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RÉSUMÉ 

Le virus de l’herpès simplex 1 (VHS-1) infecte d’abord les cellules des muqueuses 

pour ensuite se propager vers les ganglions sensitifs où une infection persistante latente 

sera établie. Celui-ci peut se réactiver suite à différents stresses, causant ainsi des 

infections récurrentes au niveau des muqueuses. Dans un modèle murin d’infection 

oculaire, la protéine virale UL24 a été démontrée comme étant un déterminant de la 

pathogenèse virale. Lors d’une infection in vivo par un virus n’exprimant pas UL24 

(UL24X), on observe une diminution légère des titres viraux au niveau de la cornée, mais 

une diminution drastique des titres viraux dans les ganglions trigéminaux (TG) à 3 jours 

post-infection (jpi). Son absence est aussi associée à une diminution des taux de 

réactivation virale ex vivo dans un modèle d’explant de TG. Nous travaillons avec 

l’hypothèse de recherche qu’UL24 est un facteur de neuropathogenèse important en 

temps précoces lors de l’infection in vivo, ce qu’une étude in vivo et in situ plus 

approfondie nous a permis de tester. 

En premier lieu, nous avons tenté d’élucider la cause de la chute des titres viraux 

dans les TG en absence d’UL24. Des infections en contexte de cellules neuronales 

primaires ont démontré que cette protéine virale n’est pas un facteur essentiel à la 

réplication virale neuronale. Des analyses in situ par immunohistofluorescence contre 

des antigènes viraux ont démontré une réduction drastique du nombre de neurones 

infectés de façon productive à 3 jpi, révélant la cause de la chute des titres viraux en 

absence d’UL24. De plus, une réduction du nombre de neurone abritant du génome viral 

en absence d’UL24, détecté par hybridation in situ à 2 jpi, a démontré que cette protéine 

jouerait un rôle dans la dissémination de l’infection de la cornée vers les tissus 

neuronaux.  

En second lieu, nous avons poussé nos capacités à étudier une infection virale en 

contexte de tissus non-sectionnés via une stratégie qui combine une plateforme de 

microscopie multiphotonique multimodale et des virus exprimant des protéines 

fluorescentes en collaboration avec l’INRS-EMT. Nous avons construit des virus 

recombinants ayant un phénotype de type sauvage, et exprimant avec stabilité la protéine 
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fluorescente rouge (RFP) mCherry. Des TG non-sectionnés, infectés par vUs7-

8mCherry, nous ont permis de mettre au point la plateforme de microscopie multimodale. 

Nous avons réussi à optimiser la microscopie à fluorescence à 2-photons pour détecter 

en trois dimensions les cellules infectées exprimant mCherry. De plus, nous avons aussi 

réussi à optimiser la microscopie CARS, nous permettant de visualiser un signal 

intrinsèque à la myéline sur les axones. Finalement, nous avons été les premiers à 

conjuguer la microscopie CARS et la microscopie à fluorescence pour visualiser dans un 

tissu non-sectionné des neurones infectés par un virus, tout en conservant le contexte 

spatial tissulaire. 

En conclusions, nous avons identifié UL24 comme étant un nouveau facteur de 

dissémination virale de la périphérie vers les tissus neuronaux. La stratégie d’analyse 

d’infection in situ que nous avons développée via les virus exprimant une RFP est une 

preuve de concept importante permettant des études in vivo plus approfondies de virus 

neurotrope. Nos virus recombinants au phénotype de type sauvage pourront servir de 

plateforme pour y insérer des mutations et élucider le rôle de protéines virales, telle 

qu’UL24, dans la pathogenèse virale. Il serait intéressant d’utiliser des virus recombinant 

exprimant une RFP plus brillante que mCherry, telle la RFP tdTomato, afin de réduire le 

seuil de détection de cellules infectées lors d’analyse histologiques. De plus, il serait aussi 

intéressant d’étudier la réactivation virale in vivo du VHS-1 chez la souris, induite via 

l’injection d’un inhibiteur d’histone déacétylase (NaB). Enfin, l’induction de l’expression 

d’une RFP exprimée par le VHS-1 lors de la réactivation virale in vivo permettrait l’analyse 

des premières étapes de la réactivation virale in vivo et faciliterait l’étude de déterminants 

viraux de la réactivation virale in vivo. 

 

 

 

 

 

   Pierre-Alexandre Rochette                                                    Angela Pearson 
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 

1 Les virus herpès 

Nous côtoyons les virus herpès depuis très longtemps. La terminologie « Herpes » nous 

provient de la Grèce antique décrivant des lésions qui semblent ramper au niveau de la peau 

(Fields et al., 2007). Toutefois, considérant l’étiologie incertaine de ces lésions, il est plus exacte 

d’attribuer à Celsus, à Rome au premier siècle, la première description de lésions herpétiques 

(Fields et al., 2007). Aujourd’hui, l’on estime qu’au moins 80% de la population mondiale est 

infectée par le virus de l’herpès simplex 1 (VHS-1) (Liedtke et al., 1993). Malgré que l’infection 

par le VHS-1 chez un hôte en santé soit généralement bénigne, les symptômes peuvent devenir 

très sévères en absence d’un système immunitaire compétent (D. Kimberlin, 2004a, D. W. 

Kimberlin, 2004b, D. W. Kimberlin, 2004c, Mann et al., 1984, Rand et al., 1977). L’infection 

récurrente du VHS-1 peut parfois mener à des encéphalites virales très sévères (Baringer et al., 

1994, J. A. Nicoll et al., 1993). De plus, la récurrence de l’infection au niveau de la cornée est la 

première cause de cécité dans les pays développés due à une maladie infectieuse (Streilein et 

al., 1997). À ce jour, la seule classe d’agent antiviral disponible contre le VHS-1 est les analogues 

de la guanine, tel l’acyclovire (ACV), ciblant le métabolisme de l’ADN viral (Elion et al., 1977). 

L’ACV est converti en ACV-monophosphate (ACV-MP) par la thymidine kinase (TK) virale, lui 

permettant d’être converti en ACV-triposphate (ACV-TP) par des kinases cellulaires. L’ACV-TP 

inhibe la polymérase d’ADN virale. L’utilisation de l’ACV lors d’infections récurrentes peut mener 

à l’apparition de virus résistant à ce traitement (Morfin et al., 2003). Il est donc important 

d’améliorer nos connaissances fondamentales sur la biologie du VHS-1, afin d’alimenter la 

recherche appliquée et trouver de nouvelles cibles antivirales ainsi que développer des vaccins 

contre ces infections.  
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Figure 1.1 Le virion extracellulaire : La particule virale est composée de diverses glycoprotéines virales, 

ancrées dans une membrane bilipidique entourant le tégument qui consiste de plusieurs 

protéines virales et cellulaires. Au centre de la particule virale, l’on retrouve une nucléocapside 

virale icosahédrale qui contient un génome à ADN double brin de long de 152 kb. Inspiré de 

Timothy Paustian (Paustian, 2011). 

1.1 Les Herpesvirales 

L’ordre des Herpesvirales est divisé en trois familles : Les Alloherpesviridae infectant les 

poissons et amphibiens, les Malacoherpesviridae infectant les mollusques, et les Herpesviridae 

infectant les autres animaux (Davison, 2010).  

 

Les Herpesviridae, parmi les plus anciens virus infectant les eukaryotes, existent depuis 

maintenant 400 millions d’années, date à laquelle il est estimé que les alphaherpesvirinae se sont 

séparés d’un second groupe qui comprendra les sous-familles des betaherpesvirinae et des 

gammaherpesvirinae (McGeoch et al., 1995). Ces trois sous-familles de virus sont caractérisées 

par leur eveloppe dérivée de la cellule hôte, leur génome à ADN double-brin encapsidé, entouré 

du tégument (Figure 1.1). Ils ont comme propriété majeure leur capacité d’établir une infection 

persistante sous état latent (Fields et al., 2007). Nous retrouvons neuf virus de l’herpès humain 

(HHV) à travers ses trois sous-familles (Davison, 2010). 

 

1Figure 1.1 : Le virion extracellulaire 
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Les Alphaherpesvirinae humains comprennent le VHS-1, le virus de l’herpès simplex 2 

(VHS-2), du genre Simplexvirus, ainsi que le virus de la varicelle (VZV) du genre Varicellovirus. 

Les vius de cette sous-famille sont reconnus pour leur capaciter de se répliquer rapidement, et 

d’établir une infection latente dans les neurones (Fields et al., 2007). Une infection par un 

alphaherpesvirinae humain cause des lésions cutanées récurrentes lorsque le virus latent se 

réactive. Contrairement au VHS-1 et VHS-2, le VZV se réactive typiquement en vieil âge et cause 

une maladie connue sous le nom de zona (Fields et al., 2007). Ces trois virus ont le potentiel de 

causer des encéphalites virales chez des hôtes en santé (Baringer et al., 1994, J. A. Nicoll et al., 

1993). Ils sont de plus considérés comme virus opportunistes ; les symptômes associés à la 

maladie qu’ils causent peuvent devenir très sévères en absence d’un système immunitaire 

compétent.  

 

Le virus de l’herpès cercopithecine (B Virus), un alphaherpesvirinae, a la distinction d’être 

le seul virus d’herpès chez les primates pouvant causer une maladie extrêmement pathogénique 

chez les humains (Fields et al., 2007). Ce virus est endémique chez les macaques, et l’on estime 

une fréquence d’infection active à 2% (Huff et al., 2003a, Huff et al., 2003b, Weigler et al., 1993). 

Lors de l’infection chez l’humain, les sites principaux de réplication virale de ce virus sont la moelle 

épinière et le cervelet (Fields et al., 2007). La maladie engendre d’abord des symptômes similaires 

à la grippe, suivie d’une perte de sensation au site d’infection initial. Le tout se termine par une 

myélite transverse montante et d’un arrêt respiratoire. Sans traitements, 80% des infections 

humaines sont fatales (Fields et al., 2007). 

 

Les Betaherpesvirinae humains sont constitués du cytomégalovirus humain (HCMV) du 

genre Cytomégalovirus, ainsi que des virus de l’herpès humain 6A et 6B (HHV-6A et HHV-B) et 7 

(HHV-7) du genre Roseolovirus, agents causatifs de la roséole chez les enfants (Fields et al., 

2007). Les virus de cette sous-famille sont reconnus pour se répliquer plus lentement que les 

autres membres de la famille, et pour établir une infection latente dans les leucocytes. Le HHV-6 

quant à lui se démarque des autres virus de l’herpès humain par sa capacité d’établir une infection 

latente en intégrant son génome viral au niveau des télomères de certains chromosomes de l’hôte 

(Arbuckle et al., 2010, Flamand et al., 2010). Il est estimé que près de 70 millions d’individus 

possèdent le génome du HHV6 intégré au niveau de leurs chromosomes (Arbuckle et al., 2010, 

Morissette et al., 2010). Ces quatre virus sont ubiquitaires et démontrent une distribution 

mondiale, avec une infection latente établie chez la majorité des adultes. Chez un adulte 

immunocompromis, ces virus peuvent causer plusieurs maladies telles une pneumonie (HHV6, 
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HCMV), le rejet de greffe lors de transplantation de moelle osseuse (HHV6, HCMV) ou d’organes 

(HHV6, HHV7, HCMV) (Fields et al., 2007). Lors de transplantation, les infections latentes peuvent 

se réactiver et causer une maladie fibrillaire sévère, parfois mortelle. 

 

Finalement, la sous-famille des Gammaherpesvirinae humains est composée des genres 

Rhadinovirus et Lymphocryptovirus, comprenant le virus du sarcome de Kaposi (KSHV) et le virus 

d’Epstein-barr (EBV) respectivement (Fields et al., 2007, Roizman et al., 2001). Cette sous-famille 

est reconnue pour se répliquer à des rythmes plus variables que le reste de la famille, et pour 

avoir un potentiel oncogénique. L’établissement d’une infection latente par ces virus peuvent 

transformer la cellule infectée, principalement les lymphocytes B (Fields et al., 2007). Les 

maladies principales associées à EBV sont la mononucléose infectieuse, le lymphome de Burkitt, 

ainsi que le carcinome nasopharyngéale, et celle associé au KSHV est le sarcome de Kaposi 

chez les personnes immunodéficientes.  

1.2 Caractéristiques générales du VHS-1 

 Le VHS-1 est le virus prototypique de la famille des Herpesviridae. Son génome à ADN 

double-brin de 152 kilopaires de base (kbp) contient au moins 80 gènes sur plus (Fields et al., 

2007). Ce génome est séparé en deux régions de séquences uniques appelées région unique 

longe (UL) et unique courte (US) (Figure 1.2) (Wadsworth et al., 1975). Les gènes codés dans 

ces régions sont nommés selon le diminutif approprié, UL ou US, suivi de leur rang respectif. La 

région UL est flanquée de régions répétées appelées RL ou ab/a’b’, et la région US est flanquée 

des régions répétées appelées RS ou ac/a’c’ (Roizman, 1979, Wadsworth et al., 1975). Les six 

gènes présents dans les régions répétées se retrouvent en deux copies dans le génome du VHS-

1. Les 43 gènes ancestraux présents chez tous les Herpesviridae se retrouvent dans la région UL 

et jouent des rôles dans l’entrée du virus dans la cellule, dans la réplication de l’ADN viral, dans 

l’assemblage de la capside et l’encapsidation du génome viral, que dans la sortie du virion de la 

cellule hôte (Brown, 2007, Davison, 2002, McGeoch et al., 2006). Les gènes spécifiques au VHS-

1 se retrouvent dans la région US ainsi qu’à l’extrémité du segment UL, et jouent des rôles 

importants dans le tropisme cellulaire et dans les interactions hôte-pathogène (J. Brown, 2004, 

Brown, 2007). Finalement, lors de la réplication virale, les régions UL et US s’inversent à haute 

fréquence par des processus de recombinaison homologue, produisant quatre isomères distincts 

du génome viral, généralement équimolaire dépendamment de la souche virale (Hayward et al., 

1975).  
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Figure 1.2  Structure du génome viral : A) Les séquences uniques du VHS-1 sont regroupées en une 
région longue (UL) et en une région courte (US), flanquées de région répétées. Les différents 
gènes viraux sont identifiés par un préfix identifiant la région dans laquelle ils se retrouvent, 
suivi d’un chiffre identifiant leur position respective. B) Quatre isomères du génome viral sont 
produit par recombinaison homologue au niveau des régions répétées, permettant d’inverser 
l’orientation des régions UL et US. 

La nucléocapside de VHS-1 possède une symétrie icosahédrale de 125 nm de diamètre 

(Subak-Sharpe et al., 1998). Elle est formée de 162 capsomères composées de 13 protéines 

distinctes (VP5, VP19C, VP23, VP24, VP26, UL6, UL17, UL18, UL19, UL25, UL26, UL35, UL38) 

(Fields et al., 2007). La protéine virale VP5 est la protéine majeure de la capside, présente dans 

tous les pentons et hexons de la capside. Enfin, la porte d’entrée et de sortie du génome viral au 

niveau de la capside est composée de douze copies de la protéine virale UL6, formant un anneau. 

La capside virale est entourée du tégument, un ensemble de 23 protéines virales regroupées par 

interactions protéines/protéines (Loret et al., 2008). Le tégument est séparé qualitativement en 

tégument interne, à proximité de la nucléocapside virale, ainsi qu’en tégument externe, à proximité 

de l’enveloppe lipidique. Ces protéines jouent un rôle important lors des étapes précoces d’une 

nouvelle infection cellulaire. Elles sont impliquées dans le transport de la capside vers le noyau, 

dans la transactivation des gènes viraux, ainsi que dans les réponses contre les mécanismes de 

défense antiviraux intrinsèques (Fields et al., 2007, Loret et al., 2008). De plus, nous retrouvons 

au moins 49 protéines cellulaires faisant partie du tégument (Loret et al., 2008, Stegen et al., 

2013). Toutefois, elles s’y retrouvent en très faible quantité, voire de 1 à 4 copies par virion.  

2Figure 1.2 : Structure du génome viral 
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 Finalement, nous retrouvons douze protéines virales insérées dans l’enveloppe lipidique, 

dont huit glycoprotéines virales : gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gL, et gM (Loret et al., 2008, Stegen 

et al., 2013). Ces protéines sont entre autres impliquées dans l’adhésion initiale du virus à des 

récepteurs cellulaires, ainsi que dans l’évènement de fusion entre la membrane plasmique et 

l’enveloppe lipidique du virus. 

1.3 Le cycle de réplication virale 

1.3.1 L’entrée virale 

Le VHS-1 est considéré comme étant pantropique, pouvant infecter une gamme de cellule 

très variée (e.g. cellules épithéliales, immunitaires et neuronales) (Fields et al., 2007). La première 

interaction entre le virus et la cellule se fait via une interaction entre certaines glycoprotéines 

virales et des récepteurs cellulaires. Les glycoprotéines gC et gB permettent au virus d’adhérer 

aux cellules en interagissant avec les protéoglycans héparine sulfate (HSPG), et l’hétérodimère 

formé par les glycoprotéines gH et gL peut se lier aux intégrines (Laquerre et al., 1998, van Dyck 

et al., 2004). Les interactions avec les HSPG et les intégrines sont réversibles et permettent 

principalement aux glycoprotéines de fusion de se rapprocher de leurs récepteurs cellulaires et 

d’initier l’infection cellulaire. 

Il existe deux classes typiques de machinerie de fusion virale. La machinerie de fusion 

virale de type I décrit un homotrimère, clivé en une unité transmembranaire et une unité de surface 

(White et al., 2008). Suite à un signal activateur, l’homotrimère pénètre dans la cellule cible et se 

replie sur lui-même afin de rapprocher les membranes virales et cellulaires, et permettre l’échange 

de lipides. La machinerie de fusion virale de type II implique un heterodimère, où la protéine de 

fusion est retenue à la surface du virion par une seconde protéine. Une fois les protéines clivées, 

la glycoprotéine peut se lier à son récepteur et former un heterotrimère (White et al., 2008). La 

liaison avec le récepteur cellulaire produit un changement conformationnel irréversible qui expose 

une région hydrophobique de la protéine de fusion et permet son insertion dans la membrane 

cellulaire. La machinerie de fusion de classe III, telle celle du VHS-1, est atypique et partage des 

mécanismes de fusion avec les types I et II. Dans le VHS-1, elle est composée de quatre 

glycoprotéines virales (gB, gD, gH, et gL) (White et al., 2008). L’attachement du virus à la cellule 

permet à la glycoprotéine gD de se lier à ses récepteurs cellulaires, soit le récepteur du tumor 

necrosis factor (TNF), aussi appelé herpes virus entry mediator (HVEM), la Nectine-1, la Nectine-

2, ou les héparine-sulfates modifiées (3-OS-HS) (Campadelli-Fiume et al., 2000, Fields et al., 
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2007). La nectine-1 est exprimée dans plusieurs types cellulaires, dont les cellules épithéliales et 

neuronales (Campadelli-Fiume et al., 2000, Valyi-Nagy et al., 2004). gD pourra alors changer de 

conformation et signaler à gB et gH/gL d’initier la fusion avec la membrane plasmique. gB peut 

aussi se lier à des récepteurs nécessaires à la fusion du virus avec la cellule, tel paired 

immunoglobulin-like type 2 receptor alpha (PIRL, la myelin associated glycoprotein (MAG), et 

non-muscle myosin 2A (NM2a) (Arii et al., 2010, Campadelli-Fiume et al., 2000, Fields et al., 

2007). PIRL est exprimée par les cellules du système immunitaire ainsi que chez les neurones, 

MAG est exprimée préférentiellement dans les tissus neuronaux (Suenaga et al., 2010). Les deux 

protéines du VHS-1 impliquées directement dans l’acte de fusion sont gB et gH. gL sert 

principalement de chaperone à gH pour permettre le bon repliement de celle-ci et son intégration 

dans l’enveloppe virale (Laquerre et al., 1998). Bien que gH semble posséder des propriétés de 

protéines de fusion de type I (Duus et al., 1995, Farnsworth et al., 2007, Maresova et al., 2001, 

Subramanian et al., 2007), gB serait la protéine de fusion effectrice du complexe gB, gH/gL 

(Backovic et al., 2007, Hannah et al., 2009, Hannah et al., 2007).  

