctionnalité et 

du nombre des cellules dendritiques CD8α+ dans les TG car il a été décrit qu’elles contribuent à 

la latence du VHS-1 (Mott et al., 2014; Mott et al., 2016). 

 La méthodologie que nous avons utilisée pour évaluer la réactivation virale dans nos 

expériences nécessite l’homogénéisation des TG. La rupture de l’association étroite entre les 

lymphocytes gB-spécifiques et les neurones infectés de manière latente pourrait être à l’origine 

de la réactivation du VHS-1 observée dans les cultures de TG ex vivo. Les lymphocytes gB-

spécifiques bloquent la réactivation virale via leurs fonctions effectrices et les lymphocytes gB-

spécifiques et non-gB-spécifiques présents dans les TG lors de la phase de latence virale 

affichent un phénotype TEM (Khanna et al., 2003; Sheridan et al., 2009). Nous n’avons pas vérifié 

si les lymphocytes gB-spécifiques issus des TG lors de la latence sont fonctionnels en l’absence 

de Dok-1 et Dok-2. Par contre, puisque nous avons évalué que les protéines Dok ne semblent 

pas avoir d’impact sur la fonctionnalité des lymphocytes gB-spécifiques issus de la rate, on 
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pourrait penser que les lymphocytes gB-spécifiques présents dans les TG conservent leurs 

capacités effectrices. Une étude rapporte que le blocage de l’interaction de PD-1 avec son ligand 

PDL-1/B7H-1 conduit à l’expansion des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques non fonctionnels 

au détriment des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques dans les TG durant la latence (Jeon et al., 

2013). De plus, l’expression élevée de PD-1 à la surface des lymphocytes non-gB-spécifiques a 

été associée à une réduction de leur fonctionnalité lors de la latence virale (Allen et al., 2011; 

Jeon et al., 2013; St Leger et al., 2013). Nous n’avons pas vu de différence dans l’expression de 

PD-1 à la surface des lymphocytes gB-spécifiques issus des TG des souris DKO et des souris 

WT lors de la latence virale. Ceci suggère que l’absence des protéines Dok ne change pas la 

capacité fonctionnelle des lymphocytes gB-spécifiques. De même, nous n’avons pas noté de 

différence dans l’expression de PD-1 à la surface de l’ensemble des lymphocytes non-gB-

spécifiques issus des TG en l’absence de Dok-1 et Dok-2 (résultats non montrés). Il semblerait 

aussi que l’absence des protéines Dok ne change pas la capacité fonctionnelle des lymphocytes 

non-gB-spécifiques. Toutefois, nous n’avons pas pu évaluer l’expression de PD-1 à la surface de 

chaque population de lymphocytes spécifiques à un épitope subdominant donné. Comme nous 

avons observé qu’il reste 19% des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques dans les TG des souris 

DKO durant la latence virale, on pourrait prédire que le reste soit 81% sont des lymphocytes T 

CD8+ non-gB-spécifiques. Il conviendrait donc d’évaluer l’impact de Dok-1 et Dok-2 sur le nombre, 

la fréquence, la fonctionnalité et le phénotype des lymphocytes T CD8+ spécifiques pour chaque 

épitope subdominant. Pourquoi l’évaluation de cette population est si importante ? Parce que 

dans certaines conditions, les lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques peuvent avoir un rôle 

dominant dans la protection contre la réactivation du VHS-1. En effet, il a été montré que 

l’augmentation du nombre des lymphocytes T CD8+ non-gB-spécifiques fonctionnels dans les TG 

suite au blocage du récepteur à IL-10 a conféré une meilleure protection contre la réactivation du 

VHS-1 dans des cultures de TG ex vivo (St Leger et al., 2013). De plus, l’infection de souris avec 

le VHS-1 ne possédant pas l’épitope gB498-505 a conduit à l’expansion des lymphocytes TCD8+ 

non-gB-spécifiques qui maintiennent leurs capacités fonctionnelles dans les TG durant la latence 

et confèrent une protection contre le VHS-1 (Treat et al., 2017). 

 Enfin, travailler également avec un modèle murin où l’on pourrait induire la réactivation du 

VHS-1 in vivo serait un atout considérable pour étudier l’impact de Dok-1 et Dok-2 in vivo sur le 

maintien de la latence virale. L’un des modèles murin de réactivation du VHS-1 in vivo consiste 

à exposer les yeux des souris aux rayons UV-B suite à l’établissement de la latence (30 jpi), ce 

qui va induire la réactivation virale et une infection productive sur le site oculaire (BenMohamed 

et al., 2016). Bien que cette méthode n’induise pas la réactivation virale chez toutes les souris, il 
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serait intéressant d’examiner si l’absence des protéines Dok augmente l’incidence de la 

réactivation du VHS-1 par cette procédure. 

 En conclusion, nos résultats identifient Dok-1 et Dok-2 en tant que nouveaux régulateurs 

cellulaires dans l'infection par le VHS-1 qui sont importants pour promouvoir le maintien des 

lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques. Jusqu’à présent, tout porte à croire que l’importance des 

protéines Dok dans la formation de la réponse mémoire est un mécanisme qui touche l’ensemble 

des pathogènes intracellulaires, puisque les résultats sont similaires pour les infections virales 

(VHS-1 et virus de la vaccine) et bactériennes (Listeria monocytogenes). Nos résultats identifient 

également que les protéines Dok favorisent le mantien de la latence du VHS-1 dans les TG. 