La fusion du virus avec la cellule se fait à la membrane plasmique, où la capside pourra 

être libérée dans le cytoplasme (Figure 1.3). L’entrée directe a d’abord été observée et 

caractérisée chez les cellules Vero et Hep2, puis dans des neurones (Fuller et al., 1992, Fuller et 

al., 1989, Fuller et al., 1987, Wittels et al., 1991). Toutefois, de nouvelles voies d’entrée pour le 

VHS-1 ont été caractérisées dans d’autres types cellulaires. L’entrée par endocytose dépendante 

d’un pH faible a été observée en contexte de cellules HeLa (Nicola et al., 2003). Une endocytose 

dépendante du pH a aussi été observée avec une version mutante du VHS-1 chez des cellules 

CHO exprimant la nectine-1, mais l’entrée procède par fusion direct lorsque les cellules CHO 

expriment la nectine-2 (Nicola et al., 2003). En contrepartie, l’entré par endocytose indépendant 

du pH a été observée dans une lignée de mélanome murin exprimant la nectine-1 humaine (C10) 

(Milne et al., 2005). On ignore par quels mécanismes la méthode d’entrée dans la cellule est 

déterminée. Il a été proposé que la présence d’un cytosquelette cortical dense pourrait prévenir 

l’entrée par fusion directe avec la membrane plasmique, et favoriser l’entrée par endocytose 

(Hoppe et al., 2006, Petermann et al., 2009, Rahn et al., 2011). Il se peut aussi que l’internalisation 

par endocytose, suite à l’interaction avec gD et son récepteur, nécessite la présence d’un second 

récepteur toujours non-identifié. 
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Figure 1.3 Le cycle de réplication virale : Le virion pénètre la cellule par fusion directe à la membrane 
plasmique, ou par endocytose pH dépendant ou indépendant, selon le type cellulaire. La 
nucléocapside virale sera partiellement détégumentée, et voyagera vers le noyau cellulaire via 
le réseau de microtubules. Le génome viral sera injecté dans le nucléoplasme au niveau des 
pores nucléaires et circularisé, puis les gènes viraux IE, E, et L seront exprimés suivant une 
cascade d’expression temporelle. L’expression des gènes gamma peut dépendre 

partiellement (1) ou entièrement (2) de la réplication du génome viral. Les concatémeres du 
génome viral seront clivés puis encapsidés. La nucléocapside virale sortira du noyau puis de 
la cellule par exocytose, via des étapes d’enveloppement et désenveloppement et de 
réenveloppement. 

3Figure 1.3 : Le cycle de réplication virale 
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1.3.2 Transport de la nucléocapside virale vers le noyau 

 Lors du relâchement de la capside virale dans la cellule, celle-ci doit 1) traverser le 

cytosquelette d’actine corticale, 2) se déplacer activement de la surface de la cellule vers le noyau 

pour y injecter le génome viral, 3) et déjouer les réponses cellulaires antivirales intrinsèques 

(figure 1.3). 

 Une fois la fusion entre le virus et la cellule complétée, la capside se retrouvera dans un 

réseau dense d’actine corticale. La liaison entre le virus et ses récepteurs cellulaires initie une 

cascade de signalisation menant à la phosphorylation de protéines cellulaires et à la 

dépolymérisation des microfilaments corticaux. Les voies de signalisation utilisées dépendent 

toutefois du type cellulaire en question. L’infection de cellules Madin-Darby canine kidney II 

(MDCKII) et de kératinocytes humains active la signalisation Rac1 et Cdc42; l’infection de 

neurones active la voie de signalisation EGFR et PI3K, qui active la cofiline et dépolymérise 

l’actine corticale (Petermann et al., 2009, Zheng et al., 2014). 

Il a été estimé que 231 ans seraient nécessaires pour que la capside voyage de 10 mm 

dans un axone par diffusion passive (Sodeik et al., 1997). Le VHS-1 capitalise sur le réseau de 

microtubule cellulaire afin de faciliter le transport de la capside vers le noyau. Cela requiert la 

présence de protéines cellulaires telles heat shock protein 90 (Hsp90), dynéine et dynactine, ainsi 

que certaines protéines du tégument (Zhong et al., 2014). Une protéine mineure de la capside, 

VP26 (UL35), a été démontrée comme étant à la fois importante pour le transport actif de la 

capside, mais aussi non-essentielle (Dohner et al., 2006). De plus, la présence du tégument 

interne augmente l’efficacité du transport de la capside vers le noyau (Wolfstein et al., 2006). Il a 

été observé qu’un complexe de protéine virale VP1/2 et UL37 voyage avec la capside et que ce 

complexe protéique colocalise avec celle-ci au niveau de la membrane nucléaire (Bucks et al., 

2007). Cela suggère la participation de VP1/2 et d'UL37 dans le transport actif de la capside vers 

le noyau. Lorsque la capside arrive à la membrane nucléaire externe (MNE), la nucléocapside 

s’accostera aux complexes de pores nucléaires (NPC) via un mécanisme dépendant de la  

importine et de la Ran-GTP, et expulsera son génome dans le nucléoplasme (Ojala et al., 2000). 

La protéine virale VP1-3 semblerait aussi jouer un rôle dans l’attachement aux NPC et dans la 

libération du génome viral (Ojala et al., 2000). 
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 Certaines protéines du tégument seront quant à elles libérées dans le cytoplasme pour 

faciliter l’établissement d’une infection productive. La protéine virale « virion host shutoff » (VHS) 

dégrade les ARN messagers (ARNm) cellulaires, diminuant la demi-vie de ces ARN et réduisant 

à la baisse la synthèse protéique cellulaire (Kwong et al., 1988). D’autres protéines virales 

voyageront indépendamment de la capside vers le nucléoplasme, tel VP16, afin d’aider à 

l’initiation de l’expression des gènes viraux (Antinone et al., 2010a, O'Hare et al., 1988). 

1.3.3 Expression temporelle des gènes viraux et réplication du génome viral 

 L’arrivée du génome viral dans le noyau sera suivi de l’expression des gènes viraux en 

phase séquentielle, ainsi que du remodelage extensif du nucléoplasme (figure 1.3) (Honess et al., 

1974). Les premiers gènes à être exprimés sont les gènes immédiats-précoces, aussi appelés 

gènes . Le promoteur de ces gènes possède des sites de liaison pour des facteurs de 

transcription cellulaire tels les facteurs de transcription Sp1 et Oct1, permettant leur expression 

(Nogueira et al., 2004, Whitlow et al., 2009). Toutefois, la protéine du tégument VP16 est un 

transactivateur génique important interagissant avec les facteurs de transcription cellulaires, et 

est essentiel à l’initiation de l’expression des gènes viraux  (Wysocka et al., 2003) Les cinq gènes 

immédiats-précoces sont ICP0, ICP4, ICP22, ICP27, et ICP47 (Ace et al., 1989, Honess et al., 

1974). Ceux-ci sont impliqués dans des mécanismes de défense contre les mécanismes 

antiviraux cellulaires, ainsi que dans la régulation des gènes viraux. La protéine virale ICP0 

dégrade plusieurs protéines cellulaires dont P53 ainsi que les corps nucléaires PML, via son 

activité d’E3-ubiquitine ligase (Boutell et al., 2003a, Boutell et al., 2003b, Everett et al., 2006, 

Everett et al., 2004). La protéine virale ICP47 inhibe la présentation antigénique aux cellules T, 

en interagissant avec la protéine cellulaire TAP impliquée dans le chargement de peptides au 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I (Ahn et al., 1996, Burgos et al., 2006b, 

Lacaille et al., 1998). La protéine virale ICP27 est impliquée à la fois dans l’inhibition de l’épissage 

alternatif des ARNm cellulaires et dans le transport des ARNm viraux hors du noyau afin de 

promouvoir leur traduction (Hann et al., 1998, Hardy et al., 1994, Pearson et al., 2004). ICP22 

quant à elle, inhibe l’expression génique en recrutant la kinase virale UL13 à l’ARN polymerase II 

(ARN pol II) afin de la phosphoryler (Bastian et al., 2009, Fraser et al., 2007, Rice et al., 1995). 

Finalement, la protéine virale ICP4 est nécessaire à l’expression des gènes viraux précoces, 

appelés gènes , ainsi que dans l’inhibition des gènes viraux  (DeLuca et al., 1984, Leopardi et 

al., 1995, Lium et al., 1996, Samaniego et al., 1995). 
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Les gènes  codent pour des protéines virales impliquées dans la production de nouveaux 

génomes viraux. Il existe chez le VHS-1 trois sites d’origine de la réplication; sept gènes  sont 

considérés comme étant essentiels et suffisants à la réplication virale à partir de ces sites (Conley 

et al., 1981, Marchetti et al., 1988, Parris et al., 1988, Purifoy et al., 1977, Schaffer et al., 1973, 

Stow, 1985, Stow et al., 1986, Weller et al., 1983, Weller et al., 1985). Ces gènes codent pour le 

complexe d’ADN polymérase virale (UL30, UL42), le complexe d‘ADN hélicase-primase (UL5, 

UL52, UL8), la protéine de liaison au site d’origine (UL9), ainsi que la protéine de liaison à l’ADN 

simple-brin ICP8 (UL29). 

D’autres protéines, impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques, sont 

considérées comme étant non-essentielles à la réplication virale telle la ribonucléotide reductase 

(UL39, UL40) et la thymidine kinase virale (UL23). Ces gènes sont toutefois considérés comme 

étant essentiels à la réplication du génome viral lors de l’infection de cellules en manque de 

nutriment, ou en état non-réplicatif, tel les neurones adultes où les cellules n’expriment aucun 

gène impliqué dans le métabolisme des acides nucléiques (Brandt et al., 1991, Cameron et al., 

1988, D. J. Goldstein et al., 1988a, D. J. Goldstein et al., 1988b, Jacobson et al., 1989a, Jacobson 

et al., 1989b).  

La réplication du génome viral à partir des trois sites d’origines de la réplication mène à la 

présence de concatémères complexes. De plus, la réplication du génome viral est hautement 

recombigénique. Des brins d’ADN homologues sont couramment échangés à l’intérieur du 

génome,  entre différents génomes viraux de virus homologues tel le VHS-1 et le VHS-2, ainsi 

qu’avec des plasmides contenant des séquences virales (Bruckner et al., 1992, Dutch et al., 1992, 

Hayward et al., 1975, Honess et al., 1980, Sheldrick et al., 1975, Smiley et al., 1990, P. C. Weber 

et al., 1988). L’existence d’isomères du génome viral, dont les régions UL et US sont inversées, 

implique des mécanismes de recombinaison homologue via les régions terminales et internes 

répétées (Bruckner et al., 1992, Dutch et al., 1992). Des virus mutants ne possédant pas les 

régions terminales et internes répétées peuvent se répliquer de façon efficace dans des lignées 

cellulaires immortalisées, mais sont sévèrement affectés pour la réplication virale dans des 

cellules primaires, suggérant un rôle spécifique de la recombinaison homologue in vivo. Les 

protéines du VHS-1 analogues aux recombinases Red  et  du phage  l’exonucléase alkaline 

(UL12) et ICP8, stimulent et favorisent la recombinaison homologue lors de la réplication virale 

(Schumacher et al., 2012, D. E. Wilkinson et al., 2004). Des protéines cellulaires, telles RAD51, 

RPA, et le complexe MRE11 jouant un rôle dans la liaison à l’ADN simple-brin et dans la 

recombinaison homologue cellulaire, pourraient aussi être impliquées (D. E. Wilkinson et al., 
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2004). Les mécanismes exacts et l’importance biologique de la recombinaison homologue chez 

les virus de l’herpès demeurent inconnus.  

Les gènes tardifs, appelés gènes  sont les derniers à être exprimés. L’expression de 

certains gènes tardifs dépend partiellement de la réplication du génome viral (gènes 1), tandis 

que pour d’autres, l’expression en dépend totalement (gènes 2) (Fields et al., 2007). Ces gènes 

codent pour des protéines structurales de virions infectieux (capside, tégument, glycoprotéines), 

pour des protéines impliquées dans l’encapsidation du génome viral, ainsi que pour des protéines 

impliquées dans les étapes de sortie des virions de la cellule. Au moins sept gènes viraux tardifs 

sont impliqués dans l’encapsidation des génomes viraux : UL6, UL15, UL17, UL25, UL28, UL32, 

et UL33 (al-Kobaisi et al., 1991, Baines et al., 1994, Baines et al., 1992, Cavalcoli et al., 1993, 

Chang et al., 1996, Lamberti et al., 1996, McNab et al., 1998, Patel et al., 1995, Poon et al., 1993, 

V. G. Preston et al., 1983, Reynolds et al., 2000, Salmon et al., 1998a, Salmon et al., 1998b, 

Sheaffer et al., 2001, Taus et al., 1998a, Taus et al., 1998b, Tengelsen et al., 1993, D. Yu et al., 

1997, D. Yu et al., 1998a, D. Yu et al., 1998b). Il a été proposé que le complexe composé d’UL15, 

d’UL28, et d’UL33 serve de terminase pour cliver l’ADN viral concatémérique en monomère 

(Heming et al., 2014). La protéine UL25 quant à elle servirait de bouchon pour retenir le génome 

viral dans la capside une fois encapsidé (Cockrell et al., 2009, McNab et al., 1998, Ogasawara et 

al., 2001). 

1.3.4 Sortie du virus 

Il existe trois modèles pouvant expliquer les mécanismes de sortie du virus du noyau 

(figure 1.4). Le premier modèle stipule que la capside acquiert son enveloppe via la fusion avec 

la membrane nucléaire interne (MNI), et que des vésicules de transport voyageront jusqu’à la 

membrane plasmique où les virus seront relâchés par exocytose (Leuzinger et al., 2005, Wild et 

al., 2005). Historiquement, le second modèle est celui du double enveloppement où les capsides 

seront d’abord enveloppées à la MNI puis relâchées au niveau de la MNE (Mettenleiter et al., 

2009). Le tégument sera acquis surtout dans le cytoplasme puis l’enveloppement final se fera 

avec des vésicules provenant du trans-golgi. Ces vésicules voyageront jusqu’à la membrane 

plasmique puis le virus sera relâché par exocytose. Finalement, le troisième modèle est celui du 

double enveloppement simple où une minorité des virions acquerra leur enveloppe à  la MNI; la 

majorité des virus sortira du noyau via des pores nucléaires élargis et acquerra l’enveloppe finale 

dans le cytoplasme (Leuzinger et al., 2005, Wild et al., 2005, Wild et al., 2009). Le modèle du 

double enveloppement est favorisé à ce jour (figure 1.3).  
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Malgré la présence de trois modèles de sortie nucléaire, le consensus est que la capside 

virale subit un enveloppement à la MNI (Figure 1.3). Pour se faire, la MNI et la lamina nucléaire 

doivent subir des changements afin de permettre à la capside d’être enveloppée (Scott et al., 

2001). Les protéines virales UL31 et UL34, la kinase virale Us3, ainsi que la kinase cellulaire PKC 

sont impliquées dans la modification de la MNI. La protéine UL31 agit comme compétiteur des 

lamines au sein de la MNI, les délogeant et affectant la composition de cette membrane (Reynolds 

et al., 2002). Son interaction avec UL34, une protéine virale ancrée dans la MNI, augmente la 

délocalisation des lamines nucléaires, tandis que la kinase cellulaire PKC dépolymérise les 

lamines (Bjerke et al., 2006, Hocevar et al., 1993, Leach et al., 2010). La kinase virale Us3 agit 

comme régulateur de l’activité du complexe UL31/UL34 sur les lamines via la phosphorylation de 

ces protéines virales (Bjerke et al., 2006). D’autres protéines virales pourraient aussi être 

impliquées dans l’enveloppement de la capside avec la MNI, tel les glycoprotéines gB, gD, et gM 

(Farnsworth et al., 2007, Johnson et al., 2011, Skepper et al., 2001). 

Figure 1.4  Modèles de sortie cellulaire : Trois modèles existent pour expliquer la sortie du virion de la 

cellule. 1) Le premier modèle décrit un enveloppement simple au niveau de la membrane 
nucléaire. 2) Le second modèle, majoritairement accepté, décrit un enveloppement primaire 
au niveau de la membrane nucléaire, ainsi qu’un enveloppement secondaire au niveau du 
cytoplasme. 3) Le troisième modèle suggère que la nucléocapside virale sort du noyau 
cellulaire via des pores nucléaires élargis, pour ensuite être tégumenté dans le cytoplasme et 
subir un enveloppement simple.  

4Figure 1.4 : Modèles de sortie cellulaire 
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 Une fois dans l’espace inter-membranaire, les vésicules fusionneront avec la MNE afin de 

relâcher les capsides dans le cytoplasme (Figure 1.3, 1.4). Ce processus pourrait impliquer les 

protéines virales UL20, gK, et VP16 puisqu’en leur absence, l’on observe une accumulation de 

capsides virales dans l’espace péri-nucléaire (Jayachandra et al., 1997, Mossman et al., 2000). 

Une délétion du gène Us3 du virus de la pseudo-rage (PRV), l’homologue porcin du VHS-1, 

démontre aussi une accumulation de capside dans l’espace périnucléaire, impliquant cette kinase 

dans les étapes d’enveloppement primaire (Wagenaar et al., 1995). Enfin, la présence d’Us3 

favorise la localisation d’UL34 à la membrane nucléaire (Bjerke et al., 2006, Mou et al., 2007, 

Ryckman et al., 2004). Cette observation ne semble toutefois pas impliquer la phosphorylation 

d’UL34 car la mutation du site de phosphorylation de cette protéine n’altère pas sa localisation à 

la membrane nucléaire (Ryckman et al., 2004). 

La tégumentation se déroule principalement dans le cytoplasme, progressivement via une 

série d’interactions entre protéines, formant d’abord le tégument interne, puis le tégument externe 

(Figure 1.3, 1.4). Ces protéines servent à connecter la capside à son enveloppe, et participent à 

l’entrée ainsi qu’à la sortie du virus de la cellule (Mettenleiter et al., 2006). La première couche du 

tégument interne est composée des protéines virales UL36 et UL19, formant les pentons de la 

capside, et interagissant avec la protéine virale UL37 (Cardone et al., 2012). Les étapes 

subséquentes de la tégumentation ne sont toujours pas élucidées. La protéine virale UL48 est 

une protéine majeure du tégument qui, en plus d’un rôle dans la transactivation des gènes , 

interagit avec les protéines UL49 et UL41 (VHS) dans le cytoplasme (Fuchs et al., 2002a, Lillycrop 

et al., 1993). Son absence mène à un défaut de la maturation des virions dans le cytoplasme. De 

plus, une étude suggère qu’elle interagit aussi avec les glycoprotéines gB, gD et gH (Q. Zhu et 

al., 1994). Ces données suggèrent qu’UL48 joue un rôle majeur dans la formation du tégument 

externe en connectant plusieurs protéines virales entres-elles, ainsi qu’en les connectant aux 

glycoprotéines virales. Enfin, la complexité de l’interactome des protéines du tégument révèle une 

certaine redondance des mécanismes de tégumentation et d’acquisition de l’enveloppe finale 

(Vittone et al., 2005). 