L'élucidation des mécanismes par lesquels les protéines Dok empêchent la réactivation du VHS-

1 à partir de la latence pourrait fournir des informations sur les stratégies possibles pour bloquer 

la réactivation du VHS-1. 

2 LES PROTÉINES DOK SONT CIBLÉES PAR LE VHS-1 LORS DE 
L’INFECTION DES CELLULES T  

 Dans la seconde étude, nous avons évalué la capacité du VHS-1 à cibler les protéines 

Dok-1 et Dok-2. 

2.1 L’expression de la protéine Dok-2 est spécifiquement diminuée 
lors de l’infection des cellules T par le VHS-1 

 Nous avons découvert que l’infection des cellules T par le VHS-1 conduit à la diminution 

protéique de Dok-2.  

 Nous avons effectué une cinétique d’infection dans les cellules Jurkat et suite à 

l’immunoprécipitation (IP) de Dok-2. La diminution protéique de Dok-2 était évidente à 6 heures 

post-infection (hpi), et plus importante à 12 hpi. Outre Dok-2, les cellules T expriment également 

Dok-1. Nous avons observé que le VHS-1 induit la phosphorylation de Dok-1 mais pas sa 

diminution. Cependant, l’évaluation de Dok-1 dans des lysats de clones surexprimant HA-Dok-2 

montre une légère diminution de Dok-1 en présence du VHS-1. Puisque Dok-1 et Dok-2 peuvent 

former des hétéro-oligomères (Boulay et al., 2005) et que les niveaux de Dok-2 sont largement 

diminués par le VHS-1, il est probable que la diminution de Dok-1 observée est due à la perte de 

Dok-1 associée à Dok-2. De plus, nous avons également montré que la diminution de l’expression 

protéique de Dok-2 par le VHS-1 n’est pas due à la relocalisation de la protéine dans le noyau, 
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puisque la réduction de Dok-2 est encore observée dans les extraits cellulaires préparés avec un 

tampon permettant l’extraction des protéines nucléaires. Les résultats obtenus peuvent être 

biaisés du fait que nous avons utilisé des cellules tumorales pour les infections par le VHS-1. 

Toutefois, nous avons validé que le VHS-1 induit la diminution de l’expression de Dok-2 dans des 

cellules T primaires de souris où son expression est diminuée dès 6 hpi (Annexe 3).  

 Cela peut paraitre paradoxal que le VHS-1 induit l’élimination d’une protéine adaptatrice 

assurant une fonction d’inhibition. Or, dans l’étude précédente nous démontrons clairement qu’en 

l’absence des protéines Dok les cellules T CD8+ spécifiques au VHS-1 ne sont pas maintenues 

in vivo, et cet effet est également rapporté suite à l’infection in vivo par le virus de la vaccine 

(Laroche-Lefebvre et al., 2016). Ainsi, l’absence des protéines Dok assurant une fonction 

d’inhibition a été associée à un effet délétère sur la survie des lymphocytes T CD8+ spécifiques 

au VHS-1. Par ailleurs, une diminution sélective de la quantité protéique de Dok-2 mais pas de 

Dok-1 a été observée suite à la stimulation antigénique des cellules T CD8+ effectrices, et la 

quantité protéique de Dok-2 retourne à l’état basal dans les cellules T CD8+ mémoires (Laroche-

Lefebvre et al., 2016). Comme discuté auparavant, le retour de l’expression à l’état basal de Dok-

2 est probablement nécessaire pour prévenir l’activation excessive des cellules T et maintenir 

leur survie. Ainsi, le VHS-1 induit la diminution de la protéine Dok-2 pour probablement empêcher 

la quiescence des cellules T et leur survie. 

2.2 Les protéines Dok sont phosphorylées lors de l’infection des 
cellules T par le VHS-1 

 Contrairement à la diminution sélective de la protéine Dok-2, nous avons également 

découvert que l’infection des cellules T par le VHS-1 induit la phosphorylation de Dok-2 et Dok-

1. 

 La phosphorylation des résidus tyrosines de Dok-2 était clairement détectable à 2 hpi. Elle 

a atteint un pic à 6 hpi et est restée hautement phosphorylée à 12 hpi compte tenu de la réduction 

significative de son expression à cette période dans les cellules Jurkat. Nous avons également 

mis en évidence la phosphorylation de Dok-1 dans des clones Jurkat surexprimant Dok-1. La 

phosphorylation des résidus tyrosines des protéines Dok est impliquée dans la régulation 

négative des cellules T (Mashima et al., 2009). Les mécanismes à l’origine de l’inhibition de la 

signalisation du TCR médiée par les protéines Dok ne sont pas totalement connus. Toutefois, il 

a été proposé que les protéines Dok pourraient entrer en compétition avec la kinase ZAP-70 lors 
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de la signalisation du TCR (Yasuda et al., 2007). Le domaine PTB des protéines Dok en se liant 

aux motifs ITAMs phosphoylés du CD3ζ empêcherait l’association de ZAP-70 aux motifs ITAMs 

et l’activation de la signalisation TCR en aval de ZAP-70. Un autre mécanisme proposé pour 

l’inhibition de la signalisation du TCR serait la formation du complexe SHIP-1/Grb2/Dok-2 qui se 

lie à la protéine adaptatrice LAT (Dong et al., 2006). Enfin, le dernier mécanisme impliquerait la 

capacité des protéines Dok à recruter à la membrane plasmique des régulateurs négatifs de la 

signalisation du TCR comme RasGAP, SHIP-1 et Csk (Nemorin et al., 2001; Schoenborn et al., 