Lors de l’enveloppement secondaire, les capsides bourgeonnent dans des vésicules 

provenant du trans-golgi où les glycoprotéines virales sont insérées de sorte à ce que leur queue 

cytoplasmique soit en contact avec les protéines du tégument (Figure 1.3, 1.4) (McMillan et al., 

2001, Remillard-Labrosse et al., 2009, Sugimoto et al., 2008, Turcotte et al., 2005). Certaines 

glycoprotéines virales dites non-essentielles se sont révélées cruciales à l’acquisition de 

l’enveloppe finale. Des mutations dans le complexe protéique formé des glycoprotéines E et I 
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(gE/gI), ou des mutations en gM, peuvent avoir un impact léger sur la capacité de former des 

plages de lyses en culture cellulaire (Lee et al., 2009, Leege et al., 2009). Cependant, la 

combinaison de mutations en gM et en gE mène à un blocage de l’enveloppement, et ce malgré 

la capacité de la capside à acquérir son tégument (Farnsworth et al., 2003). Il a été démontré via 

la technique de double-hybride en levure que gE et gM interagissent tous deux avec UL49 

présente dans le tégument (Fuchs et al., 2002b). Cette redondance peut expliquer la présence 

d’un phénotype sévère seulement lorsque gE et gM sont tous deux mutés. Finalement, le 

complexe gE/gI s’accumule à des sites de contact entre cellules (Farnsworth et al., 2006b). Il a 

été suggéré que ces glycoprotéines s’associeraient à un récepteur intracellulaire au niveau de la 

membrane plasmique et permettraient la sortie directionnelle du virus pour faciliter l’infection 

intercellulaire. 

1.3.5 Réplication virale en contexte neuronal 

 Les neurones sont les cellules ciblées par le VHS-1 comme site d’établissement de la 

latence. Toutefois, le VHS-1 a dû s’adapter au faible métabolisme de nucléotides dans les 

neurones adultes afin de pouvoir s’y répliquer. La thymidine kinase (TK) virale, le complexe de 

ribonucléotide reductase (RR) virale, ainsi que la protéine virale 34.5, contribuent à la capacité 

du VHS-1 de se répliquer dans les neurones (Bolovan et al., 1994, Hay et al., 1995, Jacobson et 

al., 1989a).  

 TK virale (UL23) est une phosphotransférase impliquée dans le métabolisme des 

pyrimidines (Fields et al., 2007). Cette protéine phosphoryle la thymidine, formant la dTMP, 

permettant à celle-ci d’être reconnue par les kinases cellulaires et de produire de la dTTP 

essentielle à la réplication de l’ADN. Contrairement à la TK cellulaire, la TK virale peut agir sur 

une large gamme de substrats, tel des analogues de la guanine (Darby et al., 1981). 

 Le complexe RR virale, formé des sous-unités R1 (ICP6) et R2 (UL40), génère les 

déosyribonucléotides essentiels à la polymérisation de l’ADN (Boehmer et al., 1997). Ces deux 

sous-unités sont caractérisées par des cinétiques d’expression différentes et peuvent agir 

indépendamment l’une de l’autre. La sous-unité R1 est exprimée avec une cinétique immédiate 

précoce, possède une activité de protéine kinase (PK), et est associée à une activité anti-

apoptotique (Perkins et al., 2002). R2 quant à elle est exprimée avec une cinétique précoce et 

ainsi confère une cinétique précoce de l’activité de ribonucléotide réductase (Cohen et al., 1972). 

Il a été démontré que des mutations en R1, autant chez le VHS-1 que chez le VHS-2, réduit 
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drastiquement la neurovirulence chez la souris, ainsi que l’efficacité de réplication virale dans des 

neurones primaires et dans des cellules qui ne sont pas activement en division (Cameron et al., 

1988, Jacobson et al., 1989a). De plus, la protéine R1 interagit avec la caspase 8, protégeant 

ainsi les cellules de la mort cellulaire par apoptose (Chabaud et al., 2007, Dufour et al., 2011a, 

Dufour et al., 2011b, Langelier et al., 2002). En effet, contrairement à l’infection par un virus de 

type sauvage, l’infection de cellule HeLa par un mutant déficient en R1 ne peut empêcher 

l’induction de l’apoptose via l’ajout de TNF, via l’activation du récepteur Fas, ou via l’ajout de 

Poly (I - C) simulant la présence d’ARN double brin (Chabaud et al., 2007, Dufour et al., 2011a, 

Dufour et al., 2011b, Langelier et al., 2002).  

 La protéine virale 1 ICP34.5 joue une double fonction lors de l’infection. Elle agit comme 

antagoniste de la protéine cellulaire PKR afin de prévenir l’arrêt de la synthèse protéique par la 

cellule, et inhibe l’induction de l’autophagie (He et al., 1997, Leib et al., 2009, Orvedahl et al., 

2007). Lors d’infection in vivo, l’absence de cette protéine virale mène à une diminution sévère de 

la neurovirulence (Bolovan et al., 1994, Orvedahl et al., 2007). Contrairement aux lignées 

cellulaires épithéliales, l’infection de primaires tel les fibroblastes embryonnaires murins par un 

virus déficient en ICP34.5 ne peut se poursuivre dû à l’incapacité du virus à antagoniser la PKR 

(He et al., 1997, Wylie et al., 2009).  

1.3.6 Sortie cellulaire en contexte neuronal 

 Les neurones se distinguent des autres types cellulaires par le prolongement de leur 

cytoplasme sur de grandes distances en structures appelées axones. Le VHS-1 utilise ces axones 

afin de se disséminer sur de longue distance, en suivant les chemins synaptiques. Les 

mécanismes de sortie cellulaire du VHS-1 dans les neurones demeurent toutefois incompris. Deux 

modèles, appuyés par des expériences, existent afin de décrire le site d’enveloppement final du 

virion ainsi que la nature des particules virales voyageant le long de l’axone (Figure 1.5) 

(Kratchmarov et al., 2012). Le modèle marié stipule que la particule virale mature est formée au 

niveau du corps neuronale, et que des vésicules contenant les virions infectieux voyagent le long 

de l’axone jusqu’aux sites de sortie. Le second modèle, appelé le modèle séparé, décrit la sortie 

cellulaire comme étant le transport parallèle de capsides non-enveloppées et de vésicules 

contenant les glycoprotéines virales voyagent le long de l’axone, vers le site d’enveloppement 

finale et de sortie cellulaire aux régions distales de l’axone. 
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Figure 1.5 Modèles de sortie neuronale : Trois modèles existent pour expliquer l’enveloppement de la 
capside dans le neurone et la sortie aux terminaisons axonales. 1) Le premier modèle décrit le 
transport séparé le long de l’axone de la nucléocapside virale et de vésicules cytoplasmiques 
contenant les glycoprotéines virales, suivi de l’acquisition de l’enveloppe finale aux sites 
distaux de l’axone. 2) Un second modèle décrit le transport de vésicules cytoplasmiques 
possédant des glycoprotéines virales contenant la nucléocapside virale, et de vésicules 
cytoplasmiques contenant des glycoprotéines et des protéines du tégument, suivi de la 
formation du virion infectieux mature aux sites distaux. 3) Enfin, le dernier modèle décrit 
l’enveloppement finale au niveau du corps neuronal, suivi du transport axonal de la particule 
virale infectieuse mature vers les terminaisons axonales. Ce dernier modèle est présentement 
accepté. 

 En faveur du modèle marié, des études en microscopie électronique ont démontré la 

présence de capsides enveloppées le long des axones (Feierbach et al., 2007, Huang et al., 

2011). De plus, il a été observé en utilisant des versions de la glycoprotéine virale et de la protéine 

de capside Vp26, étiquetées avec les protéines fluorescentes GFP et mRFP respectivement, que 

celles-ci voyagent ensemble le long de l’axone lors d’une infection par le VHS-1 (Antinone et al., 

2010b). Cependant, dans certains cas, les auteurs ont identifiés du signal de VP26-mRFP 

voyageant en absence de gB-GFP. Toutefois, cette observation peut être expliquée par les 

niveaux de fluorescence associés à gB-GFP sous le seuil de détection de leurs expériences. 

 En contrepartie, le modèle séparé a été proposé suite à l’observation en microscopie 

électronique de capsides non-enveloppées dans les axones en chambre de Campenot, où la 

culture de neurones dans un anneau de téflon à plusieurs compartiments permet de séparer les 

5Figure 1.5 : Modèles de sortie neuronale 



36 
 

terminaisons axonales des corps neuronaux (Penfold et al., 1994). De plus, des capsides non-

enveloppées ont été observées dans les axones en présence d’un inhibiteur du système 

sécrétoire et de l’enveloppement final de la capside, la brefeldine-A (Dasgupta et al., 2001). 

Toutefois, d’autres études utilisant la brefeldine-A ont démontré un blocage complet de l’entrée 

des capsides dans les axones, compliquant ainsi l’interprétation des résultats (Snyder et al., 

2006). 

 Enfin, la protéine membranaire virale Us9 a été identifiée comme étant importante pour le 

transport antérograde des virions en interagissant avec la protéine motrice cellulaire Kif1A 

(Enquist et al., 2002, Kratchmarov et al., 2013, Snyder et al., 2008). Le modèle séparé est 

incompatible avec un rôle de Us9 dans le transport de glycoprotéines et de capsides dénudées le 

long de l’axone (Snyder et al., 2008). Une version révisée du modèle séparé a donc été proposée, 

où des capsides voyageraient indépendamment des glycoprotéines, dans des vésicules 

possédant uniquement la protéine virale membranaire Us9 (Snyder et al., 2008). Toutefois, ce 

dernier modèle ne concorde pas avec les observations initiales en microscopie électronique de 

capsides non-enveloppées le long des axones. Le modèle marié est présentement favorisé pour 

décrire la sortie cellulaire en contexte neuronale.  

2 Pathogenèse du VHS-1 

 Le VHS-1 est un virus neurotrope qui, suite à l’infection de cellules épithéliales, infecte les 

neurones sensitifs et entre en latence. L’infection des neurones se fait dans les terminaisons 

axonales innervant les muqueuses périphériques. Caractéristiquement, l’infection se disséminera 

vers le ganglion trigéminal (TG) lors de l’infection des muqueuses des lèvres et du visage. 

 Plusieurs protéines virales sont dites non-essentielles lors de l’infection virale en culture 

cellulaire. Cependant, certaines d’entre elle s’avèrent importantes lors d’infection in vivo. Ces 

protéines virales sont appelées des déterminants de la pathogenèse, et jouent des rôles 

spécialisés dans les mécanismes d’entrée et de sortie de l’infection latente, dans le tropisme 

cellulaire in vivo, dans la dissémination virale à travers des tissus animaux complexes, ainsi que 

dans les interactions avec le système immunitaire. 

2.1 Innervation sensorielle de la périphérie 

Les trois régions anatomiques du visage sont desservies en innervations 

somatosensorielles via trois nerfs : le nerf ophtalmique, le nerf maxillaire, et le nerf mandibulaire 
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(Netter, 1999, Ziyal et al., 2004). Les axones du nerf ophtalmique sont projetés au niveau du front, 

des paupières supérieures, de la cornée, de la conjonctive, des muqueuses des sinus frontales, 

éthmoidales, et sphenoidales, et au niveau du dorsum du nez. Le nerf maxillaire dessert la lèvre 

supérieure, les régions latérales du nez, une partie de la cavité orale, les muqueuses de la cavité 

nasale, le sinus maxillaire, la mâchoire supérieure, et le palais. Les axones du nerf mandibulaire 

sont projetés au niveau des pommettes du visage, de la lèvre inférieure, du menton, des dents 

inférieures, de la gencive, de la muqueuse de la mâchoire inférieure, du plancher de la bouche, 

et au niveau des deux tiers antérieures de la langue. Finalement, ces trois nerfs se regroupent au 

niveau de la base du crâne pour former le ganglion neuronal sensitif appelé ganglion trigéminal 

(TG). 

Les projections axonales au niveau du visage sont regroupées en fascicules : des 

regroupements de fibres nerveuses entourées de différents tissus conjonctifs nommés endonèvre 

et périnèvre (Netter, 1999, Ziyal et al., 2004). Tandis que l’endonèvre est composé de collagène 

et recouvre une fibre nerveuse, le périnèvre est composé de cellules myofibroblastes epithéloïdes 

et peut regrouper plusieurs fascicules. Enfin, certains gros regroupements de fascicules sont 

recouverts à leur tour d’une membrane dense composée de tissus connectifs appelés l’épinèvre. 

Des terminaisons axonales libres émanent des fascicules afin de sonder la périphérie pour de 

l’information somatosensorielle tel la localisation et la pression, et la douleur et la température. 

De plus, les branches du TG projettent aussi des fibres nerveuses à propriétés motrices. Ces 

fibres sont projetées vers des muscles impliqués dans la mastication et dans l’avalement, ainsi 

que vers le muscle de l’oreille interne (tensor tympani) impliqués dans l’étouffement des sons, tels 

que ceux produits lors de la mastication (Walker, 1990). 

La cornée est le tissu périphérique le plus densément innervé, desservit par le nerf 

ophtalmique du TG (J. He et al., 2010, Marfurt et al., 2010). Les fibres nerveuses pénètrent le 

globe oculaire uniformément via la périphérie, au niveau des régions basales de la cornée. Ces 

fibres nerveuses se ramifient graduellement en fibres nerveuses plus petites en traversant les 

différentes couches de l’œil, pour enfin rejoindre les cellules épithéliales de la surface. Les 

terminaisons axonales intraépithéliales sont elles aussi ramifiées à une densité de 608 

terminaisons par mm2 (Marfurt et al., 2010, Muller et al., 2003). Tout comme le reste du visage, 

l’innervation de la cornée joue un rôle somatosensoriel. Toutefois, les terminaisons axonales de 

la cornée jouent un rôle supplémentaire au niveau du maintien de l’intégrité de la cornée. Les 

neurones sécrètent des substances trophiques permettant l’homéostasie de la cornée, et activent 

des voies de signalisation du pont du système nerveux central pour stimuler certains réflexes tel 



38 
 

le clignement des yeux ainsi que la production de larmes (Marfurt et al., 2010). La communication 

de l’information entre cellules épithéliales, ainsi qu’entre les cellules épithéliales et les neurones, 

se fait par sécrétion de molécules dans le milieu extracellulaire, ainsi que par la présence 

d’hémicanaux (Oswald et al., 2012). Ce contact étroit entre les cellules épithéliales de la cornée 

et les terminaisons axonales permet un transfert rapide d’informations, telles les blessures à la 

cornée. Les neurones détectent certaines molécules associées à la mort cellulaire en périphérie, 

tels les nucléotides, via des récepteurs cellulaires purinergiques (P2), déclenchant une 

mobilisation intraneuronale de calcium (Oswald et al., 2012). Une fois les neurones activés, ceux-

ci vont à leur tour libérer certaines molécules au niveau de la cornée, tels de l’ATP et du glutamate, 

ainsi que la substance P, afin de recruter des cellules lymphatiques et permettre la guérison du 

tissu périphérique. 

2.2 L’anatomie du ganglion trigéminal 

 Le TG est composé d’une multitude de cellules tel les astrocytes, les microglies, des 

lymphocytes sentinelles, ainsi qu’une grande diversité de neurones. Les neurones du TG sont 

considérés comme étant post-mitotiques, où il y a une absence de la réplication de l’ADN cellulaire 

mais ayant un métabolisme élevé afin de permettre la communication inter-neuronale. Ces 

neurones sont pseudo-unipolaires; ils ne possèdent aucune dendrite mais plutôt un long axone 

qui relie la périphérie au système nerveux centrale (CNS) ainsi qu’au tronc cérébrale (Lazarov, 

2002). Les neurones des ganglions sensitifs ont longtemps été classifiés selon la taille de leur 

corps cellulaire, le degré de myélination, ainsi que la cible de leurs terminaisons axonales 

(Lazarov, 2002). Toutefois, de plus récentes études ont établi une nomenclature basée sur les 

différents marqueurs cellulaires tels que les différents canaux à ions ainsi que les récepteurs 

neuronaux somatosensorielles. Les classes de neurones sensitifs primaires impliquées dans la 

biologie du VHS-1 correspondent, mais ne sont pas limités, aux types cellulaires exprimant les 

molécules suivantes: 1) Les neurones nociceptifs présentant le récepteur à NGF TrkA, 2) les 

neuropeptides substance P (SP) et « calcitonin gene-related peptide » CGRP, 3) la synthase 

d’oxide nitrique de cerveau (b-NOS), 4) le glycoconjugué SSEA3, 5) le neurofilament RT97, et 6) 

les glycoconjugués KH10 et A5 (Lazarov, 2002). Malgré que ces différents sous-types neuronaux 

soient présents tant chez les rats, les souris, et les humains, leurs proportions peuvent varier 

dépendamment des espèces (Lazarov, 2002). De plus, chez l’homme et la souris, les neurones 
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du TG peuvent co-exprimer certain de ces marqueurs, compliquant ainsi leur identification. Tous 

ces sous-types neuronaux sont susceptibles à l’infection par le VHS-1. 

Figure 1.6 Infection primaire in vivo : Le virus infecte d’abord les cellules épithéliales des muqueuses, 
où le virus se réplique, causant la mort cellulaire et une lésion cutanée appelée le feu sauvage 
(1). Le virion infectieux pourra accéder aux terminaisons axonales innervant le dermatome 
infecté, et voyager par transport axonal rétrograde vers les corps neuronaux situés dans le 

ganglion neuronal (2). Les neurones infectés entreront soit en latence (3), ou en cycle 
d’infection lytique (4). Lorsqu’une infection productive neuronale est établie, des particules 
virales infectieuses sont produites, et voyageront par transport axonal antérograde vers la 
périphérie (5). L’infection d’un neurone permettra au virus d’infecter des régions distales au 
site d’infection primaire, produisant ainsi des lésions zosteriformes, des lésions cutanées 
ressemblant au zona causé par le VZV (6). De nouvelles terminaisons axonales pourront alors 
être accessibles, permettant au virus d’établir une infection latente dans un grand nombre de 
neurone (7). Les cytoplasmes rouges représentent des infections lytiques, les noyaux 
cellulaires rouges représentent les infections latentes. 

6Figure 1.6 : Infection primaire in vivo 
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2.3 La neuropathogenèse virale 

2.3.1 L’infection aiguë du ganglion trigéminal 

L’infection des terminaisons axonales en périphérie permet l’établissement d’une infection 

productive dans les ganglions neuronaux (Figure 1.6). Les neurones infectés entreront soit en 

latence ou en cycle de réplication virale lytique. Lors de l’infection aiguë neuronale, le virus peut 

réinfecter la cornée causant des lésions zosteriformes, et permettant au virus d’accéder à de 

nouvelles terminaisons axonales et d’établir la latence dans un grand nombre de neurones (Figure 

1.6) (Thompson et al., 2000). 

L’infection d’un neurone par le VHS-1 résulte en l’expression de gènes viraux lytiques, 

indépendamment de l’initiation de la réplication du génome viral. Toutefois, la régulation des 

gènes immédiat-précoces dans les neurones diffère de la régulation génique dans les cellules 

épithéliales. Il a été observé chez des souris transgéniques non infectées où le promoteur viral 

d’ICP4 a été intégré dans le génome murin que ce promoteur est activé dans les cellules de 

Schwann, mais ne l’est pas dans les cellules neuronales (Taus et al., 2001). En contrepartie, chez 

d’autres souris transgéniques, les promoteurs d’ICP27 et d’ICP0 ne sont activés que dans certains 

sous-types de neurones du TG (Loiacono et al., 2002). En fait, la régulation du promoteur d’ICP0 

dépend de l’âge de ses souris transgéniques, ainsi que de la présence du facteur de transcription 

neuronal Olf-1, exprimé de façon différentielle dans différents types de neurones (Loiacono et al., 

2002). Il a été suggéré que l’entrée en cycle d’infection lytique dans un neurone puisse être 

favorisée par une haute multiplicité d’infection cellulaire, augmentant le nombre de produits viraux 

lytiques dans les temps précoces de l’infection neuronale. La charge virale dans un neurone ne 

dépend pas de la capacité du virus à s’y répliquer, suggérant que la capacité du virus à réinfecter 

un même neurone à partir de la périphérie pourrait jouer un rôle dans l’établissement d’une 

infection neuronale productive (Thompson et al., 2000). Enfin, le sous-type de neurone infecté 

serait aussi impliqué dans le choix d’entrée ou non en cycle d’infection lytique. Les neurones 

positifs pour le marqueur A5 ont été identifiés comme étant non-permissifs à l’infection par le VHS-

1 en culture cellulaire, contrairement au VHS-2 pouvant s’y répliquer (Bertke et al., 2011).  