2011). La phosphorylation des résidus tyrosines spécifiques situées dans la partie C-ter des 

protéines Dok est nécessaire pour la liaison aux domaines SH2 des régulateurs négatifs. La 

phosphorylation des protéines Dok suite à la stimulation du TCR est un événement transitoire 

dans les cellules T non-infectées. Elle est détectée dans les 20 secondes suivant l’activation du 

TCR et elle retourne à l’état basal après 20-30 minutes (Dong et al., 2006). Par contre, suite à 

l’infection des cellules T par le VHS-1, nous avons vu que Dok-2 est phosphorylée tout au long 

de l’infection, même après 10-12h, alors qu’une grande partie de la quantité de Dok-2 est 

diminuée. Ainsi, la phosphorylation de Dok-2 et Dok-1 dans les cellules T infectées pourrait être 

une stratégie utilisée par le VHS-1 pour atténuer le signal provenant du TCR, empêchant alors 

l’activation des cellules T.  

2.3 VP11/12 est nécessaire pour la phosphorylation et la régulation à 
la baisse de l’expression de la protéine Dok-2 

 Nous avons aussi montré que la phosphorylation de Dok-2 était clairement diminuée en 

l’absence de VP11/12. Cette observation n’était pas surprenante, car VP11/12 est requise pour 

la phosphorylation des SFK et que ces dernières phosphorylent les protéines Dok. Par contre, le 

niveau de phosphorylation de Dok-2 dans les cellules T infectées avec le virus déficient en 

VP11/12 (∆UL46) était encore plus faible que dans les cellules T non infectées. Cette observation 

indique que même en l’absence de VP11/12, le VHS-1 module l’activité de phosphatase ou de 

kinase et/ou l’accessibilité à leurs substrats dans les cellules Jurkat. VP11/12 est aussi 

nécessaire à la diminution de Dok-2, puisque le niveau d’expression de Dok-2 dans les Jurkat 

infectées avec le virus ∆UL46 était comparable à celui observé dans les cellules non infectées. 

Ces différences observées entre le virus de type sauvage (RUL46) et ∆UL46 ne sont pas dues à 

une incapacité du virus à se répliquer, puisqu’ils présentent une expression similaire de la sous-

unité large de la ribonucléotide réductase virale R1 évaluée par western blot, et un pourcentage 

similaire de cellules infectées évalué par cytométrie. Ainsi, l’ensemble de ces observations 
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démontrent que VP11/12 est requise pour la phosphorylation et pour la diminution de l’expression 

de Dok-2 lors de l’infection des cellules T par le VHS-1. 

2.4 VP11/12 interagit avec Dok-2 

 Nous n’avions pas pu identifier la phosphoprotéine de 90-95 kDa qui co-précipite avec 

Dok-2 comme étant VP11/12 par immunomarquage. Par contre, l’utilisation d’un virus exprimant 

la protéine VP11/12 fusionnée à la Green Fluorescent Protein (GFP) a permis de mettre en 

évidence que Dok-2 co-précipite avec VP11/12-GFP. Nos nombreuses tentatives pour identifier 

VP11/12 par immunomarquage anti-GFP suite à une IP-Dok-2 à partir de lysats de cellules T 

Jurkat infectées avec KOS37-UL46 GFP ont échoué. Ces échecs suggèrent alors que la 

proportion de VP11/12 associée avec Dok-2 était trop faible pour pouvoir être détectée par cette 

technique. Toutefois, l’évaluation de la phosphorylation des tyrosines suite à l’IP Dok-2 montre 

bien que la phosphoprotéine de 90-95 kDa qui co-précipite avec Dok-2 est remplacée par une 

phosphoprotéine de 120 kDa qui correspond probablement à la somme des poids moléculaires 

de VP11/12 (environ 90 kDa) et de la GFP (24 kDa). 

 En plus de Dok-2, VP11/12 interagit avec des phosphoprotéines de 65 kDa et 56 kDa. La 

faible bande phosphorylée à 95 kDa que l’on voit également dans les lysats de cellules T infectées 

par le virus KOS37-UL46 GFP pourrait correspondre à des produits de dégradation de la protéine 

de fusion VP11/12 GFP. La phosphoprotéine de 56 kDa correspond au moins en partie à la 

protéine Dok-2 phosphorylée mais probablement aussi à la kinase Lck. Différents éléments 

soutiennent cette hypothèse. En effet, cette phosphoprotéine de 56 kDa est toujours présente 

même lorsque l’on utilise un virus portant une mutation dans VP11/12 (KOS-37 UL46 GFP 

Y657F) abolissant son interaction avec Dok-2. Le deuxième élément découle d’une étude 

précédente qui rapporte que VP11/12 interagit avec Lck et que le virus KOS-37 UL46 GFP Y657F 

retient la capacité de lier Lck (Strunk et al., 2013). Enfin, nous avons observé que cette 

phosphoprotéine de 56 kDa est absente lorsque l’on utilise un virus portant une mutation dans 

VP11/12 abolissant son interaction avec Lck. La phosphoprotéine de 65 kDa pourrait 

correspondre à Shc puisque VP11/12 est aussi capable d’interagir avec cette protéine (Strunk et 

al., 2013). Toutefois cette phosphoprotéine de 65 kDa est toujours présente lorsqu’on utilise un 

virus portant une mutation dans VP11/12 abolissant son interaction avec Shc, alors elle pourrait 

également correspondre à une ou plusieurs autres protéines. Dok-1 semble être un bon candidat. 

Elle pourrait se lier directement à VP11/12 ou par l’intermédiaire de Dok-2 en formant des hétéro-

oligodimères avec Dok-2. Néanmoins, des analyses supplémentaires seraient nécessaires pour 
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identifier les phosphoprotéines de 56 kDa et de 65 kDa. Par ailleurs, il a été montré que VP11/12 

interagit avec la sous-unité p85 de la PI3K et Grb2 dans les cellules Jurkat (Strunk et al., 2013). 

De plus, Dok-2 interagit avec une phosphoprotéine de 37 kDa que nous n’avons pas encore 

identifié. Ainsi, VP11/12 et Dok-2 font partie d’un complexe multiprotéique où tous les éléments 

n’ont pas encore été identifiés. Ces différents éléments pourraient être identifiés par 

spectrométrie de masse puis confirmés par immunomarquage. 

 VP11/12, comme toutes les protéines virales du tégument, sont relâchées dans le 

cytoplasme suite à l’entrée de la particule virale dans la cellule. Nous avons vu que Dok-2 est 

phosphorylée dès 2 hpi et que VP11/12 est nécessaire à sa phosphorylation. Ce serait alors 

VP11/12 apportée par la particule virale qui serait responsable de la phosphorylation de Dok-2 et 

non VP11/12 de novo synthétisée, bien qu’elle pourrait participer à l’amplification de la 

phosphorylation dans des heures plus tardives de l’infection. Nous ne pouvons pas exclure que 

Dok-2 soit phosphorylée dans des temps plus précoces dans l’infection puisque le VHS-1 entre 

dans la cellule dans les trente premières minutes et cela reste à déterminer (Fuller et al., 1989; 

Sodeik et al., 1997). Nous avons observé que l’infection des cellules T avec un virus déficient en 

VP11/12 ou un virus portant des mutations dans la partie C-ter de VP11/12 abolissant sa liaison 

aux SFKs (KOS-37 UL46 GFP Y613F/Y624F) n’induit pas la phosphorylation de la protéine Dok-

2. Ainsi, nos résultats suggèrent que la phosphorylation de Dok-2 nécessite l’activation des SFKs 

qui est induite par VP11/12. VP11/12 se localise à la membrane plasmique suite à l’entrée de la 

particule virale ou à des étapes plus tardives de l’infection précédant l’assemblage des virions 

néo-synthétisés (Murphy et al., 2008; Willard, 2002). VP11/12 pourrait donc recruter Dok-2 à la 

membrane plasmique suite à l’entrée de la particule virale dans les cellules T. L’interaction de 

VP11/12 avec Dok-2 et avec Lck permettrait probablement un rapprochement de Dok-2 et Lck, 

et la phosphorylation de Dok-2 par Lck. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que la 

phosphorylation de Dok-2 soit réalisée par des kinases Lck n’interagissant pas avec VP11/12. 

 Nous avons également montré que l’interaction de Dok-2 avec VP11/12 est dépendante 

de la phosphorylation de VP11/12. Nos résultats suggèrent que Dok-2 se lie à un motif contenant 

une ou plusieurs tyrosines phosphorylées dans la séquence de VP11/12. Une étude suggère que 

l’interaction de Dok-2 avec LAT se produit via le complexe Grb2/SHIP (Dong et al., 2006). Puisque 

VP11/12 s’associe avec Grb2 (Strunk et al., 2013), nous avons testé la possibilité que Dok-2 

interagit avec VP11/12 via Grb2 ou alors que le motif reconnu par Grb2 soit également reconnu 

par Dok-2. Pour cela, nous avons infecté les Jurkat avec un virus portant une mutation dans le 

motif Y633ENV situé dans la partie C-ter de VP11/12 abolissant sa liaison avec Grb2 (KOS-37 
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UL46 GFP Y633F). Ce virus a conservé son habilité à phosphoryler et à diminuer l’expression de 

Dok-2, et surtout à maintenir l’interaction entre Dok-2 et VP11/12-GFP. Nous avons donc déduit 

que le motif Y633ENV n’est pas requis pour l’interaction entre Dok-2 et VP11/12. Une autre 

possibilité découle d’une étude précédente qui rapporte, par l’utilisation d’une méthode 

combinatoire basée sur une librairie de peptides, que le domaine PTB de Dok-1 reconnait de 

manière préférentielle une tyrosine phosphorylée contenue dans un motif consensus 

Y/MXXNXLpY (Songyang et al., 2001). Nous avons alors testé si la tyrosine Y657 contenue dans 

le motif 651EAENPLY657 situé dans la partie C-ter de VP11/12 représente le site de liaison de la 

protéine Dok-2. Nous n’avons plus observé la phosphorylation ni la diminution de l’expression de 

Dok-2 suite à l’IP-Dok-2 à partir des lysats de cellules T infectées avec un virus portant une 

mutation dans le motif NPLY657 de VP11/12 abolissant sa liaison avec Shc (KOS-37 UL46 GFP 