L’infection d’un grand nombre de neurones dans un tissu neuronal dépend de la capacité 

du virus à y établir une infection productive et produire des virions infectieux. En contrepartie, la 

charge génomique virale neuronale, c'est-à-dire le nombre moyen de génome viral présent dans 

un neurone, est indépendante de la capacité du virus à établir une infection productive dans un 

tissu neuronal. (Thompson et al., 2000). La charge génomique virale neuronale dépend plutôt de 
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la quantité de virus pouvant rejoindre les neurones à partir de la périphérie. L’infection productive 

du TG par le VHS-1 va permettre au virus de rapidement réinfecter la périphérie par voie 

antérograde en suivant le parcours axonal, ce qui mène à l’apparition de lésions zosteriformes 

dans les muqueuses entourant le dermatome initialement infecté (Figure 1.6). Les lésions 

zosteriformes sont des lésions cutanées suivant les nerfs infectés, pouvant ressembler aux 

lésions présentes lors de la réactivation du VZV causant une maladie appelée le zona, ou le 

Herpes Zoster en anglais. Ces lésions permettront au virus d’accéder à de nouvelles terminaisons 

axonales et ainsi d’augmenter l’étendue de l’infection au sein du ganglion neuronal. Bien que le 

virus puisse être relâché à partir des corps neuronaux, la dissémination interneuronale du VHS-1 

est limitée aux chemins synaptiques. Les corps neuronaux dans le TG sont isolés les uns des 

autres, entourés de cellules gliales moins permissives à l’infection (Card et al., 1993, Lokensgard 

et al., 2002, Reinert et al., 2012, R. Wilkinson et al., 1999). De plus, une astrogliose est induite 

suite à l’infection par le VHS-1, augmentant de façon significative le nombre d’astrocytes présent 

dans les ganglions neuronaux, limitant d’avantage la dissémination de l’infection au sein du tissu 

(Card et al., 1993). La capacité du VZV à se répliquer de façon efficace dans les cellules gliales, 

contrairement aux VHS-1 et VHS-2, pourrait expliquer en partie certaines différences de la 

neuropathogenèse de ce virus (Assouline et al., 1990, Baiker et al., 2004). Les cellules de 

Schwann, formant la gaine de myéline de l’axone, peuvent aussi être infectées par le VHS-1 

(Ohara et al., 2001). La détection de gaines de myéline infectées est souvent associée à la 

présence d’un axone infecté, ou à une région de l’endoneurium où des antigènes viraux sont 

détectés (Ohara et al., 2001). Il a donc été suggéré que la dissémination virale interneuronale 

puisse se faire via les lésions zosteriformes en périphérie, entre axones au niveau de 

l’endoneurium lors du transport antérograde axonale, ou via la présence même de virus dans 

l’espace intercellulaire de l’endoneurium (Ohara et al., 2001). 

2.3.2 L’établissement de la latence 

L’établissement d’une infection latente efficace correspond à une haute fréquence de 

neurones infectés de façon latente, ainsi qu’à un nombre élevé de génome latent par neurone. La 

charge virale périphérique, ainsi que la réplication virale en contexte neuronal, contribuent tous 

les deux à une charge virale latente élevée (S. H. Chen et al., 2004, Thompson et al., 2000). Une 

infection latente est caractérisée par un patron très restreint d’expression de gènes viraux lytiques 

et à l’expression des transcrits associés à la latence (LAT), spécifiques à l’infection latente et ne 

codant pour aucune protéine. Les génomes viraux latents sont conservés sous forme d’épisome 
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dans le noyau des neurones, et sont associés à des histones hypoacétylés, menant à la réduction 

de l’expression génique (Efstathiou et al., 2005). La région LAT du génome viral est quant à elle 

associée à des histones acétylés, permettant au promoteur d’être actif (Efstathiou et al., 2005). 

Les transcrits LAT ne sont toutefois pas nécessaires à l’établissement et au maintien de la latence 

(Ho et al., 1989). L’activité du promoteur LAT est spécifique aux neurones (Taharaguchi et al., 

2002, Taharaguchi et al., 2003). L’expression de ces transcrits résulte en l’expression de plusieurs 

microARN ciblant des gènes viraux ainsi que cellulaires, et favorisant l’entrée en infection latente 

(Umbach et al., 2008). Enfin, une étude a identifié par « microarray » que l’infection latente altère 

de façon significative le transcriptome des neurones (Clement, 2008, Kramer, 2003). Les gènes 

affectés sont impliqué dans le métabolisme et la maturation des protéines, dans le métabolisme 

des carbohydrates, dans l’adhésion cellulaire, dans l’apoptose, ainsi que dans les défenses de 

l’hôte et la réponse immunitaire (Clement et al., 2008). 

Il a été suggéré que l’entrée en latence est due à l’incapacité du virus à exprimer ses 

gènes lytiques immédiat-précoces à des niveaux suffisamment élevés, tel lors de l’infection de 

neurones non-permissifs à l’infection lytique par le VHS-1 (Bertke et al., 2011). En effet, les 

neurones non-permissifs sont associés à des niveaux élevés des transcrits LAT lors de leur 

infection. De plus, des infections de cultures de TG ex vivo ont révélé qu’une infection distale des 

terminaisons axonales, contrairement à l’infection au niveau des corps neuronaux, favorise 

l’entrée en latence (Hafezi et al., 2012). Ceci pourrait être expliqué par la perte du facteur de 

transcription viral VP16 lors du transport axonale. VP16 se lie au facteur de transcription Oct-1, 

ainsi qu’à la protéine cellulaire HCF-1 qui permet sa localisation nucléaire. Ce complexe protéique 

se lie à l’ADN viral et augmente significativement l’expression des gènes immédiat-précoces. En 

absence de VP16 lors de l’infection neuronale, l’expression de gènes immédiat-précoces risque 

de ne pas être suffisamment élevée pour permettre l’entrée en cycle d’infection lytique, ce qui 

favorise ainsi l’entrée en latence. 

Des variations de l’expression génique cellulaire pourraient aussi être impliquées dans les 

mécanismes d’établissement de la latence. Le facteur de transcription Oct-1, via son interaction 

avec HCF et VP16, permet l’expression de gènes immédiat-précoces. Toutefois, cette protéine 

est régulée à la baisse dans les neurones (Valyi-Nagy et al., 1991). Plusieurs facteurs de 

transcription neuronaux reconnaissent et inhibent les promoteurs immédiat-précoces. Le facteur 

de transcription Olf-1, se liant au promoteur d’ICP0, est exprimé différentiellement dans différents 

sous-types de neurones (Devireddy et al., 2000, N. G. Jones et al., 2003). De plus, la présence 

d’un facteur de transcription cellulaire, Zhangfei, se lie à la protéine cellulaire HCF et inhibe 
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l’expression d’ICP-0 (Akhova et al., 2005). ICP0 serait impliqué dans l’établissement de la latence 

à plusieurs niveaux. Sa présence est requise pour déjouer des réponses anti-virale intrinsèques 

à la cellule et favoriser l’entrée en cycle d’infection lytique. ICP0 a aussi été identifiée comme 

pouvant inhiber le complexe REST-CoREST impliqué dans l’inhibition de l’expression génique, et 

pouvant interagir avec la déacétylase d’histone HDAC2 afin de favoriser l’expression de gènes 

viraux (Ferenczy et al., 2011). Enfin, un second facteur de transcription cellulaire, Luman, 

séquestre HCF dans le cytoplasme des neurones sensitifs et affecte la localisation neuronale 

d’ICP0. Lors de l’infection de neurones primaires, ICP0 ne peut s’accumuler dans le noyau des 

neurones, et ainsi ne peut dégrader les corps ND10 (Xp Chen et al., 2000). De plus, les niveaux 

de protéines cellulaires Zhangfei et Luman peuvent diminuer les quantités de HCF libre, pouvant 

normalement interagir avec VP16 pour activer l’expression des gènes immédiat-précoces dans 

les neurones. Il faut noter que l’expression exogène de VP16 chez des souris transgéniques 

n’empêche pas l’établissement de la latence dans les neurones, et ne favorise pas la réactivation 

virale à partir de la latence, suggérant que l’établissement de la latence dépendrait de plusieurs 

autres facteurs (Sears et al., 1991). Enfin, un microARN neuronal, miR-138, a été identifié comme 

pouvant cibler les transcrits d’ICP0 et inhiber son expression (Pan et al., 2014). La mutation des 

séquences ciblées par miR-138 sur les transcrits d’ICP0 mène entre autres à une augmentation 

de l’expression d’ICP0 dans les neurones et à l’augmentation de l’expression des gènes viraux 

lytiques. 

Les transcrits LAT sont exprimés en abondance lors de la latence et jouent un rôle dans 

l’établissement ainsi que le maintien de l’infection latente. Les transcrits LAT sont présents dans 

le cytoplasme et sont associés à des polyribosomes ainsi qu’à des facteurs d’épissage, tandis 

qu’un intron de 2 kbp s’accumule dans le noyau neuronal (Ahmed et al., 2001, Thomas et al., 

2002). Ces transcrits ont été identifiés comme étant importants pour le maintien de la latence. 

Des études chez la souris ont démontré qu’en absence de LAT, on observe une augmentation de 

la perte de neurones infectés de façon latente sur une longue période de temps comparativement 

au virus de type sauvage (M. P. Nicoll et al., 2013, M. P. Nicoll et al., 2012a). Ceci pourrait être 

dû à un rôle de LAT dans la survie neuronale, ou comme facteur anti-apoptotique. La présence 

des transcrits LAT coïncide avec la régulation à la baisse des transcrits viraux lytiques (Margolis 

et al., 1992). Plusieurs microARN sont exprimés à partir de régions en périphérie ou à l’intérieur 

du cadre de lecture du gène LAT (Kang et al., 2006, Umbach et al., 2008, Umbach et al., 2010). 
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Figure 1.7  Réactivation de l’infection latente : L’infection latente peut se réactiver suite à un stress, et 
initier le cycle d’infection lytique (1). Des particules virales infectieuses seront produites et 
voyageront par transport axonal antérograde vers la périphérie, causant une lésion des 
muqueuses appelée feu sauvage (2). De nouvelles terminaisons axonales seront alors 
accessibles au virus, permettant d’établir une infection latente dans de nouveaux neurones 
(3). Lorsqu’une infection latente tente de se réactiver, des cellules T réagiront à la présence 
de produits lytiques viraux et inhiberont l’évènement de réactivation virale, participant ainsi 
au maintien de l’infection latente (4). Les cytoplasmes rouges représentent des infections 
lytiques, les noyaux cellulaires rouges représentent les infections latentes. 

Parmi les huit microARN du VHS-1, six d’entre eux sont exprimés uniquement lors de la 

latence (miR-H2, H3, H4, H5, H7 et H8), l’un  est exprimé lors de l’infection aiguë ainsi que lors 

de la latence (miR-H1), et le dernier n’est exprimé que lors de l’infection productive (miR-H6) 

(Kang et al., 2006, Umbach et al., 2008, Umbach et al., 2010). Les cibles de seulement quatre 

micro-ARN chez les simplexvirus ont été identifiées à ce jour. Chez le VHS-1, miR-H6 inhibe 

l’expression d’ICP4 tandis que miR-H2 réduit les quantités de protéines d’ICP0 (Tang et al., 2009, 

Umbach et al., 2008). Chez le VHS-2, miR-H3 et miR-H4 réduisent l’expression du facteur de 

neurovirulence ICP34.5 (Tang et al., 2008, Tang et al., 2009). De plus, deux petits ARN sont aussi 

exprimés à partir du transcrit LAT (LAT s-RNA). LAT s-RNA-2 a été associé à une réduction des 

7Figure 1.7 : Réactivation de l’infection latente 
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niveaux de protéines d’ICP4 (Shen et al., 2009). En transfection transitoire, LAT s-RNA-1 a été 

associé à une réduction sévère des titres viraux lors d’infection en culture cellulaire. 

2.3.3 La réactivation virale à partir de la latence 

Le maintien de la latence est le résultat de facteurs viraux, de facteurs cellulaires et du 

système immunitaire. Le neurone tente de maintenir le génome viral sous forme d’épisome, lié à 

des histones déacétylés, afin de réprimer l’expression de gènes viraux ; l’expression de miR-138 

ciblant ICP0 contribue à l’inhibition de l’expression des gènes viraux lytiques. Le virus exprime les 

transcrits LAT afin de promouvoir la survie des neurones infectés de façon latente. Enfin, des 

lymphocytes T circulant dans les ganglions neuronaux ciblent les neurones exprimant des gènes 

viraux lytiques et inhibent la progression en cycle d’infection lytique tout en permettant la survie 

neuronale (Figure 1.7). 

Certains transcrits viraux lytiques du VHS-1 peuvent être détectés dans un tissus où la 

latence est établie (Kramer et al., 1995, Ma et al., 2014). Il a été proposé que la latence puisse 

s’animer dans une grande quantité de neurones qui tenteront d’exprimer des gènes viraux 

lytiques, mais qu’une réponse antivirale force l’infection à retourner en latence (Feldman et al., 

2002). En effet, lors d’analyse de neurones individuels, les quantités de transcrits viraux lytiques 

lors de la latence corrèlent avec de hauts niveaux de transcrits cellulaires associés à une réponse 

anti-virale intrinsèque (Feldman et al., 2002). Enfin, plusieurs cellules immunitaires circulent dans 

les TG humains lors de la latence et sont spécifiques contre des protéines virales de classes 

cinétiques et structurales variées (St Leger et al., 2011, van Velzen et al., 2013). Ces observations 

suggèrent que chez la souris, de nombreuses barrières cellulaires existent afin d’empêcher la 

progression de la réactivation virale en infection productive. 

L’explantation de ganglions neuronaux où la latence a été établie est un stress suffisant 

pour induire la réactivation virale ex vivo. Lors de la réactivation virale ex vivo, l’expression des 

gènes lytiques est désordonnée (Du et al., 2011, Du et al., 2012). Plusieurs stimuli externes, ainsi 

de facteurs menant à l’immunosuppression, peuvent induire des évènements de réactivation 

virale. Les neurones des ganglions sensitifs sont en contact intime avec les cellules épithéliales ; 

un dommage des muqueuses périphériques, une augmentation de la température, ou la présence 

d’un composé chimique peuvent induire une cascade de signalisation intracellulaire des 

neurones, et ainsi modifier son état transcriptionnel. Le récepteur neuronal VR-1, lorsqu’activé, 

induit l’expression de PKA et de la forme cyclique de l’adénosine monophosphate (cAMP) dans 

les neurones, et peut réactiver l’infection latente dans des cultures neuronales (Hunsperger et al., 
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2003). L’activation de voies de signalisation cellulaire impliquant le cAMP dépend de l’expression 

du répresseur précoce inductible par cAMP (ICER) (Jaworski et al., 2003). ICER seul agit comme 

répresseur en se liant à des sites CRE. Les niveaux de transcrits viraux LAT sont diminués lors 

de la réactivation à partir de la latence ; le promoteur LAT contient des sites CRE. Le facteur 

cellulaire inductible ICER pourrait donc participer à la réactivation virale en régulant à la baisse 

les transcrits LAT. En effet, il a été observé qu’ICER est induit lors de stress thermique, un stress 

pouvant réactiver l’infection chez l’animal (Naranjo et al., 1997). De plus, l’ajout exogène d’ICER 

lors d’infection quiescente dans une culture neuronal peut réactiver l’infection (Colgin et al., 2001). 

Les mécanismes d’acétylation des histones sont fortement associés aux mécanismes de 

réactivation à partir de la latence. L’inhibition des déacétylases d’histones (HDAC), les protéines 

cellulaires responsables de l’inhibition de la transcription via la déacétylation des histones, est un 

stress suffisant pour induire un évènement de réactivation virale (Neumann et al., 2007). La 

protéine virale ICP0 peut participer à la réactivation virale de façon similaire. Lorsqu’exprimé par 

le virus, ICP0 peut dissocier les HDAC du complexe de protéine REST/CoREST pour ainsi contrer 

l’inhibition de la transcription de gènes viraux par la cellule (Ferenczy et al., 2011). Des éléments 

présents dans le promoteur d’ICP0 peuvent interagir avec certaines protéines cellulaires 

associées au stress. Lors de l’explantation des TG, l’expression du facteur cellulaire Bcl-3 est 

induite dans les neurones. Ce facteur peut se lier à un facteur d’acétylation d’histone, Tip60, ainsi 

qu’à une sous-unité de NFB. Le promoteur d’ICP0 contient des éléments de liaison à NFB, et 

donc Bcl-3 pourrait y être recruté lors de différents stress et augmenter l’expression d’ICP0 via 

l’acétylation des histones (Tsavachidou et al., 2001). De plus, le facteur cellulaire HCF, 

normalement restreint au cytoplasme dans les neurones, est transloqué vers le noyau suite à 

l’explantation des TG, pouvant participer à l’augmentation de l’expression d’ICP0 (Kristie et al., 

1999). Enfin, la modulation de certains facteurs physiologiques peut participer à la réactivation de 

la latence. En culture neuronale, le retrait du facteur de croissance neuronal (NGF) est associé à 

une réactivation de l’infection latente ; l’infection latente in vivo chez la souris peut être réactivée 

en utilisant des anticorps spécifiques contre le NGF (J. M. Hill et al., 1997, Wilcox et al., 1990). 

De plus, nous retrouvons des éléments de réponse à l’hormone thyroïde (TRE) dans certains 

promoteurs de gènes viraux lytiques. L’ajout de l’hormone thyroïde en culture neuronale mène à 

l’inhibition de l’expression de la TK ainsi qu’ICP0, et il a été suggéré qu’une variation dans les 

niveaux de l’hormone thyroïde chez l’humain puisse jouer un rôle dans la réactivation virale (Hsia 

et al., 2011, Hsia et al., 2010). 
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2.4 La réponse immunitaire contre une infection par le VHS-1 

Le VHS-1 peut causer des infections récurrentes en contexte d’un système immunitaire 

compétent. Cependant, les systèmes immunitaires innés et adaptatifs permettent de limiter 

grandement la sévérité de ces infections. L’infection primaire est principalement contrôlée par le 

système immunitaire inné, tandis que le système immunitaire adaptatif joue un rôle important dans 

le maintien de la latence et la réponse aux infections récurrentes (Carr et al., 2001). 

L’infection par le VHS-1 est détectée de façon précoce par des senseurs cellulaires contre 

différents patrons moléculaires associés aux infections virales (PRR). Une infection par le VHS-1 

peut générer plusieurs ARN à double brin, exprimés à partir de cadres de lecture ouverts se 

chevauchant en sens inverse dans le génome viral (F. Weber et al., 2006). Les ARN à double brin 

peuvent être détectés dans les compartiments extracellulaires via le Scavenger Receptor de 

classe A, au niveau des endosomes intracellulaires par le TLR3, et au niveau du cytosol via les 

senseurs RIG-I et MDA5 (Gill et al., 2008, Melchjorsen et al., 2010, Suzuki et al., 1997). L’ADN 

viral est reconnu par le récepteur « toll-like » (TLR) 9 des endosomes, ainsi que dans le 

cytoplasme par les protéines cellulaire DAI, Nalp3, et AIM2 (Hornung et al., 2009, Krug et al., 

2004, Lund et al., 2003, Rathinam et al., 2010, Stutz et al., 2009, Tang et al., 2008). Les 

lipopeptides viraux peuvent aussi être reconnus par le complexe TLR2/6; gD présent sur le virion 

extracellulaire peut être reconnu par le TLR2 présent à la surface des cellules NK (Kim et al., 

2012). L’activation des TLR mène à une réponse d’interféron de type I, protectrice contre 

l’infection par le VHS-1, induisant l’expression de plusieurs autres senseurs intracellulaires 

impliqués dans la réponse antivirale tel le senseur d’ARN PKR (Heinicke et al., 2009). L’absence 

de certaines de ces molécules confère une susceptibilité aux infections par le VHS-1 ainsi qu’une 

augmentation de la sévérité des symptômes. 