Y657F). De plus, nous n’avons plus observé la co-pécipitation de Dok-2 avec VP11/12-GFP suite 

à l’infection des cellules T avec KOS-37 UL46 GFP Y657F. Ainsi, nos résultats mettent en 

évidence que le motif NPLY657 de liaison à la protéine Shc de VP11/12 est nécessaire pour la 

liaison à Dok-2, sa phosphorylation et sa diminution suite à l’infection des cellules T par le VHS-

1. Bien que le virus déficient pour la liaison à Shc conserve la capacité à activer les SFKs, cela 

ne suffit pas pour assurer la phosphorylation de Dok-2. Ainsi cette observation soutient davantage 

le modèle proposé plus haut, où l’interaction de VP11/12 avec Dok-2 permet le rapprochement 

de Dok-2 aux SFKs qui à leur tour pourraient phosphoryler Dok-2. Toutefois, nous ne pouvons 

pas exclure que l’interaction entre Dok-2 et VP11/12 soit indirecte et s’effectue par l’intermédiaire 

de la protéine Shc ou d’autres protéines virales ou cellulaires. 

2.5 Rôle spécifique de Dok-1 et de Dok-2 au cours de l’infection des 
cellules T par le VHS-1 

 Nous avons mis en évidence que le VHS-1 induit la phosphorylation de Dok-1. Cependant, 

nous n’avons pas été capables de montrer une interaction entre VP11/12 et Dok-1. Il est possible 

que le niveau d’expression de Dok-1 soit trop faible pour être détecté par immunomarquage ou 

alors que la phosphorylation de Dok-1 implique d’autres mécanismes moléculaires que ceux 

utilisés par Dok-2. De plus, une étude rapporte que le motif NPLY situé dans le récepteur CD200 

lie le domaine PTB de Dok-2 avec une affinité dix fois plus élevée que celui de Dok-1 (Mihrshahi 

et al., 2009; Songyang et al., 2001). Plus encore, nous avons observé une diminution de 

l’expression de Dok-2 et non de Dok-1 suite à l’infection des cellules T par le VHS-1. Nos résultats 

sont cohérents avec des observations précédentes où une diminution spécifique de l’expression 
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de Dok-2 a lieu en réponse à la stimulation du TCR (Laroche-Lefebvre et al., 2016). Cette 

différence de régulation entre Dok-1 et Dok-2 a aussi été rapportée dans d’autres études. Par 

exemple, dans les macrophages, seule la protéine Dok-1 est dégradée suite à la stimulation avec 

le LPS (Shinohara et al., 2005) et seule l’expression de Dok-2 est augmentée en réponse à la 

cytokine M-CSF (Suzu et al., 2000). Dans les plaquettes, seule la protéine Dok-2 est 

phosphorylée suite à la stimulation avec le collagène, et la cinétique de phosphorylation de Dok-

1 et Dok-2 est différente en réponse à la thrombine (Hughan & Watson, 2007). De plus, seule 

Dok-1 est exprimée dans les lymphocytes B (Yasuda et al., 2007). L’ensemble de ces rapports 

évoquent que ces protéines étroitement apparentées possèdent certainement des fonctions 

distinctes. 

2.6 Implication des Dok dans la modulation de la signalisation en aval 
du TCR par le VHS-1 

 De nombreuses études rapportent la capacité du VHS-1 à inhiber les fonctions effectrices 

des CTL, à savoir leur capacité à libérer des granules cytolytiques et à synthétiser des cytokines 

(Aubert et al., 2006; Confer et al., 1990; Jerome et al., 2001; Posavad et al., 1993; Posavad et 

al., 1994; Posavad & Rosenthal, 1992; Sloan et al., 2003). Cette inhibition des fonctions 

effectrices des cellules T passe par la capacité du VHS-1 à inhiber la signalisation du TCR comme 

la phosphorylation de LAT, et de ERK1/2 (Sloan et al., 2006; Sloan & Jerome, 2007; Yang et al., 

2015). Toutefois, les mécanismes moléculaires impliqués dans l’inhibition ne sont pas encore 

clairement élucidés. Il est possible que la phosphorylation des résidus tyrosines des protéines 

Dok induite par le VHS-1 soit impliquée dans les processus d’inhibition des cellules T. Cependant, 

en l’absence de VP11/12, nous avons démontré que Dok-2 n’est pas phosphorylée. De plus, une 

étude rapporte qu’en l’absence de VP11/12, le VHS-1 conserve sa capacité à inhiber la 

signalisation du TCR, du moins à inhiber la phosphorylation de ERK1/2 (Zahariadis et al., 2008). 

Par conséquent, il semble peu probable que l'inhibition de la signalisation du TCR induite par le 

VHS-1 dépende entièrement de Dok-2. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que Dok-1 soit 

impliquée dans l’inhibition de la signalisation du TCR par le VHS-1. Des analyses 

supplémentaires sont nécessaires pour caractériser les déterminants viraux et/ou cellulaires à 

l’origine de la phosphorylation des Dok et les voies de signalisation influencées en aval du TCR 

lors de l’infection des cellules T par le VHS-1. 

 L’implication de Dok-1 et Dok-2 dans différentes voies de signalisation induites par le 

VHS-1 serait intéressante à investiguer dans les cellules T. En effet, VP11/12 induit l’activation 
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de p85 PI3K et Akt dans les cellules T en l’absence de l’engagement du TCR (Wagner & Smiley, 

2011). VP11/12 forme un complexe avec Lck, Grb2 et p85 PI3K qui est nécessaire à l’activation 

de Akt (Strunk et al., 2016). À priori, VP11/12 comportant une mutation dans le motif NPLY657 

conserve sa capacité à phosphoryler Akt lors de l’infection des cellules fibroblastes avec le virus 

KOS-37 UL46 GFP Y657F (Strunk et al., 2016). Or, nous avons montré dans notre étude que le 

motif NPLY657 est important pour la phosphorylation et la diminution de l’expression de Dok-2 lors 

de l’infection des cellules T par le VHS-1. Ainsi, il serait peu probable que la phosphorylation et/ou 

la diminution de la potéine Dok-2 soit impliquée dans l’activation de PI3K/AKT dans les cellules 

T.  

 Enfin, il conviendrait d’investiguer l’implication du complexe VP11/12/Dok-2 dans les voies 

de signalisation en aval du TCR dans des cellules T primaires. L’utilisation de cellules Jurkat pour 

révéler les fonctions du complexe VP11/12/Dok-2 a ses limites ou contraintes. En effet, les Jurkat 

ont perdu l’expression de SHIP et PTEN (Abraham & Weiss, 2004; Freeburn et al., 2002). Or ces 

phosphatases sont importantes dans la génération des phosphoinositides et de ce fait dans le 

recrutement et la phosphorylation des protéines Dok. De plus, SHIP participerait via le complexe 

SHIP/Dok-2/Grb2 à l’inhibition de l’activation de la signalisation du TCR en se liant à LAT (Dong 

et al., 2006). Nous disposons d’un outil qui permettrait d’éclaircir davantage la relevance de la 

modulation de l’activation des Dok par le VHS-1 dans les voies de signalisation via l’utilisation de 

cellules T primaires déficientes en Dok-1 et/ou Dok-2. 

2.7 Mécanismes possibles à l’origine de la diminution de l’expression 
de Dok-2 

 Nous avons vu que la diminution de l’expression de Dok-2 est dépendante de sa 

phosphorylation. Des études précédentes rapportent que l’activité des tyrosines kinases telles 

que p210bcr-abl, v-Src, et Brk (Breast tumor Kinase) régule à la baisse l’expression de Dok-1 

(Janas & Van Aelst, 2011; Miah et al., 2014) via la voie ubiquitine/protéasome (Janas & Van Aelst, 

2011; Miah et al., 2014). De la même façon, le VHS-1 pourrait affecter la stabilité de Dok-2 en 

favorisant sa phosphorylation puis son ubiquitination et sa dégradation via la voie ubiquitine-

protéasome. La protéine virale ICP0 possède une activité E3 ubiquitine ligase. Elle est impliquée 

dans la dégradation de nombreuses protéines cellulaires, comme la sous-unité p50 de NF-κB, 

MyD88 ou encore le senseur à ADN IFI16 dans le but de contrecarrer l’immunité innée (Lanfranca 

et al., 2014). Il a aussi été montré que VP11/12 est partiellement dégradée par ICP0 d'une 

manière dépendante du protéasome au cours de l'infection par le VHS-1 (Lin et al., 2004). Il 
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conviendrait alors de déterminer si ICP0 est impliquée dans le mécanisme de dégradation de 

Dok-2 lors de l’infection des cellules T. Nous disposons au laboratoire d’un virus déficient en 

ICP0. Nous pourrions évaluer si, en l’absence d’ICP0, l’expression de Dok-2 est restaurée lors 

de l’infection des Jurkat. 

2.8 Modèle proposé 

 Nous proposons que dans le cadre de l'infection des cellules T par le VHS-1, Dok-2 est 

recrutée à la membrane par VP11/12. Une fois à la membrane, Dok-2 est phosphorylée par Lck 

associée à VP11/12 (Figure 4.1). Le complexe VP11/12/Dok-2 est probablement associé à 

d'autres éléments non identifiés qui cibleraient Dok-2 pour sa dégradation. D'autres études sont 

nécessaires pour élucider les voies de signalisation spécifiques qui sont modulées par le 

complexe VP11/12/Dok-2. La phosphorylation et la dégradation de Dok-2 médiée par VP11/12 

représentent probablement des étapes essentielles dans la stratégie développée par le VHS-1 

pour inactiver les cellules T et pourraient révéler des mécanismes inconnus impliqués dans la 

régulation des protéines Dok médiée par TCR/CD28. 

Figure 4.1 : L’interaction de VP11/12 avec Dok-2 conduit à la phosphorylation et à la dégradation de 
Dok-2.  
Suite à l’infection des cellules T par le VHS-1, VP11/12 localisée à la membrane plasmique active les SFK 
et interagit avec Lck via ses résidus tyrosines phosphorylés en position 613 et 624 représentés en brun. 
VP11/12 recrute Dok-2 à la membrane plasmique et interagit avec Dok-2 via son résidu tyrosine 
phosphorylé en position 657 représenté en brun. Lck va alors phosphoryler Dok-2 sur différents résidus 
tyrosines en position non déterminée (P représentés en noires). L’interaction de Dok-2 avec VP11/12 et la 
phosphorylation de Dok-2 induit par VP11/12 conduit à la dégradation de Dok-2. Les P en bleu représentent 
des résidus tyrosines phosphorylés connus et impliqués dans l’interaction avec p85 PI3K (Y519) et Grb2 
(Y633). P représente la phosphorylation d’une tyrosine ; PH, domaine pleckstrin homology ; PTB, domaine 
phosphotyrosine-binding ; Cter, domaine carboxyterminal.  
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 Les travaux présentés dans cette thèse avaient pour but d’élucider le rôle des protéines 