La réponse cellulaire du système immunitaire innée joue un rôle important dans le contrôle 

de l’infection par le VHS-1 en périphérie. Les cellules NK peuvent reconnaître les virions via le 

TLR2, ainsi que les cellules infectées via la régulation à la baisse du complexe MHC de classe I 

par la protéine virale ICP47 (Kim et al., 2012). Malgré certains résultats contradictoires chez la 

souris, pouvant être expliqués par des variations génétiques associés aux souches murines et 

virales utilisées, plusieurs études démontrent une corrélation entre l’absence de cellules NK et 

NKT avec une augmentation de la sévérité des infections et avec un augmentation de la fréquence 

d’encéphalites virales (Grubor-Bauk et al., 2008, Nandakumar et al., 2008). Les neutrophiles 

phagocytent les cellules apoptotiques ou nécrotiques infectées, et sécrètent du TNF pouvant 
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induire l’apoptose chez les cellules infectées (Lundberg et al., 2007). Les macrophages sont aussi 

recrutés aux sites infectés, participent à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, ainsi qu’à 

la présentation antigénique (Ellermann-Eriksen, 2005, Kodukula et al., 1999). Ces cellules 

sécrètent du TNF, de l’interleukine (IL) 6, la molécule RANTES, des interférons de type 1, ainsi 

que de l’oxide nitrique (NO). Les macrophages servent à limiter la dissémination de l’infection aux 

sites périphériques ainsi qu’au niveau des tissus neuronaux. Des souris déficientes en iNOS, 

enzyme permettant la production de NO, démontrent une augmentation de la réplication virale au 

niveau des ganglions neuronaux (Zolini et al., 2014). Les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle 

important en tant que cellules présentatrices d’antigènes. Elles permettent d’activer les cellules B 

et T, ainsi que les cellules NK via la sécrétion de l’IL18 suite à la reconnaisse de l’infection par le 

VHS-1 (Barr et al., 2007). Il a été observé que des souris déficientes en DC démontrent une 

augmentation de la neurovirulence suite à l’infection par le VHS-1, principalement dû à une 

réponse cellulaire inadéquate impliquant les cellules NK, les cellules T CD4+, et les cellules T 

CD8+ (Mott et al., 2008). Au sein de tissus neuronaux, les cellules gliales jouent un rôle dans le 

contrôle de l’infection virale par le VHS-1. Les astrocytes sont des cellules non-permissives, 

pouvant restreindre l’infection via leur forte expression du TLR3 (Reinert et al., 2012). L’infection 

de tissus neuronaux mène à une astrocytose, limitant la dissémination de l’infection virale en 

entourant les neurones. Les microglies, cellules phagocytaires du système nerveux, expriment 

les TLR1 à 9 et sécrètent plusieurs cytokines proinflammatoires tel que font les macrophages en 

périphérie. Les oligodendrocytes ainsi que les neurones n’expriment que le senseur d’ARN double 

brin, le TLR-3, expliquant l’importance de ce senseur intracellulaire pour la protection contre le 

VHS-1 (Reinert et al., 2012). 

Les cellules T CD8+ de la réponse immunitaire adaptative jouent un rôle crucial dans la 

défense contre le VHS-1. Elles sécrètent de l’interféron gamma pouvant induire un état antiviral 

protecteur au niveau des cellules. Elles peuvent induire l’apoptose via la sécrétion de perforin, de 

granzyme activant la caspase 3, et interagissent avec le récepteur de mort CD95 menant à 

l’activation de la caspase 8. Les cellules T CD8+ circulant dans les ganglions neuronaux 

maintiennent l’état latent, prévenant ainsi la réactivation de l’infection virale. Toutefois, puisque 

les neurones sont difficilement remplaçables, la reconnaissance de neurones infectés par les 

cellules T CD8+ mène à la sécrétion de granzymes A et B non-cytolytiques (Knickelbein et al., 

2008, Pereira et al., 2000). Contrairement à l’action de la granzyme B en périphérie, celle-ci mène 

au clivage d’ICP4 dans les neurones (Knickelbein et al., 2008). La sécrétion de granzyme A 

protège les neurones et limite la dissémination virale intraganglionnaire via un mécanisme 

inconnu. En ce qui concerne la réponse humorale du système immunitaire adaptatif, le rôle des 
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cellules B dans la protection contre la VHS-1 demeure controversé. Chez les souris, les cellules 

B ne semblent pas offrir de protection significative contre les infections primaires par le VHS-1 ; 

toutefois, le transfert d’anticorps spécifiques contre le VHS-1 peut offrir une protection contre le 

VHS-1 et être utilisé comme prophylactique (Kumel et al., 1985).  

2.5 Les modèles d’étude de la neuropathogenèse 

Les virus VHS-1 et VHS-2 sont capables d’infecter une grande variété d’hôtes animales, 

tels les primates non-humains, les rongeurs, et la volaille. Plusieurs modèles d’études de la 

pathogenèse virale sont alors disponibles. Toutefois, considérant que ces animaux ne sont pas 

les hôtes naturels de ces virus, la neuropathogenèse virale va différer de l’humain ainsi que d’un 

animal à l’autre. Par exemple, les souris et les rats offrent la possibilité d’étudier la pathogenèse 

virale chez un grand nombre d’animaux à faible coût, mais le virus ne peut se réactiver 

spontanément tel chez les lapins ou les cochons d’inde (Webre et al., 2012). Le choix du modèle 

animal se fera selon le sujet des études en question. 

2.5.1 Les modèles d’étude de la réplication virale neuronale 

Les déterminants de la réplication virale neuronale sont nécessaires à l’établissement 

d’une infection virale productive dans les tissus nerveux, peu importe la voie d’infection utilisée. 

La réplication virale neuronale dépend de la capacité du VHS-1 à se répliquer en absence de 

synthèse d’ADN, ainsi que d’empêcher l’arrêt de la synthèse protéique tel que discuté 

précédemment. Bien que les infections in vivo à partir de la périphérie permettent de caractériser 

la réplication virale dans un neurone, l’infection directe de neurones demeure la méthode 

convoitée pour caractériser les déterminants de la réplication virale neuronale. In vivo, les 

infections intraoculaires, intranasales, intraganglionnaires, ainsi qu’intracrâniales permettent au 

virus d’infecter des cellules épithéliales tout en permettant d’accéder directement aux neurones 

et de s’y répliquer, limitant ainsi la contribution de la réplication virale dans les muqueuses (Card 

et al., 1991, Kopp et al., 2009, Shimeld et al., 1985, Shivkumar et al., 2013). L’avantage des 

infections neuronales in vivo est de permettre la caractérisation de la réplication virale neuronale 

en contexte d’un système immunitaire compétent, ainsi qu’en contexte tissulaire natif. Cependant, 

lors d’infections in vivo, il est très difficile de contrôler pour la multiplicité d’infection par cellule, n’y 

d’assurer l’infection d’un seul type cellulaire. 
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La culture de neurone primaire peut permettre un meilleur contrôle de certains paramètres 

d’infection. Les neurones embryonnaires primaires de souris ou de rats, du système nerveux 

central ou du système nerveux périphérique, sont facilement cultivables et permettent de faire 

ressortir des phénotypes associés à un défaut en la réplication virale neuronale in vivo (Perkins 

et al., 2002). Il est aussi possible d’étudier les infections neuronales par le VHS-1 en contexte de 

culture de neurones provenant de souris adultes. Cependant, contrairement aux neurones 

primaires embryonnaires, la culture de neurones adultes nécessite l’ajout de plusieurs facteurs 

de croissance neuronale additionnels afin de promouvoir la survie cellulaire (Eide et al., 2005). 

Puisque le VHS-1 peut infecter une grande variété d’hôte, il est aussi possible de cultiver et 

d’infecter des tissus neuronaux provenant d’autres animaux, tel la volaille (Hafezi et al., 2012). 

Enfin, il est possible de réguler à la baisse la synthèse de nucléotides dans des cellules 

immortalisées lorsque celles-ci sont cultivées en absence de sérum, permettant d’y caractériser 

des facteurs de réplication virale neuronale (D. J. Goldstein et al., 1988a, D. J. Goldstein et al., 

1988b). 

2.5.2 Les modèles d’étude de la dissémination de l’infection 

Il existe plusieurs méthodes d’infection in vivo permettant de caractériser des déterminants 

de la dissémination : les infections oculaires, les infections des babines autour des moustaches, 

les infections de la peau au niveau du flanc, les infections des coussinets de la patte, ainsi que 

les infections intra-vaginales, (Allan et al., 2003, Blakeney et al., 2005, Leib et al., 1989, Shivkumar 

et al., 2013). Puisque des neurones afférents et efférents sont présents dans la rétine de l’œil, les 

infections intraoculaires peuvent être utilisés afin d’étudier les mécanismes de transport axonals 

rétrograde et antérograde en parallèle in vivo (Card et al., 1991). L’infection périphérique se 

déroule typiquement suite à la scarification légère des muqueuses afin de briser des barrières 

physiques. Les infections intra-vaginales souvent chez le cochon d’inde sont quant à elle 

typiquement utilisées en contexte de modèle d’études du VHS-2. 

Toutefois, les modèles in vivo permettent difficilement de distinguer entre des mécanismes 

de dissémination virale impliquant la sortie au niveau de la cellule épithéliale, et le transport 

rétrograde axonal. Des modèles en culture cellulaire de chambres compartimentés, les chambres 

de Campenot, ont été mis au point afin de pouvoir caractériser spécifiquement le transport axonal 

et la dissémination à partir de cellules épithéliales vers les axones (Campenot, 1977). Des 

anneaux en téflon sont déposés sur des pétris égratignés à l’aide d’aiguilles ; les neurones 

ensemencés dans la chambre produisent des axones pouvant pénétrer la barrière de l’anneau en 
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empruntant les voies créées par les égratignures, ce qui sépare les corps neuronaux des 

terminaisons axonales. Des neurones embryonnaires primaires typiquement en provenance du 

système nerveux périphérique sont utilisés puisqu’ils peuvent former de longs axones robustes. 

L’infection des terminaisons axonales permet d’étudier les facteurs viraux essentiels au transport 

axonal rétrograde, tandis que l’infection de cellules épithéliales superposées aux terminaisons 

axonales permet d’étudier les mécanismes viraux impliqués dans l’infection des axones à partir 

de la périphérie. De plus, il est aussi possible de cultiver des ganglions neuronaux périphériques 

adultes non-dissociés en contexte de chambre de Campenot, permettant ainsi de caractériser des 

mécanismes de dissémination virale vers les neurones, en contexte de tissus complet et d’une 

grande variété de type cellulaire (Campenot, 1977, H. M. McGraw et al., 2009b). Enfin, l’infection 

des corps neuronaux dans une chambre de Campenot permet l’étude des mécanismes impliqués 

dans la dissémination virale antérograde, typiquement plus difficiles à étudier en contexte 

d’infection in vivo (H. M. McGraw et al., 2009b). 

2.5.3 Les modèle d’études de lésions zosteriformes 

L’établissement d’une infection productive in vivo dans un ganglion neuronal par le VHS-

1 est suivi d’une dissémination antérograde du virus le long du nerf, qui pourra ensuite réinfecter 

les muqueuses et provoquer l’apparition de lésions cutanées appelées lésions zosteriformes. La 

caractérisation de ces lésions permet de sonder des facteurs viraux impliqués dans la réplication 

virale neuronale, dans la dissémination antérograde des neurones vers la périphérie, ainsi que de 

sonder l’efficacité du système immunitaire innée à contrôler l’infection en périphérie. Malgré que 

les infections périphériques du visage et des coussinets de la patte provoquent des lésions et de 

l’inflammation en périphérie, le modèle d’étude privilégié pour la caractérisation de lésions 

zosteriformes est l’infection du flanc chez la souris (Simmons et al., 1984). Dans ce modèle, la 

lésion zosteriforme suit le nerf intercostal infecté, infectant une grande superficie de la peau, 

facilitant la détection de phénotypes. Le modèle d’infection vaginal est aussi utilisé afin d’étudier 

les lésions zosteriformes et le relâchement de virus lors d’infections récurrentes (Bernstein et al., 

1986). 

2.5.4 Les modèles d’études de l’infection latente par le VHS-1 

Il est estimé que la latence est établie dans le ganglion neuronal chez la souris 30 jours 

après l’infection périphérique. Lors de l’infection latente, seuls les transcrits viraux LAT sont 
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abondamment exprimés ; certains neurones sont dits en animation lors de la latence lorsque ceux-

ci tentent de se réactiver et expriment de manière transitoire des gènes viraux lytiques. La latence 

est maintenue via plusieurs interactions entre le virus, la cellule, et le système immunitaire. Les 

modèles in vivo permettent de sonder, via des études histologiques et de quantification génique 

par réaction de polymérisation en chaine quantitative (qPCR), la charge virale latente dans les 

neurones, ainsi que le statut du système immunitaire lors de la latence (Jacobson et al., 1998, 

van Velzen et al., 2013). Des études longitudinales permettent aussi de caractériser des gènes 

viraux impliqués dans le maintien de l’infection latente (Nicoll et al., 2013, Nicoll et al., 2012a, 

Nicoll et al., 2012b). 

Cependant, les modèles d’infections in vivo peuvent difficilement permettre l’étude de 

mécanismes précoces impliqués dans l’établissement de la latence, tel la chromatinisation du 

génome viral. Il est possible d’induire une infection quiescente, analogue à la latence, dans 

certains types cellulaires, via l’ajout d’antiviraux pour une durée de 7 jours (Danaher et al., 1999). 

L’infection latente peut aussi être établie en absence d’antiviraux en utilisant des cultures de 

neurones primaires avec des virus déficients en certaines protéines immédiates-précoces, ou 

déficients en facteurs de réplication virale neuronales (Jurak et al., 2014). Des cultures d’infections 

latentes pouvant être réactivées ont aussi été réalisées à partir de tissus neuronaux provenant de 

souris infectées préalablement (Halford et al., 1996). Finalement, il existe un modèle d’infection 

quiescente en contexte de cellules non-neuronales tel les fibroblastes humains, où l’infection par 

des virus déficients en certaines protéines immédiates-précoces mènent à la circularisation et à 

la répression du génome viral tel qu’observé in vivo (C. M. Preston et al., 1997). Toutefois, les 

transcrits LAT ne sont observés que lorsque la latence est étudiée en contexte neuronale. 

2.5.5 Les modèles d’études de la caractérisation de la réactivation virale 

La souris est un des modèles animaux les plus utilisés pour étudier la pathogenèse du 

VHS-1 in vivo. Cependant, aucune réactivation virale spontanée n’est observée chez cet animal 

pouvant mener à la détection de virus en périphérie. Les infections récurrentes sont typiquement 

étudiées in vivo en contexte d’infection oculaire chez le lapin pour le VHS-1, ainsi qu’en contexte 

d’infection vaginale chez le cochon d’inde pour le VHS-2 (Blakeney et al., 2005, Webre et al., 

2012). 

Il existe toutefois des méthodes nous permettant d’induire la réactivation virale chez la 

souris, typiquement suite à une infection oculaire, et ainsi étudier l’efficacité de la réactivation 

virale. L’explantation du ganglion neuronal est un stress suffisant permettant d’induire la 
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réactivation virale (Steiner et al., 1989). Le ganglion neuronal, dissocié ou non, est déposé en co-

culture avec un tapis de cellules Vero. Les évènements de réactivation virale seront détectés via 

l’apparition d’effets cytopathiques au niveau du tapis cellulaire. Malgré la simplicité de cette 

technique, la réactivation virale ne se déroule pas en présence d’un tissu intacte, ni en présence 

d’un système immunitaire compétent. La réactivation virale peut-être induite in vivo chez la souris 

via des stresses hyperthermiques, l’ajout d’immunosuppresseur tel le cyclophosphamide et le 

dexamethasone, par iontophorese transcornéenne d’épinéphrine, ainsi que par rayons ultraviolets 

de type B (UVB) (Webre et al., 2012). Cependant, la seule technique ayant démontré la capacité 

de réactivé l’infection latente en présence d’un système immunitaire compétent chez la souris, et 

de détecter des virus infectieux en périphérie, est via l’injection intrapéritonéale d’un inhibiteur de 

déacétylase d’histone, le butyrate de sodium (NaB) (Neumann et al., 2007). Il faut noter que 

l’efficacité de l’induction de la réactivation virale in vivo chez la souris dépend de la souche de 

souris utilisée; les souris DBA/2 et Balb/c sont typiquement plus susceptibles à l’infection par le 

VHS-1 que les souris CD-1 et C57BL/6 (Kastrukoff et al., 2012, Perng et al., 2001, Webre et al., 

2012). 

2.6 Les déterminants viraux de la neuropathogenèse 

Les déterminants viraux de la neuropathogenèse sont les diverses protéines virales non-

essentielles en culture cellulaire, pouvant jouer des rôles important lors de l’établissement d’une 

infection productive in vivo, dans l’établissement de la latence, ainsi que dans la réactivation virale 

à partir de la latence. Parmi ceux-ci, nous retrouvons les déterminants de la réplication neuronale 

mentionnés précédemment, les protéines virales impliquées dans le transport axonale ainsi que 

dans la sortie dirigée de cellules polarisées, les protéines virales impliquées dans l’évasion de la 

réponse immunitaire, ainsi que les transcrits viraux LAT. 

2.6.1 Déterminants viraux de la réplication neuronale 

La protéine virale RR joue un rôle important dans la réplication virale neuronale in vivo. 

Deux VHS-1 mutants dérivés de la souche sauvage 17, ts1207 et ts1222, comportent une 

mutation dans le gène R1 et R2 respectivement (Cameron et al., 1988). Comparativement aux 

virus de références, la virulence des virus mutants suite à l’infection intracraniale et 

intrapéritonéale, défini par LD50, est diminuée d’un facteur de 106. Un second mutant en R1 

appelé delta-ICP6, dérivé de la souche sauvage KOS, a été étudié en contexte d’infection oculaire 
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chez des souris BALB/c et CD-1 (Brandt et al., 1991). Les titres viraux de delta-ICP6 détectés 

dans le surfactant oculaire sont réduits de 1log10 par rapport aux virus de référence. Toutefois, les 

titres viraux dans les TG ainsi qu’au niveau de l’encéphale étaient indétectables ; le virus mutant 

n’a pu établir une infection latente de façon efficace, pouvant se réactiver suite à l’explantation 

des TG. La mutation du gène R1 a aussi mené à une diminution de la sévérité de la maladie au 

niveau des globes oculaires de la souris, identifiée par la présence d’une kératite et de la 

vascularisation du globe oculaire. La perte de virulence due à une mutation en R1 peut être 

spécifique à l’espèce puisque ce virus mutant peut induire des lésions cutanées lors d’infection 

cutanée chez le cochon d’inde (Turk et al., 1989). Il est intéressant de noter qu’UL39 agit comme 

déterminant de la pathogenèse virale chez le VHS-2 via son activité PK de R1 (ICP10-PK) et non 

via son activité de ribonucléotide réductase tel que pour le VHS-1 (Golembewski et al., 2007). 

Tout comme le complexe RR, la TK virale est importante pour la contribution du virus au 

métabolisme d’acides nucléiques cellulaires dans les neurones. La perte de la TK virale induit une 

perte significative de la neurovirulence in vivo. La thymidine kinase virale est accessoire à la 

réplication virale en périphérie, mais est essentielle pour la réplication virale dans les tissus 

neuronaux, ainsi que pour la réactivation virale à partir de la latence chez des souris adultes, mais 

non chez des souris nouveau-nées (Field et al., 1978). Des virus déficients en TK peuvent établir 

la latence de façon efficace, mais dans un nombre restreint de neurones (Thompson et al., 2000).   

Les cellules répondent à une infection par le VHS-1 en induisant un arrêt de la synthèse 

protéique via PKR, et diminuent l’induction de l’autophagie. ICP34.5 est une protéine virale tardive 

dont l’absence produit des titres viraux drastiquement inférieurs chez la souris comparativement 

aux virus de références (Bolovan et al., 1994). Cette protéine est multifonctionnelle. Elle comporte 

un motif GADD34 lui permettant de se lier à PKR, et possède un site de liaison à la Beclin-1. Son 

motif GADD34 empêche l’inhibition de la synthèse protéique par la cellule en inhibant la 

phosphorylation d’eIF2a en recrutant PP1a. Toutefois, la contribution majeure d’ICP34.5 pour la 

neurovirulence est associée à son inhibition de l’autophagie via sa liaison avec la Beclin-1 (Gobeil 

et al., 2012, Leib et al., 2009, Orvedahl et al., 2007). Un mutant en ICP34.5 ne pouvant inhiber 

l’autophagie mais ayant conservé son motif GADD34 produit des titres viraux similaires à ceux du 

virus de type sauvages en culture cellulaire, mais est sévèrement atténué in vivo.  

2.6.2 Déterminants viraux de la dissémination virale 

Parmi les 13 glycoprotéines virales encodées par le génome du VHS-1, seule gB, gD, gH, 

gL, et gK sont considérées comme étant essentielles pour établir une infection productive en 
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culture cellulaire (Fields et al., 2007). De ce fait, la conservation de glycoprotéines virales dites 

non-essentielles (gC, gE, gI, gG, gJ,  gM, gN et UL43) suggère que celles-ci jouent des rôles 

spécifiques in vivo que l’on peut difficilement sonder en contexte d’infection de lignée cellulaire. 

Dans un modèle d’infection de l’oreille chez la souris par le VHS-1, l’absence de la 

glycoprotéine G ou J mène à une réduction d’environ 1log10 des titres viraux neuronaux, tandis 

que l’absence de gE ou de gI mène à une réduction drastique des titres viraux dans les ganglions 

neuronaux (Balan et al., 1994). gE et gI sont les sujets d’études approfondies portant sur les 

mécanismes de dissémination virale entre les cellules épithéliales et les neurones. gE a été 

démontrée comme étant importante pour la dissémination de différents herpesvirus tel le VZV et 

le virus de la pseudorage (PrV), l’homologue porcin du VHS-1 (Collins et al., 2003, Farnsworth et 

al., 2006b, Helen M. McGraw et al., 2009a, H. M. McGraw et al., 2009b, Mo et al., 2003, Stylianou 

et al., 2009). Lors de l’infection neuronale, gE est impliquée dans le transport de protéines de la 

capside, du tégument, ainsi que de certaines glycoprotéines virales vers les axones (Aleksandra 

Snyder et al., 2008). Le complexe gE/gI ne joue aucun rôle dans l’entrée cellulaire ainsi que dans 

la réplication virale ; ces glycoprotéines participent à la dissémination de l’infection in vivo en 

jouant un rôle important dans la sortie cellulaire (Collins et al., 2003, Farnsworth et al., 2006b, 

Johnson et al., 2001, H. M. McGraw et al., 2009b, Aleksandra Snyder et al., 2008). Suite à 

l’infection du flanc de la souris, l’absence de gE ou de gI chez le PrV permet une dissémination 

virale rétrograde de type sauvage, mais résulte en une diminution drastique de lésions 

zosteriformes, suggérant un rôle précis au niveau de mécanismes de transport antérograde 

(Brittle et al., 2004). En contrepartie, des mutants en gE et gI chez le VHS-1 démontrent un défaut 

sévère au niveau de la dissémination virale rétrograde suite à l’infection à partir de la peau, mais 

non lors de l’infection de la rétine (Saldanha et al., 2000) (F. Wang et al., 2005a). Des études en 

chambre de Campenot ont confirmé l’importance de gE/gI pour l’infection des terminaisons 

axonale, seulement lorsque ceux-ci sont co-cultivées avec des cellules épithéliales polarisées (H. 

M. McGraw et al., 2009b). Les différents degrés de neurovirulence associés aux mutants 

déficients en gE peuvent être dus au modèle d’infection animal utilisé et ainsi à la quantité de 

terminaisons axonales pouvant être directement infectées. 

2.6.3 Les protéines virales impliquées dans l’évasion de la réponse 
immunitaire 

Le VHS-1 a développé plusieurs mécanismes d’évasion de la réponse cellulaire anti-virale 

intrinsèque. ICP0 a été démontré comme pouvant interférer avec l’activation de gènes stimulés 
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par l’interféron en inhibant l’action d’IRF3 et d’IRF7 (R. Lin et al., 2004). La kinase virale Us3 a 

été impliquée dans la protection contre l’apoptose en inhibant le relâchement du cytochrome C 

de la mitochondrie, et en modulant l’activité de Bad (Cartier et al., 2003). En absence d’Us3, on 

observe une augmentation de l’induction de l’apoptose, ainsi qu’une réduction du nombre de 

neurones infectés suite à l’infection périphérique (Asano et al., 2000, Geenen et al., 2005). 

L’induction de l’apoptose en absence d’Us3 restreint la production de virions infectieux lors de 

l’infection productive neuronale. Cela limite la formation de lésions zosteriformes permettant au 

virus d’atteindre de nouvelles terminaisons axonales, menant à la réduction drastique du nombre 

de neurones infectés dans le TG. De plus, Us3 pourrait favoriser l’infection in vivo en modulant à 

la baisse la réponse aux interférons via les TLR (Peri et al., 2008). Les infections par un virus 

déficient en Us3 sont plus sensibles au traitement à l’interféron ; des niveaux plus élevés de TLR3 

et de MrpA ont été observés lors de l’infection virale par un virus déficient en Us3 (Peri et al., 

2008). 

La protéine virale ICP34.5 module à la baisse la reconnaissance de l’infection par le 

système immunitaire via l’inhibition de l’autophagie. La Beclin-1 est un régulateur clé de 

l’autophagie, dont la signalisation cellulaire implique PKR. ICP34.5 se lie à la Beclin-1 et empêche 

l’induction de l’autophagie par la cellule suite à l’infection par le VHS-1 (Gobeil et al., 2012, Leib 

et al., 2009, Orvedahl et al., 2007). Considérant les hauts niveaux d’autophagie au sein d’un 

neurone, lors d’une infection intracérébrale chez la souris, un virus mutant en ICP34.5 démontre 

une réduction importante de la mortalité, ainsi qu’à une diminution drastique des titres viraux 

neuronaux. La neurovirulence d’un mutant en ICP34.5 est rétablie lors d’infection de souris 

déficiente en la PKR cellulaire (Orvedahl et al., 2007). 

Les réponses cellulaires ainsi qu’humorales sont aussi régulées à la baisse par le VHS-1. 

Les protéines virales Us3 et gB coopèrent afin d’inhiber la présentation antigénique aux cellules 

NK via le CD1d et ainsi empêcher leur activation (Rao et al., 2011). Us3 peut aussi diminuer les 

quantités de MHC de classe I à la surface cellulaire dépendamment du type cellulaire (Cartier et 

al., 2004). La protéine virale ICP47 quant à elle empêche le chargement de peptides viraux sur le 

transporteur TAP et ainsi inhibe la présentation antigénique via le MHC de classe I (Ahn et al., 

1996, Burgos et al., 2006b, Lacaille et al., 1998). La glycoprotéine C, à la surface des virions 

extracellulaires, protège les particules virales de la neutralisation par le complément (Hook et al., 

2006). Lorsque présente à la surface cellulaire, gC protège les cellules infectées de la lyse par le 

complément en inhibant l’activation de la cascade du complément en se liant avec C3b ainsi qu’en 

bloquant la liaison de properdin à C5 et C3b (Hung et al., 1994). Finalement, le complexe 
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hétérodimérique de glycoprotéines virales gE/gI sert de récepteur Fc, masquant la région Fc, 

formant des ponts bipolaires d’anticorps (ABB) (Chapman et al., 1999, Ndjamen et al., 2014, 

Sprague et al., 2004).  Les ABB formés à la surface des cellules infectées sont rapidement 

internalisés et dirigés vers les lysosomes pour la dégradation protéique, contribuant au recyclage 

de la surface cellulaire infectée, et donc à l'évasion virale de la réponse immunitaire. 

Enfin, le virus possède aussi un tropisme pour les cellules immunitaires permettant de 

moduler la réponse immunitaire de l’hôte. L’infection des cellules T par le VHS-1 inhibe la 

signalisation du TCR en inhibant la formation du complexe de signalisation LAT (Confer et al., 

1990, Posavad et al., 1992, Sloan et al., 2003). De plus, le VHS-1 active les voies de signalisation 

de JNK ainsi que p38, menant à la sécrétion de l’IL10 et favorisant un profil Th2 plutôt que Th1 

(Sloan et al., 2007, Sloan et al., 2003). L’infection des cellules dendritiques par le VHS-1 mène à 

la dégradation par ICP0 de la molécule cellulaire CD83, marqueur de DC mature impliqué dans 

la co-stimulation des cellules T (Kummer et al., 2007). De plus, chez les cellules dendritiques, 

l’interférence de l’autophagie par ICP34.5 inhibe la présentation antigénique et l’activation des 

cellules T (Gobeil et al., 2012). Finalement, ICP47 du VHS-2 a été démontré comme pouvant 

diminuer les quantités de HLA-C chez les macrophages et ainsi rendre ces cellules plus 

susceptibles à la lyse par les cellules NK (Elboim et al., 2013). 

2.7 La vaccination contre les alphaherpesvirinae 

La mise au point d’une plateforme vaccinale contre les virus de l’herpès se font souvent 

chez le cochon d’inde. Un vaccin efficace en modèle animal doit pouvoir réduire l’efficacité de 

réplication virale en périphérie, empêcher la dissémination virale vers les tissus neuronaux afin 

de réduire l’incidence d’encéphalite et de mortalité, réduire l’établissement de la latence ainsi que 

la réactivation virale à partir de la latence. Une variante atténuée du VZV, la souche virale Oka, a 

été le premier vaccin contre un herpesvirus à être commercialement disponible dans plusieurs 

pays (Hambleton et al., 2005, Krause et al., 1995, Tan et al., 1996). Ce vaccin permet de protéger 

la population contre les épidémies de varicelle. Toutefois, la souche vaccinale peut établir la 

latence et se réactiver pour causer le zona, mais à plus faible incidence qu’un virus de type 

sauvage (Krause et al., 2000). Afin de prévenir l’apparition du zona, la souche vaccinale peut être 

administrée à l’âge de 60 ans comme vaccin contre le zona et permettre de réduire de façon 

significative l’incidence du zona et de la névralgie post-herpétique dans la population. 

Aucun vaccin efficace contre le VHS-1 et VHS-2 n’est disponible commercialement en 

Amériques. Les vaccins produits à partir du VHS-1 et du VHS-2 inactivé, le Lupidon G et Lupidon 

H respectivement, sont disponibles en Europe ; leur efficacité n’a toutefois pas été démontrée 
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dans des études cliniques à l’aveugle à grande échelle et ne sont pas approuvés par la FDA en 

Amérique (Weller, 2011). Un second vaccin produit à partir du VHS-2 inactivé, le vaccin Skinner, 

est disponible au Royaume Unis, mais n’offre qu’une protection modeste contre la récurrence des 

infections par le VHS-2 chez les femmes (Weller, 2011). Plusieurs tentatives de mutagénèse ont 

été effectuées afin de produire un vaccin contre les simplex virus. Des virus atténués possédants 

par exemples des mutations en UL39 (ICP10deltaPK), ou en gE (NS-gEnull), ont été testés 

comme souche vaccinale et peuvent offrir une protection en modèle animal (Weller, 2011). 

La glycoprotéine D, étant une cible importante pour les anticorps neutralisant, est une cible 

thérapeutique intéressante lors de la production de vaccins sous-unitaires ou de vaccins à ADN. 

Le vaccin sous-unitaire gD2-MPL, utilisant le MPL comme adjuvant afin de favoriser une réponse 

immunitaire de type Th1, offre une réduction partielle des symptômes associés au VHS-2 chez 

les femmes séronégatives pour le VHS-1, mais aucune protection chez l’homme ou chez les 

femmes déjà séropositives pour le VHS-1 (Thoelen et al., 2001, Weller, 2011). Le vaccin sous-

unitaire gD2/gB2-MF59 ne génère aucune protection contre le VHS-1, possiblement car celui-ci 

engendre une immunité de type Th2 plutôt qu’une réponse de type Th1 (Singh et al., 1998, 

Stanberry et al., 1989, Straus et al., 1994, Straus et al., 1993, Straus et al., 1997, Valensi et al., 

1994). Malgré des résultats positifs en essais pré-cliniques, un essai clinique centré sur l’utilisation 

d’un vaccin à ADN codant pour la protéine virale gD a démontré l’induction d’une réponse 

cellulaire seulement chez l’un des quatre participants (Kalema et al., 2012). 

Enfin, d’autres tentatives de vaccination ont été effectuées en utilisant des virus mutants 

produits dans une lignée cellulaire complémentaire et ne pouvant ainsi se répliquer que sur un 

cycle de réplication virale. Le double mutant dl5-29, n’exprimant pas les protéines virales UL5 et 

ICP8, peut exprimer plusieurs gènes viraux mais ne peut se répliquer suite à l’infection cellulaire. 

Des essais pré-cliniques ont démontré que ce virus est sécuritaire chez la souris et le cochon 

d’inde, même lors d’infections intracérébrales, et peut induire une immunité contre le VHS-1 (Da 

Costa et al., 2000, Hoshino et al., 2005, Hoshino et al., 2009, Hoshino et al., 2008, C. A. Jones et 

al., 2000). Ce vaccin est présentement en développement comme vaccin contre le VHS-2 par 

Sanofi Pasteur. 

2.8 Le VHS-1 comme virus oncolytique 

Le VHS-1 mutant en la TK virale, un déterminant de la réplication virale neuronale, est le 

premier exemple de virus modifié dans l’optique de traiter contre un cancer (Martuza et al., 1991). 
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En absence de TK, le VHS-1 peut se répliquer dans les gliomes, mais ne peut se répliquer dans 

des neurones sains car ceux-ci ne sont pas en phase réplicative. Toutefois, l’absence de la 

thymidine kinase virale a pour désavantage de ne plus permettre l’utilisation de l’acyclovir comme 

agent antiviral afin de protéger le patient contre l’infection. Plusieurs autres gènes viraux sont 

désormais ciblés lors du développement de VHS-1 oncolytique (oVHS) afin de favoriser la 

réplication virale dans les cellules cancéreuse, tels ICP34.5, RR, Us3, et ICP0 (Benetti et al., 

2004, Perkins et al., 2003, Weller, 2011). La présence d’un phénotype syncytiale permet 

d’améliorer la dissémination virale dans une tumeur, ainsi que permet une meilleur 

reconnaissance par le système immunitaire (Bateman et al., 2002, Li et al., 2007, Weller, 2011). 

De plus, la taille et la structure du génome viral permet de facilement introduire des gènes 

exogènes pouvant favoriser l’oncolyse. Les gènes codant pour l’IL-4, IL-12, IL-18, et le GM-CSF 

ont entre autre été utilisés dans le contexte d’oVHS recombinants, IL-12 ayant démontré la 

meilleure efficacité pour augmenter l’immunité anti-tumorale (Fukuhara et al., 2005, Han et al., 

2007, Ino et al., 2006, B. L. Liu et al., 2003, Parker et al., 2000, Parker et al., 2005, Wong et al., 

2001, Zabransky et al., 1998). Plusieurs versions du VHS-1 sont présentement testés comme 

thérapies contres certains cancers. Le virus rRp450, n’exprimant pas la protéine ICP6 et codant 

pour l’enzyme recombinant cytochrome P450 qui active les oxazaphosphorines telle la 

cyclophosphamide servant de prodrogue, est en essai pour traiter les tumeurs primaires et les 

métastases au niveau du foie (Aghi et al., 1999, www.clinicaltrial.gov). Une version du VHS-1, 

OrienX010, exprimant la hGM-CSF recombinante, est présentement en essai pour traiter 

différents types de tumeurs solides tel le cancer de la peau, le cancer du foie, et le cancer des 

poumons (H. Liu et al., 2013, www.clinicaltrial.gov). La souche virale HSV1716, mutante pour le 

gène ICP6, est présentement testée pour traiter des tumeurs solides extra-crâniennes (Harland 

et al., 2002, Papanastassiou et al., 2002, Rampling et al., 2000, www.clinicaltrial.gov). La souche 

virale syncytiale HF10, possédant plusieurs gènes mutés, est en essai pour traiter les métastases 

de stades 3 et 4 provenant de mélanomes (Takakuwa et al., 2003, www.clinicaltrial.gov). Enfin, la 

souche virale M032 exprimant l’IL2 humain, basé sur la souche M002 exprimant l’IL12 murin, est 

en essai comme traitement pour différentes tumeurs du système nerveux central (Parker et al., 

2000, www.clinicaltrial.gov). 
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3 La famille de la protéine virale UL24 
 

3.1 Généralités 

 La protéine virale UL24 est codée par un gène ancestral des herpesviridae, est hautement 

conservée à travers les différents virus de l’herpès, et dont la fonction est inconnue (Davison, 

2002). Chez le VHS-1, le cadre de lecture ouvert du gène UL24 chevauche partiellement en sens 

inverse le cadre de lecture ouvert du gène UL23, codant pour la TK virale (McGeoch et al., 1988). 

UL24 est hautement basique et est composée de 269 acides aminés (aa); elle possède cinq 

régions d’homologie en sa partie N-terminale que l’on retrouve à travers les différents orthologues 

d’UL24 (Jacobson et al., 1998, Jacobson et al., 1989b, Knizewski et al., 2006). À l’intérieur des 

cinq domaines d’homologie, l’on retrouve plusieurs acides aminés hautement conservés, 

invariable chez les différents orthologues d’UL24 (Knizewski et al., 2006). La partie C-terminale 

de la protéine est quant à elle plus variable, ne révélant un degré d’homologie élevé qu’avec les 

alphaherpesvirinae. 

3.2 Le motif d’endonucléase PD-(D/E)-xK d’UL24 

 Une analyse bioinformatique a identifié un motif d’endonucléase de type PD-(D/E)xK se 

retrouvant dans le second et le troisième domaine d’homologie de la protéine virale UL24 

(Knizewski et al., 2006). Le site catalytique implique deux acides aminés hautement conservés : 

E99 et K101. La superfamille d’endonucléase en question implique typiquement des 

endonucléases de restriction, des enzymes impliquées dans la réparation de l’ADN, ainsi que des 

résolvases de jonction de type Holliday (Knizewski et al., 2006). Certaines de ces protéines sont 

aussi impliquées dans la recombinaison homologue cellulaire. Le VHS-1 code pour une seconde 

endonucléase de type PD-(D/E)-xK, UL12, impliquée dans la recombinaison homologue du VHS-

1 lors de la réplication du génome viral (Bujnicki et al., 2001). L’activité d’exonucléase d’UL12 

participe à l’échange de brin d’ADN lors de la réplication du génome viral ; la mutation d’UL12 

diminue l’efficacité de synthèse d’ADN viral (J. N. Goldstein et al., 1998, Weller et al., 1990). Il est 

possible qu’UL24 possède des fonctions similaires à UL12, impliquant cette protéine dans les 

évènements de recombinaisons homologues du VHS-1; l’activité du motif d’endonucléase d’UL24 

chez les différents orthologues reste à être validée. 
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3.3 Expression du gène UL24 chez le VHS-1 

 La transcription du gène UL24 est associée avec six transcrits viraux. Trois sites d’initiation 

de la transcription sont impliqués, dont un à l’intérieur du cadre de lecture ouvert, et deux différents 

signaux de polyadénylation sont utilisés (Holland et al., 1984, Jacobson et al., 1993, Kibler et al., 

1991, McGeoch et al., 1988, Read et al., 1982). Les transcrits courts d’UL24, de 1.4, 1.2 et 0.9 

kb, sont exprimés avec une cinétique d’expression précoce et utilisent le signal de polyadénylation 

d’UL24 (Figure 1.8) (W. J. Cook et al., 1996). Les transcrits longs d’UL24, de 5.6, 5.4 et 5.2 kb, 

sont exprimés avec une cinétique d’expression tardive et utilisent le signal de polyadénylation du 

gène UL26 (Figure 1.8) (W. J. Cook et al., 1996). L’expression des transcrits courts et des 

transcrits longs est régulée via un mécanisme de polyadénylation alternative. La protéine virale 

UL24 est exprimée avec une cinétique tardive et est associée à la présence des transcrits longs 

(Pearson et al., 2002b). L’accumulation des transcrits longs d’UL24 lors du cycle d’infection lytique 

requiert l’expression de la protéine virale ICP27; l’export nucléaire des transcrits longs d’UL24 est 

réduit de façon significative en absence d’ICP27 (Pearson et al., 2004). Enfin, l’absence de la 

protéine virale ICP27 lors de l’infection résulte en des niveaux indétectables d’UL24. On ignore 

l’importance des transcrits court pour la biologie du VHS-1. 
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Figure 1.8  Profil de transcription du gène UL24 : Le gène viral UL24 chevauche partiellement en sens 
inverse le gène UL23, codant pour la TK virale. Six différents transcrits sont produits lors de 
l’expression d’UL24 via un mécanisme de polyadénylation alternatif. Les trois transcrits courts 
utilisent un signal de polyadénylation associé au gène UL24. Les trois transcrits long, dont 
leur expression dépend partiellement de la réplication du génome viral, utilisent un signal de 
polyadénylation associé aux gènes UL26 et UL26.5. Inspiré de Pearson et al. (2002). 