Dok-1 et Dok-2 dans l’infection par le VHS-1. Nous avons démontré que Dok-1 et Dok-2 modulent 

positivement la réponse T CD8+ dirigée contre le VHS-1 dans un modèle murin d’infection 

oculaire. Dok-1 et Dok-2 promeuvent le maintien des lymphocytes T CD8+ gB-spécifiques lors de 

l’infection par le VHS-1 et le maintien de la latence du VHS-1 dans les TG. Nos travaux ont permis 

de mettre en évidence que les protéines Dok sont des régulateurs cellulaires importants dans la 

formation de la réponse mémoire lors d’une infection virale. Nous proposons que les protéines 

Dok-1 et Dok-2 agissent comme des « freins » qui permettent aux cellules T CD8+ de retourner 

à l’état de quiescence et de survivre. Nous avons également montré que le VHS-1 cible les 

protéines Dok lors de l’infection des cellules T. Le VHS-1 induit la phosphorylation de Dok-1 et 

Dok-2 et la dégradation sélective de Dok-2. La phosphorylation des Dok et la dégradation de Dok-

2 induites par le VHS-1 pourraient être cruciales in vivo, et porter préjudice à l’activation et à la 

survie des cellules T spécifiques au virus. Nous proposons que la capacité du VHS-1 à cibler les 

protéines Dok constitue un mécanisme d’évasion immunitaire. Le VHS-1 pourrait infecter les 

cellules T dans les ganglions nerveux sensitifs où il est décrit que les lymphocytes T CD8+ 

spécifiques au VHS-1 forment des contacts étroits avec les neurones infectés par le VHS-1 

(Khanna et al., 2003; Verjans et al., 2007). Cette possibilité pourrait être testée par cytométrie en 

flux à l’aide d’anticorps dirigés contre le VHS-1 ou à l’aide d’un virus exprimant une protéine 

fluorescente, un outil que nous disposons au laboratoire (Rochette et al., 2014).  

 Nous avons aussi démontré que la phosphorylation et la dégradation de Dok-2 

nécessitent la protéine virale VP11/12 encodée par le gène UL46. UL46 est un gène conservé à 

travers les alphaherpesvirus mais il ne semble pas l’être à travers les beta-, et les 

gammaherpesvirus (Kelly et al., 2009). Plus encore, les motifs impliqués dans l’interaction avec 

les SFK ou Shc/Dok-2 sont conservés seulement chez le VHS-1 et le VHS-2 et des membres 

étroitement liés au genre Simplexvirus (Strunk et al., 2013). La capacité à moduler l’activité et 

l’expression de Dok-2 via VP11/12 serait alors exclusive au VHS-1 et au VHS-2, qui sont des 

virus majoritairement neurotropes et qui établissent leur latence dans les ganglions nerveux. En 

perspective, il serait intéressant d’évaluer l’impact de VP11/12 in vivo sur la réponse immune anti-

VHS-1 au cours de l’infection et sur la réactivation virale. Différents aspects pourront être 

investigués. Tout d’abord, il conviendrait de confirmer, par cytométrie en flux, l’impact de VP11/12 

sur la phosphorylation et l’expression des Dok dans les cellules T suite à l’infection aiguë des 

souris par un virus déficient en VP11/12 ou le virus de type sauvage. Nous privilégierons l’analyse 

des cellules T provenant des TG car l’infection de ces cellules y serait plus favorable lors des 

contacts étroits établis entre les cellules T spécifiques au VHS-1 et les neurones infectés. On 
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pourrait s’attendre, en évaluant strictement la population de cellules T infectées par le VHS-1, 

que la phosphorylation des Dok, évaluée par un anticorps dirigé contre les tyrosines 

phosphorylées, soit diminuée et que le niveau d’expression des Dok, évalué par un anticorps 

dirigé contre la partie C-ter, soit augmenté en l’absence de VP11/12.  Puis, il serait intéressant 

d’évaluer si la phosphorylation et la dégradation des Dok induite par VP11/12 constitue un 

mécanisme d’évasion in vivo par l’utilisation du virus déficient en VP11/12 ou le virus mutant 

incapable de maintenir l’interaction entre VP11/12 et Dok-2 (KOS-37 UL46 GFP Y657F). Pour 

cela, puisque la phosphorylation des Dok est associée à la régulation négative du TCR (Mashima 

et al., 2009), nous pourrons évaluer l’impact de VP11/12 sur les fonctions effectrices des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-1, plus particulièrement ceux présents dans les TG 

durant la phase aiguë. On pourrait s’attendre à un effet sur les fonctions effectrices en l’absence 

de VP11/12. De plus, puisque l’absence des Dok a été associée à une diminution de la réponse 

T CD8+ spécifique au VHS-1 durant la phase aiguë et à un défaut de la formation de la réponse 

mémoire (Lahmidi et al., 2017), on pourrait s’attendre à une augmentation des lymphocytes 

spécifiques au VHS-1 notamment dans les TG en l’absence de VP11/12. Enfin, il conviendrait 

d’évaluer l’impact de VP11/12 durant la latence et sur la réactivation du VHS-1. Durant la latence, 

on ne s’attendrait pas à ce que VP11/12, une protéine à cinétique tardive, soit exprimée. 