 En contexte d’infection, la protéine virale UL24 se retrouve dans le noyau, ainsi que dans 

le cytoplasme (Pearson et al., 2002b). Cette protéine se retrouve aussi de façon transitoire au 

nucléole (Bertrand et al., 2010, Bertrand et al., 2008b, Lymberopoulos et al., 2007). En absence 

d’autres protéines virales, UL24 s’accumule dans l’appareil de golgi ainsi que dans le noyau 

(Bertrand et al., 2008b). L’expression d’UL24 sous plateforme lentivirale a été associée à 

l’induction de l’apoptose ainsi qu’à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M (Nascimento et al., 

2009). Son expression par transfection a été associée à la modification nucléolaire lors de 

l’infection par le VHS-1 (Bertrand et al., 2008b, Lymberopoulos et al., 2011, Lymberopoulos et al., 

2007). L’expression de versions tronquées d’UL24 a révélé que la partie N-terminale seule de la 

protéine possède un signal de localisation nucléolaire, et qu’elle est suffisante pour se localiser 

dans le noyau et induire la dispersion des protéines nucléolaires B23 et nucléoline (Bertrand et 

al., 2008b, Lymberopoulos et al., 2011). Une étude approfondie de mutants ponctuels en UL24 a 

révélé l’importance de certains acides aminés hautement conservés d’UL24 pour ces 

8Figure 1.8 : Profil de transcription du gène UL24 
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modifications nucléolaires, notamment les résidus conservés prédits de former le site catalytique ; 

les mécanismes impliqués demeurent inconnus (Bertrand et al., 2010, Lymberopoulos et al., 

2011). Une version tronquée d’UL24 ne possédant pas la partie N-terminale est exclue du noyau 

et se localise au niveau du trans-golgi (Bertrand et al., 2008b).  

3.4 Importance d’UL24 dans la cellule hôte 

 Une étude de mutagenèse ciblant le gène codant pour la TK virale a révélé que certaines 

mutations chevauchant le cadre de lecture ouvert d’UL24 menaient à la production de plages de 

lyses plus petites que le virus parental (Jacobson et al., 1989b). De plus, des mutations en UL24 

confèrent un phénotype syncitial, sensible à la température, plus pénétrant lorsque les cellules 

infectées sont incubées à 39̊C plutôt qu’à 37̊C (Sanders et al., 1982).  

 Une souche de VHS-1 recombinant n’exprimant pas la protéine UL24 (UL24X) a été 

produit dans le fond génétique KOS (Jacobson et al., 1998). Une série de 14 paires de base ont 

été insérées au site BglII contenant trois codons d’arrêt de la traduction dans les trois cadres de 

lecture ouvert, pouvant théoriquement produire une protéine tronquée longue de 46 aa. L’ajout de 

quelques paires de base au site BglII d’UL24, correspondant au site promoteur de tk, a été 

démontré comme n’ayant aucun impact sur l’expression et l’activité de TK. Ce virus exhibe les 

phénotypes caractéristiques associés à des mutations dans le cadre de lecture ouvert d’UL24, 

soit une réduction de la taille des plages de lyse, une diminution de l’efficacité de réplication virale 

d’au moins 85%, ainsi que l’apparition de plages syncytiales dont la pénétrance est sensible à la 

température (Jacobson et al., 1998, Jacobson et al., 1989b). Enfin, en absence d’UL24, nous 

observons une augmentation du ratio de capsides nucléaires comparativement aux capsides 

cytoplasmiques, suggérant que l’absence d’UL24 affecte la sortie du virus du noyau 

(Lymberopoulos et al., 2011). 

 L’importance d’UL24 dans la réplication virale semble impliquer le motif d’endonucléase 

de la protéine. La substitution de l’acide aminé hautement conservé G121 d’UL24, situé à 

l’extérieur du motif d’endonucléase de la protéine, confère au virus (vUL24-G121A) un phénotype 

syncytiale mais n’affecte pas son efficacité de réplication virale en culture cellulaire (Bertrand et 

al., 2010). Les substitutions des acides aminés E99 et K101 impliquant le domaine catalytique du 

motif d’endonucléase d’UL24 quant à elles, confèrent au virus (vUL24-E99A/K101A) un 

phénotype syncytiale ainsi qu’un défaut dans la réplication virale (Bertrand et al., 2010). De plus, 

tel un virus déficient en UL24, le virus vUL24-E99A/K101A ne peut redistribuer les protéines 



64 
 

nucléolaires B23 et nucléoline lors de l’infection de cellules épithéliales, impliquant le motif 

d’endonucléase dans les fonctions nucélolaire d’UL24 (Bertrand et al., 2010, Lymberopoulos et 

al., 2011). L’importance de la redistribution des protéines nucléolaires pour la réplication du VHS-

1 n’a toujours pas été démontrée. 

 Les mécanismes impliqués dans l’apparition de plages syncytiales en absence d’UL24 ou 

en présence de mutations ponctuelles en UL24 demeurent inconnus. La perturbation des 

filaments d’actine avec certaines drogues inhibe la formation de syncytia produit par le virus 

UL24X (Ben Abdeljelil et al., 2013). En absence d’UL24, les glycoprotéines virales impliquées 

dans la machinerie de fusion du virus (gB, gD, gH/gL) sont relocalisées par rapport au 

cytosquelette, impliquant potentiellement UL24 come modulateur de la machinerie de fusion (Ben 

Abdeljelil et al., 2013). La protéine virale UL24 semble alors posséder des fonctions spécifiques 

au nucléoplasme associées à son motif d’endonucléase (réplication virale, redistribution de 

protéines nucléolaires) et des fonctions associées à sa localisation cytoplasmique (modulateur de 

la machinerie de fusion virale). 

3.5 UL24 du VHS-1 comme déterminant de la pathogenèse virale 

 Dans un modèle d’infection de la cornée chez la souris, l’absence d’UL24 mène à une 

réduction modeste de 1 log10 des titres viraux dans le surfactant oculaire, une réduction similaire 

à ce qui est qu’observée en culture cellulaire (Jacobson et al., 1998). Toutefois, l’absence d’UL24 

mène à un défaut sévère de la neuropathogenèse (Jacobson et al., 1998). Le virus UL24X produit 

des titres viraux au niveau des ganglions trigéminaux à 3 jours post-infection réduits jusqu’à 4 

log10 par rapport au virus de type sauvage; la maladie inflammatoire périphérique associée à 

l’infection oculaire chez la souris est quasi-absente en absence d’UL24 (Leiva-Torres et al., 2010). 

Dans un essai de réactivation virale ex vivo par explantation des TG, 30% des ganglions 

neuronaux récoltés et dissociés sont associés à la réactivation d’une infection virale latente, 

comparativement à une réactivation virale du virus de type sauvage dans 100% des ganglions 

neuronaux récoltés (Jacobson et al., 1998). Enfin, la quantification du nombre de génomes viraux 

et de transcrits viraux par PCR quantitative lors de la latence a révélé que l’absence d’UL24 mène 

à une réduction de 2 log10 du nombre de génomes viraux latents dans un TG ainsi qu’en la 

réduction de 1 log10 du nombre de transcrits LAT (Jacobson et al., 1998). 

 Le rôle d’UL24 dans la neuropathogenèse est inconnu; il a été suggéré que cette protéine 

virale jouerait un rôle spécifique dans la réplication virale neuronale, tel les protéines virales TK 
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et RR (Jacobson et al., 1998). Des études in vivo utilisant des mutants ponctuels d’UL24 ont 

révélé que les fonctions nucléaires d’UL24 seraient importantes pour le rôle d’UL24 dans la 

neuropathogenèse du VHS-1. Malgré la présence d’un phénotype syncytiale, le virus vUL24-

G121A se comporte comme un virus de type sauvage in vivo ; vUL24-E99A/K101 quant à lui se 

comporte tout comme un virus déficient en UL24 (UL24X) (Leiva-Torres et al., 2010). 

3.6 Les orthologues d’UL24 

 Bien qu’UL24 soit un gène ancestral conservé à travers les Herpesvirales, son rôle dans 

la biologie des autres virus de l’herpès humain a très peu été étudié. La conservation du motif 

d’endonucléase d’UL24 suggère un rôle central de la partie N-terminale de cette protéine pour 

l’infection des herpès virus ; la variabilité de la partie C-terminale d’UL24 implique un rôle précis 

pour l’infection des simplex virus. 

3.6.1 Orthologue d’UL24 chez le VHS-2 

 La localisation intracellulaire d’UL24 chez le VHS-2 est similaire à celle du VHS-1, soit une 

expression cytoplasmique, ainsi qu’une expression prédominante nucléaire ponctuée 

correspondant au nucléole dans une minorité de cellules (Blakeney et al., 2005, Hong-Yan et al., 

2001). Contrairement au VHS-1 qui n’a pas été détecté dans le virion extracellulaire (Loret et al., 

2008, Pearson et al., 2002b), UL24 est retrouvée dans le virion extracellulaire (Blakeney et al., 

2005 ). Un virus recombinant déficient en UL24, UL24-gluc, a été produit en insérant au niveau 

du site de restriction BglII d’UL24 une cassette d’expression de la -glucuronidase, sous le 

contrôle du promoteur viral SV40 (Blakeney et al., 2005). L’absence d’UL24 chez le VHS-2 

confère un phénotype de plages syncytiales, ainsi qu’une réduction modeste des titres viraux dans 

au moins trois types de lignée cellulaire : les lignées épithéliales Vero et HFF, ainsi que la lignée 

cellulaire de type neuroblastome SK-N-SH (Blakeney et al., 2005). UL24 a été identifiée comme 

facteur de virulence dans un modèle d’infection vaginale chez la souris ainsi que chez le cochon 

d’inde. En absence d’UL24, lors de l’infection aiguë chez ces deux animaux, aucune mortalité 

associée à une encéphalite n’est détectée, et la fréquence ainsi que la sévérité de la maladie 

associée à l’infection sont sévèrement affectées (Blakeney et al., 2005). Chez le cochon d’inde, 

le génome viral latent d’UL24-gluc est détecté au niveau des ganglions sensitifs chez 70% des 

animaux; le virus peut se réactiver mais le nombre, ainsi que la sévérité des lésions récurrentes, 

sont sévèrement affectés (Blakeney et al., 2005).  
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3.6.2 Orthologue d’UL24 chez le virus de l’herpès humain 3 

La protéine exprimée à partir du cadre de lecture ouvert 35 (Orf35) du VZV possède une 

similarité de séquence en acide aminés de 33% comparativement à UL24 du VHS-1 (Ito et al., 

2005). Orf35 est aussi orienté en sens inverse en relation avec le gène de la TK virale, Orf36, 

mais ces deux gènes ne se chevauchent pas contrairement au VHS-1 (Ito et al., 2005). En 

contexte de transfection et d’infection, ORF35 est localisée principalement au nucléoplasme sous 

un patron diffus (Ito et al., 2005). En utilisant une série de cinq cosmides dérivés de la souche 

vaccinale du VZV Oka, une délétion complète d’Orf35 a été réalisée par digestion enzymatique ; 

un virus de secours a été produit en insérant le gène Orf35 et son promoteur putatif, généré par 

PCR, dans un site de restriction situé en amont du gène Orf66 (Ito et al., 2005). En absence de 

l’Orf35, une infection en culture cellulaire par le VZV résulte en une réduction de 50% de la taille 

des plages de lyse ainsi qu’en une légère réduction des titres viraux d’environ 1log10 (Ito et al., 

2005). Contrairement au VHS-1 et VHS-2, le VZV forme typiquement des plages syncytiales 

organisées possédant des projections cytoplasmiques appelées ponts viraux, et les noyaux 

cellulaires sont regroupés en anneaux autour d’un appareil de golgi centralisé (Ito et al., 2005). 

L’absence d’Orf35 interfère avec la formation de plages de lyse syncytiales du VZV, où l’appareil 

golgi centrale est désorganisé et aucun pont viral intercellulaire n’est formé (Ito et al., 2005). Enfin, 

l’absence d’Orf35 résulte en un patron d’expression diffus au cytoplasme de la glycoprotéine E 

du VZV plutôt qu’en sa localisation membranaire typique (Ito et al., 2005). 

 La protéine Orf35 a été identifiée comme étant un déterminant de la pathogenèse du VZV 

dans un modèle de xénographe de peau et de cellules T chez des souris SCIDhu. L’efficacité de 

réplication virale est diminuée en absence d’Orf35 lors de l’infection de xénographes de cellule T 

ou de la peau (Ito et al., 2005). L’impact de l’absence d’Orf35 sur la réplication virale in vivo est 

plus sévère lors de l’infection des cellules de la peau (Ito et al., 2005). La formation de syncytia 

lors de l’infection est spécialement importante pour la dissémination cutanée du VZV; la 

dérégulation de la formation de plages syncytiales en absence d’Orf35 expliquerait l’importance 

différentielle de cette protéine virale au niveau de la peau plutôt que pour l’infection de cellules T. 

L’importance de l’Orf35 pour la neuropathogenèse du VZV demeure inconnue. 

3.6.3 Orthologues d’UL24 chez les betaherpesvirinae humains 

 UL76, l’orthologue d’UL24 chez le HCMV, est une protéine associée aux virions 

extracellulaires, et possède un profil d’expression nucléaire et cytoplasmique (S. K. Wang et al., 
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2004). L’absence d’UL76 mène à une réduction de l’efficacité de réplication virale du HCMV (S. 

K. Wang et al., 2004). L’expression d’UL76 lors de l’infection virale mène à l’accumulation de 

protéines polyubiquitinées en aggrésomes associées aux compartiments de réplications virales, 

et ce via une interaction avec la protéine cellulaire S5a, une sous-unité du protéasome 26S 

pouvant interagir avec les ubiquitines (S. R. Lin et al., 2013). UL76 a aussi été identifié comme 

étant un régulateur d’expression génique ayant une spécificité pour certain promoteurs viraux (S. 

K. Wang et al., 2004). À faible dose, UL76 active le promoteur majeur immédiat précoce (MIEP) 

ainsi que le promoteur d’UL112 ; à forte dose, UL76 inhibe l’expression génique via le promoteur 

MIEP, ainsi que les promoteurs UL112 et UL54 à cinétique précoce. L’infection par le HCMV de 

cellules exprimant UL76 de façon constitutive a révélé que cette protéine à le potentiel d’inhiber 

la réplication virale. Malgré la capacité de maintenir une lignée cellulaire exprimant UL76 de façon 

constitutive, UL76 a été identifié tout comme UL24 comme pouvant induire l’apoptose ainsi 

qu’inhiber la progression du cycle cellulaire (Nascimento et al., 2009). De plus, les lignées 

cellulaires exprimant de façon stable UL76 accumulent plusieurs types d’aberrations 

chromosomales (Siew et al., 2009). Enfin, il a été démontré en contexte de transfection et 

d’infection que l’expression d’UL76 mène à l’expression de l’IL8 par la cellule via une réponse de 

dommage à l’ADN (Costa et al., 2013). La mutation du motif d’endonucléase d’UL76 réduit 

l’induction de l’expression de l’IL8 par la cellule. Bien que l’importance d’UL76 pour une infection 

in vivo soit inconnue, il se peut qu’UL76 soit un déterminant de la pathogenèse virale. La présence 

de l’IL8 amplifie la réplication virale du HCMV et agit comme chimiokine permettant au virus de 

recruter des neutrophiles susceptibles à l’infection, et ainsi faciliter sa dissémination à travers 

l’hôte.  

3.6.4 Orthologues d’UL24 chez les gammaherpesvirinae 

 La famille de protéine virale UL24 a été étudiée chez le virus de l’herpès murin 68 (MHV-

68), un virus servant de modèle pour les gammaherpesvirus humain. Tout comme pour les 

alphaherpesvirus et les betaherpesvirus, l’expression de l’orthologue d’UL24 chez les 

gammaherpesvirus, Orf20 du MHV-68, mène à l’induction de l’apoptose ainsi qu’à l’arrêt du cycle 

cellulaire en phase G2/M (Nascimento et al., 2009, Nascimento et al., 2007). Une infection 

cellulaire par un virus mutant en Orf20 n’a démontré aucune réduction en l’efficacité de réplication 

virale en culture cellulaire, ainsi qu’aucune modulation du cycle cellulaire par le virus (Nascimento 

et al., 2011). De plus, contrairement aux alphaherpesvirus, lors d’infection in vivo, l’absence de 

l’Orf20 n’a aucun impact sur l’établissement de la latence, et ne mène à aucune réduction des 
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titres viraux ; l’absence de l’Orf20 mène toutefois à un retard au niveau de la résolution de 

l’infection (Nascimento et al., 2011).   

3.6.5 Orthologues d’UL24 chez les virus de l’herpès non-humains 

Les orthologues d’UL24 ont été étudiés chez plusieurs autres alphaherpesvirus non 

humains. Chez le virus de l’herpès bovin (BHV) du genre varicellovirus, la complexité de la 

transcription du gène UL24 est similaire à celle du VHS-1, avec plusieurs transcrits viraux 

partageant la même extrémité 3’ (Haanes et al., 1997, Whitbeck et al., 1994). Le virus de l’herpès 

bovin (BVH) n’exprimant pas UL24 ne démontre aucune réduction significative des titres viraux 

en culture cellulaire (Whitbeck et al., 1994). Le rôle d’UL24 chez le BHV in vivo est inconnu. 

Chez le virus de l’herpès équin (EHV) du genre varicellovirus, la protéine orthologue 

d’UL24 est codée par le gène Orf37 (Kasem et al., 2010). Tout comme le BHV, l’EHV n’exprimant 

pas l’Orf37 ne démontre aucune réduction des titres viraux en culture cellulaire (Kasem et al., 

2010). Toutefois, les titres viraux sont réduits de façon significative (1 log10) lors d’infections de 

neurones primaires en culture cellulaire (Kasem et al., 2010). Des infections intranasales dans un 

modèle murin démontrent un rôle de l’Orf37 pour la pathogenèse virale. Une infection intranasale 

par le EHV mène à l’apparition de symptômes neurologiques et à une encéphalite virale; l’absence 

de la protéine codée par l’Orf37 cause un défaut sévère de la neuropathogenèse défini par 

l’absence de symptômes neurologiques, ainsi qu’en l’absence d’une maladie (Kasem et al., 2010). 

Enfin, les titres viraux en absence de l’Orf37 sont significativement réduit dans le cerveau, 

contrairement à une réduction légère des titres viraux dans les poumons (Kasem et al., 2010). 

La protéine virale UL24 chez l’herpèsvirus anatide 1 (DEV), un mardivirus causant une 

entérite virale chez le canard, possède un patron d’expression légèrement différent d’UL24 du 

VHS-1. UL24 DEV est principalement localisée au niveau de la membrane nucléaire, avec une 

localisation cytoplasmique (Jia et al., 2009). Le rôle d’UL24 DEV pour la réplication virale en 

culture cellulaire ou in vivo demeure inconnu. 