Toutefois, l’infection latente est dynamique. En effet, des périodes dites "d’animation" se 

produisent durant lesquelles les gènes lytiques sont exprimés qui n’aboutissent pas 

nécessairement à une réactivation virale complète avec la production de particules virales (Cliffe 

& Wilson, 2017). Ainsi, il est posssible que VP11/12 soit exprimée durant l’infection latente. Nous 

pourrions donc tester l’impact de VP11/12 sur les fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ 

résidents dans les TG durant la période de latence. Enfin, il conviendrait d’évaluer l’impact de 

VP11/12 sur la réactivation virale induite in vivo par l’exposition des yeux des souris aux rayons 

UV-B suite à l’établissement de la latence (BenMohamed et al., 2016). Puisque, nous avons 

observé une augmentation de la réactivation virale ex vivo en l’absence des Dok, on s’attendrait 

à une diminution de la fréquence de réactivation du VHS-1 en l’absence de VP11/12. 

 Une grande partie de la population mondiale est infectée par le VHS-1. La conception d’un 

traitement thérapeutique efficace permettrait de réduire la propagation du VHS-1 et la récurrence 

des réactivations virales qui peuvent aboutir à des pathologies sévères. Actuellement, les essais 

cliniques de vaccins développés contre le VHS-1 ont tous échoués chez l’homme (Chentoufi et 

al., 2012; Dudek & Knipe, 2011; Sandgren et al., 2016). Ainsi, la compréhension des mécanismes 

impliquant Dok-1 et Dok-2 dans la formation/survie des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VHS-

1 serait un atout majeur pour le développement de thérapies préventives contre la réactivation du 
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VHS-1. En effet, différentes études suggèrent que les stratégies visant à augmenter la population 

de lymphocytes T CD8+ résidents dans les TG pourraient inhiber la réactivation du VHS-1 

réduisant potentiellement la fréquence des pathologies récurrentes. L’augmentation du nombre 

et des capacités effectrices des lymphocytes T CD8+ effecteurs mémoires spécifiques au VHS-1 

dans les TG lors de la latence a été associée à une réduction de la maladie herpétique récurrente 

dans un modèle murin de réactivation (Khan et al., 2017). Nos travaux ont montré que l’absence 

des protéines Dok-1 et Dok-2 affecte davantage la survie des TEM que les TCM. L’élucidation des 

mécanismes impliquant Dok-1 et Dok-2 dans la survie des TEM semble être prometteuse pour le 

développement d’immunothérapies efficaces contre le VHS-1. 
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Annexe 1 : L’absence de Dok-1 et Dok-2 n’affecte pas le nombre de cellules T CD8+ 

dans la rate. 

 

 

 

Les souris WT et DKO ont été infectées par le VHS-1 ou non. À 8 jours post-infection, la rate a 

été récoltée, dissociée puis marquée avec un anticorps anti-CD3 et un anti-CD8. Le graphique 

montre le nombre absolu (Nb) de cellules T CD8+ dans la rate. Les résultats sont issus de quatre 

expériences indépendantes où chaque symbole représente une souris individuelle. La barre 

horizontale indique la moyenne (+/- SEM). Analyse statistique utilisant le test-t non paramétrique. 
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Annexe 2 : L'absence de Dok-1 ou l'absence de Dok-2 n'inhibe pas la réponse T 

CD8+ spécifique au VHS-1. 

 

 

Les souris WT, Dok-1 KO et Dok-2 KO ont été infectées à VHS-1 ou non. À 8 jours post-infection 

(jpi), la rate a été récoltée, dissociée puis marquée avec un anticorps anti-CD3, un anti-CD8 et 

les tétramères H2Kb-gB498-505 afin de quantifier les lymphocytes T CD8+ spécifiques à gB498-505. 

(A) "Dot-plot" représentatifs des lymphocytes T CD8+ spécifiques à gB sélectionnés sur la 

population de cellules CD3+. (B) Nombre absolu de lymphocytes T CD8+ spécifiques à gB (Nb 

Tet+ CD8+ T cells) dans les souris Dok-1 KO et WT. Les résultats sont issus de cinq expériences 

indépendantes où chaque symbole représente une souris individuelle. (C) Nombre absolu de 

lymphocytes T CD8+ spécifiques à gB dans les souris Dok-2 KO et WT. Les données présentées 

proviennent de quatre souris par condition sauf pour les souris WT et Dok-2 KO non infectées. 

La barre horizontale indique la moyenne (+/- SEM). Analyse statistique utilisant le test-t non 

paramétrique. 
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Annexe 3 : Diminution de l'expression de la protéine Dok-2 dans les cellules T 

primaires de souris. 

 

 

Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ ont été isolés et purifiés à partir de la rate de souris C57BL/6, 

puis ils ont été infectés ou non par le VHS-1 17 à une MOI (multiplicity of infection) de 50. Aux 

temps indiqués, les lysats cellulaires ont été immunomarqués avec un anticorps anti-Dok-2 (C-

ter), un anti-TK (protéine virale à cinétique précoce), un anti-gD (glycoprotéine virale à cinétique 

tardive), ou un anti-GAPDH. Poids moléculaires indiqués à gauche en kDa. Heures post-infection, 

hpi ; western blotting, WB. 
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