3.7 La protéine virale UL24 comme cible thérapeutique 

 L’importance de la famille de protéine virale UL24 pour la biologie des herpèsvirus et la 

neuropathogenèse virale font d’elle une cible thérapeutique intéressante. Un virus de l’herpès 

simplex 2 recombinant n’exprimant pas UL24, UL24-gluc, a été testé comme souche vaccinale 

chez la souris et le cochon d’inde (Visalli et al., 2014). Des immunisations à fortes doses et à 
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faibles doses avec le virus UL24-gluc protègent les souris contre des infections létales avec le 

virus de type sauvage, peu importe la voie d’innoculation (intravaginale, intramusculaire, ou sur 

le coussinet de la patte) (Visalli et al., 2014). L’infection avec la souche vaccinale génère des 

anticorps neutralisants en grande quantité ainsi qu’une réponse immunitaire de type Th1; 

l’immunisation réduit de façon significative l’établissement de la latence du virus de type sauvage 

(Visalli et al., 2014). 

 Une souche atténuée du DEV est présentement utilisée comme vaccin chez le canard. 

Cependant, la protection offerte par ce virus n’est pas absolue. Une souche atténuée de 

salmonella typhimurium, souche AroA- SL7207 a été utilisée comme vecteur afin de livrer chez le 

canard un vaccin à ADN où la protéine virale UL24 est fusionné à la sous-unité B non toxique de 

l’entérotoxine de E.Coli (LTB) servant d’adjuvant (X. Yu et al., 2012). L’administration orale du 

vaccin à ADN chez le canard permet de générer une réponse humorale, mucosale ainsi que 

cellulaire permettant de neutraliser le DEV ainsi que de diminuer de façon significative la mortalité 

associée à une infection avec le DEV (X. Yu et al., 2012). 

 Enfin, le VHS-1 est une plateforme intéressante permettant de développer des virus 

oncolytiques; le VHS-1 possède un tropisme cellulaire large et exprime plus de 80 gènes viraux 

pouvant être mutés afin de moduler à volonté la pathogénicité du virus et favoriser un tropisme 

pour les cellules cancéreuses. Une souche virale du VHS-1, le HF10, a acquis plusieurs mutations 

de manière spontanée et possède un phénotype syncytiale. Ce virus est déficient en 

neuroinvasion et non en neurovirulence, et est un candidat potentiel pour plusieurs thérapies 

oncolytiques tel que pour le cancer du sein ainsi que pour le cancer de la prostate (Mori et al., 

2005, Nawa et al., 2008, Nishiyama et al., 1991, Takakuwa et al., 2003). Enfin, la réplication de 

ce virus est restreint par la présence d’interféron de type 1, suggérant que l’une des mutations du 

virus cible un gène impliqué dans l’inhibition de la réponse anti-virale cellulaire (Nawa et al., 2008). 

Le gène UL24 de ce virus possède six mutations ponctuelles résultants en la substitution en acide 

aminés de l’isoleucine 191 en méthionine, se la sérine 226 en proline, et de la thréonine 239 en 

alanine, tous dans la partie C-terminale de la protéine. Les mutations en UL24 pourraient 

potentiellement être impliquées dans le phénotype de plages syncytiales du virus ; toutefois, 

d’autre mutations sont aussi présentes dans les gènes gB, gK et UL20, pouvant conférer un 

phénotype de plages syncytiales. L’importance d’UL24 pour les propriétés oncolytiques de la 

souche HF10 demeure inconnue. 
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4 Expression de gènes rapporteurs chez les VHS-1 
recombinants 

 Les déterminants de la pathogenèse virale sont impliqués dans la production de titres 

viraux élevés, dans les mécanismes de dissémination virale menant l’établissement d’une 

infection aiguë ou latente dans un grand nombre de cellules, ainsi que dans la modulation de la 

réponse anti-virale de l’hôte. Différentes techniques de laboratoire sont à notre disponibilité afin 

de caractériser en profondeur la pathogenèse du VHS-1; l’homogénéisation tissulaire permet de 

quantifier les titres viraux, l’extraction d’acides nucléiques de tissus permet d’étudier 

l’établissement de la latence ou la transcription de gènes viraux par PCR, et le sectionnement de 

tissus permet de visualiser l’étendue de l’infection virale par marquage immunohistochimique. 

L’analyse de ces paramètres requiert généralement l’euthanasie de l’animal, limitant 

généralement la capacité d’évaluer la progression de l’infection chez un même animal à différents 

temps lors de l’infection virale. De plus, l’analyse de certains paramètres viraux nécessite des 

modifications chimiques ou physiques irréversibles de la cellule ou du tissus, rendant impossible 

des analyse multiparamétriques d’un même échantillon. Différents virus recombinants exprimant 

un gène rapporteur visible par microscopie optique ont été produits afin de faciliter l’étude de la 

pathogenèse virale. Ces virus permettent d’identifier les foyers d’infections lytiques ou latentes, 

ainsi que certaines protéines virales.  

4.1 Stratégies de construction de virus recombinant 

Un défi lors de la génération de virus recombinant exprimant un gène rapporteur est le 

maintien d’un phénotype de type sauvage en culture cellulaire ainsi qu’in vivo. Les virus, incluant 

les virus de l’herpès, possèdent typiquement très peu de régions géniques non-importantes, 

maximisant l’information génique dans un espace restreint, menant au chevauchement de cadres 

de lecture ouvert et de transcriptomes complexes (Fields et al., 2007, Roizman et al., 2007 , 

Weller, 2011). La faible incidence de séquences inutilisées chez le VHS-1 limite les possibilités 

quant au choix du site d’insertion de cassettes d’expression de gènes transgéniques sans affecter 

de paramètres virologiques. Bien qu’il y ait très peu de région inutilisée dans le génome viral, sa 

longueur de 152 kb et la présence de plusieurs gènes viraux non-essentiels permettent certaines 

stratégies d’insertions de transgènes dans le VHS-1 (Fields et al., 2007, Weller, 2011).  
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L’insertion d’un gène transgénique ou d’une cassette d’expression peut se faire au niveau 

de gènes viraux non essentiels, permettant de produire un virus viable. Cette stratégie permet 

l’utilisation de promoteurs et signaux de polyadénylation natifs à la région. Cette stratégie a pour 

avantage la capacité du transgène à utiliser ou non un promoteur viral, ainsi que les différents 

signaux de polyadénylation natifs, mais le virus produit ne peut être considéré comme un virus de 

type sauvage dû à la perte d’un gène viral. Les régions intergéniques du génome viral sont des 

sites d’insertion de cassettes d’expression attirants, ne modifiant aucun cadre de lecture ouvert 

de gènes viraux, et minimisant les chances de modifier le comportement du virus. Lors de 

l’insertion d’une cassette d’expression, le promoteur peut être choisi afin de moduler les niveaux 

d’expression ainsi que le type cellulaire dans lequel le gène est exprimé. Toutefois, il peut être 

dangereux de modifier des régions intergéniques car celles-ci peuvent contenir des sites de liaison 

à des facteurs de transcription ainsi que des signaux de polyadénylation. Enfin, il est possible 

d’ajouter un transgène dans le même cadre de lecture ouvert qu’un gène viral, produisant une 

protéine virale étiquetée (Desai et al., 1998, Krautwald et al., 2008). Tout comme l’insertion d’un 

transgène dans une région intergénique, cette approche ne détruit aucun cadre de lecture ouvert, 

et offre en plus la possibilité de facilement localiser la protéine virale modifiée. Toutefois, la fusion 

d’un gène de référence à un gène viral à le potentiel d’affecter les interactions des diverses 

protéines, et ainsi affecter négativement la biologie du VHS-1 (Krautwald et al., 2008). Quel que 

soit la stratégie d’insertion d’un transgène utilisé, il est important de considérer les avantages et 

les risques afin de bien caractériser les virus recombinants produits, et de prévoir les applications 

à long terme. 

4.2 Visualisation de l’infection lytique 

L’expression de la luciferase par des virus recombinants permet la détection de foyer de 

réplication virale in vivo. La souche recombinante du VHS-1, KOS/Dlux/oriL, possède entre les 

gènes UL49 et UL50, les gènes de la Renilla luciférase et le gène Firefly luciférase sous les 

promoteurs précoces UL30 et UL29 respectivement (Burgos et al., 2006a). L’expression de la 

luciférase par le VHS-1 permet de visualiser des cellules infectées par bioluminescence via l’ajout 

du substrat, la luciférine (Burgos et al., 2006a). Ce virus offre la possibilité de localiser des sites 

d’infections lytiques de façon non-invasive via un système de bioimagerie chez un même animal 

sur plusieurs jours en injectant par intraveineux ou en ajoutant de façon ectopique le substrat de 

la luciférase. L’intensité du signal généré par la luciférase corrèle avec la quantité de virus présent 

dans les tissus, permettant d’évaluer la réplication virale chez un animal de façon indirecte 
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(Burgos et al., 2006a). Toutefois, la pathogenèse de KOS/Dlux/oriL diffère du virus de type 

sauvage ; les titres viraux produits sont légèrement inférieurs à ceux du virus de référence en 

culture cellulaire ainsi qu’in vivo, et la progression de la maladie en périphérie induite par ce virus 

est affectée négativement (Burgos et al., 2006a). Un autre virus recombinant exprimant la 

luciférase, R8411, basé sur la souche F, possède une cassette d’expression du transgène entre 

les gènes UL3 et UL4 (Zerboni et al., 2013). Ce virus permet de visualiser les sites d’infection 

lytiques in vivo tout comme KOS/Dlux/oriL. Toutefois, ce virus recombinant produit des titres 

viraux significativement moins élevés en culture cellulaire que le virus parental. Enfin, l’utilisation 

de la luciférase est associée à quelques limitations techniques, telles la dépendance du signal sur 

l’efficacité de la réaction enzymatique, la faible résolution spatiale du signal, ainsi que la faible 

intensité du signal lors de certaines infections animales (Luker et al., 2002). Dans un modèle 

d’infection oculaire, le signal généré par la luciférase lors de l’infection du TG ne permet pas de 

détecter des neurones infectés à travers le bruit de fond généré par les tissus périoculaires (Luker 

et al., 2002). 

La présence d’une cassette d’expression d’une protéine fluorescente offre plusieurs 

avantages comparativement à la luciférase. Elle permet une excellente résolution spatiale, et peut 

générer un signal quantitatif par cytomérie en flux. Toutefois, les tentatives d’insertion de 

cassettes d’expression dans le génome du VHS-1 ont souvent affectées négativement le 

phénotype du virus en culture cellulaire ou in vivo. La souche recombinante du VHS-1, KOSeGFP, 

possède une cassette d’expression de la protéine fluorescente eGFP sous le promoteur majeur 

immédiat précoce du HCMV, insérée entre les gènes UL26/UL26.5 et UL27 (Balliet et al., 2007). 

L’expression de la eGFP lors de l’infection lytique permet, tout comme KOS/Dlux/oriL, de 

visualiser des sites d’infection lytique, mais avec une meilleur résolution spatiale permettant 

d’identifier des cellules infectées individuelles. Lors d’essais de réactivation virale ex vivo, la 

présence de la eGFP permet d’identifier les neurones où l’infection de réactive. De plus, la 

fluorescence générée par cette protéine transgénique est conservée suite à la fixation et 

sectionnement de tissus, rendant cette stratégie compatible avec plusieurs essais 

d’immunohistofluorescence. Le virus KOSeGFP possède toutefois quelques désavantages : dans 

les larmes, les titres viraux du virus recombinant sont réduits par rapport au virus de référence, et 

la fréquence ainsi que la cinétique de réactivation virale sont réduits par rapport au virus parental 

(Balliet et al., 2007). De plus, l’expression de la eGFP chez ce virus est instable, des virus 

révertant perdant la cassette d’expression de la eGFP sont générés continuellement suite à la 

réplication virale en culture cellulaire ainsi qu’in vivo (Balliet et al., 2007). De plus, plusieurs tissus 

d’intérêt pour l’étude de la pathogenèse du VHS-1 génèrent beaucoup d’autofluorescence dans 
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le vert, augmentant le seuil de détection de cellules infectées par le VHS-1 (Jamme et al., 2013, 

Mochizuki et al., 1995, Monici, 2005, Teng et al., 2006). Cette stratégie d’insertion d’une cassette 

d’expression de la eGFP a été reproduit dans la souche clinique H129 (H129-eGFP) afin de 

produire un virus recombinant permettant de facilement d’identifier des parcours neuronaux via la 

fluorescence ; ce virus possède les mêmes limitations que le virus KOSeGFP (McGovern et al., 

2012). Le virus R/GFP+ possède une cassette d’expression de la GFP sous le promoteur CMV, 

entre les gènes UL53 et UL54 (David et al., 2012). Ce virus a été conçu comme virus de secours, 

produit à partir d’un virus mutant où le gène UL53 a été remplacé par la cassette d’expression de 

la eGFP (delta-gKGFP) (David et al., 2008, Foster et al., 1998). Cette paire de virus recombinants 

permet de faciliter l’étude du rôle de la glycoprotéine K lors de l’infection en culture cellulaire ainsi 

qu’in vivo. Bien qu’aucune instabilité génétique de la cassette d’expression n’a été rapporté, les 

titres viraux produits par le virus de secours R/GFP+ sont réduits par rapport au virus de type 

sauvage en culture cellulaire, et son comportement in vivo n’a toujours pas été caractérisé (David 

et al., 2012). 

4.3 Visualisation des sites d’infection latente 

 Lors de la latence, seul le locus LAT demeure transcriptionnellement actif. L’insertion de 

transgènes au sein de ce locus, utilisant le promoteur LAT, permet leur expression de façon stable 

lors de la latence. Une série de virus recombinants produits via cette stratégie possède une 

séquence IRES suivi des gènes LacZ ou -geo (Lachmann et al., 1997, Marshall et al., 2000). 

Ces enzymes permettent de visualiser les sites d’infections latentes par marquages 

histochimiques. Toutefois, cette stratégie d’insertion du transgène mène à l’absence de 

l’expression du transcrit majeur LAT de 2-kb, et ne peut être considéré comme possédant un 

phénotype de type sauvage. De plus, l’utilisation des gènes LacZ ou -geo afin de visualiser les 

sites d’infection nécessite des modifications chimiques tissulaires afin de visualiser les sites 

d’infection latente et permette difficilement d’utiliser cette technique en conjonction avec la 

microscopie à fluorescence. 

 Une seconde stratégie plus complexe a été conçu pour permettre d’exprimer une protéine 

fluorescente verte lors de l’infection latente du VHS-1, tout en maintenant l’expression de 

transcrits LAT similaire au virus de type sauvage. Le virus deltaLAT-EGFP a été produit en 

insérant le gène de la eGFP dans la région 5’ du transcrit LAT (Perng et al., 2000). Par la suite, 

le virus LAT-EGFP a été produit en insérant le promoteur LAT et la région 5’ du transcrit LAT 

manquante entre les gènes UL37 et UL38. Il a été démontré que l’insertion des premier 1.5 kb du 



74 
 

transcrit LAT et de son promoteur dans cette région permet de rétablir la réactivation virale 

spontanée chez le lapin à des niveaux de type sauvage (Perng et al., 1996a). La cinétique de 

réplication virale dans les yeux de la souris est légèrement modifiée par rapport au virus de type 

sauvage du fond génétique McKrae (Perng et al., 2000). De plus, ces virus servent principalement 

de témoin afin de caractériser des virus mutants en LAT, et ne sont généralement pas caractérisés 

en parallèle avec le virus de souche sauvage parental (Perng et al., 1996b, Perng et al., 2000). 

 Une seconde stratégie permettant de plus facilement visualiser l’infection latente sans 

modifier le locus LAT est via le marquage génétique permanent des cellules infectées via le 

système Cré-lox. Les souris ROSA26 et ROSA26-EGFP BAC possèdent les gènes LacZ et eGFP 

respectivement (Giel-Moloney et al., 2007, Soriano, 1999). Les promoteurs de ces gènes sont 

interrompus par une cassette d’expression de la néomycine flanquée par des sites de 

recombinaison loxP (Giel-Moloney et al., 2007, Soriano, 1999). L’expression de gènes 

rapporteurs est activée de façon permanente suite à l’infection par un virus exprimant la cre 

recombinase. Cette stratégie permet de facilement détecter des cellules ayant été infectées par 

le VHS-1 dans le passé contrairement à certaines techniques d’hybridation in situ qui dépendent 

du nombre de génomes viraux latents ou de l’expression des transcrits LAT (M. P. Nicoll et al., 

2013, M. P. Nicoll et al., 2012a, Wakim et al., 2008). Bien que ce marquage génétique cellulaire 

ne permet pas de distinguer entre les infections aiguë, latente, ou en phase de réactivation, le 

marquage cellulaire ne dépend pas de la quantité de génomes, transcrits, ou protéines virales et 

offre ainsi un excellent seuil de détection. 

4.4 Visualisation de mécanismes moléculaires impliqués lors de 
l’infection virale 

Lorsque sous le contrôle d’un promoteur viral du VHS-1, l’expression d’une protéine 

fluorescente peut être utilisée pour caractériser les différentes cinétiques d’expression lors de 

l’infection virale. Deux virus recombinants exprimant la eGFP sous les promoteurs immédiat-

précoce (ICP0) ou tardif (gC) ont été produits, ainsi qu’un troisième virus recombinant, exprimant 

la RFP et la eGFP sous les promoteurs tardifs Y1 (gB) et Y2 (gC) respectivement (Decman et al., 

2005, Ramachandran et al., 2008). Les cassettes d’expression, insérées au lieu du gène codant 

pour gC, ont permis de facilement visualiser l’expression de gènes , , et  lors de l’infection 

aiguë et lors de la réactivation virale ex vivo dans un modèle murin. Bien que la cinétique de 

réplication virale de ces virus soit légèrement affectée, les titres viraux produits dans les TG, 
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l’établissement de la latence, ainsi que la réactivation virale sont similaires au virus de type 

sauvage (Decman et al., 2005, Ramachandran et al., 2008).  

 Enfin, plusieurs protéines virales ont été étiquetées à des protéines fluorescentes, 

permettant de visualiser divers mécanismes moléculaires. Le virus K26 possède une version de 

la protéine de la capside VP26, étiquetée à la GFP (Desai et al., 1998). Ce virus permet de 

facilement détecter les cellules où l’infection lytique est établie. De plus, la détection de la GFP 

sous forme de points permet de localiser facilement les capsides virales et de suivre leur 

déplacement lors de la sortie cellulaire (Desai et al., 1998). L’étiquetage de VP26 à la GFP a aussi 

permis de visualiser l’entrée cellulaire ainsi que les mécanismes de transport rétrograde vers le 

noyau impliquant les dynéines (Dohner et al., 2006). Un virus PRV recombinant, PRV-GS1236, 

possède la protéine VP26 fusionnée à la mRFP1, ainsi que la protéine gD fusionnée à la GFP 

(Antinone et al., 2010b). Malgré une diminution de l’efficacité de la réplication virale suite à 

l’insertion des gènes pour les protéines fluorescentes, ce virus a servi d’outil important afin de 

suivre l’enveloppement et la sortie neuronale dans un même neurone à travers le temps. De plus, 

une étude a utilisé plusieurs PRV recombinants afin de visualiser les mécanismes d’infection 

interneuronal et de transport axonal antérograde, en visualisant des protéines virales étiquettées 

à des protéines fluorescentes (Feierbach et al., 2007). Enfin, un virus triple fluorescent, rHSV-

RYC, a été produit en étiquetant les protéines virales VP26, gH, et VP16 (de Oliveira et al., 2008). 

Chacune de ces protéines virales correspondent à des compartiments différents lors de l’infection 

virale et permettent d’étudier l’interaction de ces différents compartiments. Il est toutefois risqué 

de modifier des protéines virales en les fusionnant à une protéine fluorescente. Une étude a 

démontré que la localisation intracellulaire de la TK virale varie selon le choix de la protéine 

fluorescente fusionnée (Soling et al., 2002). De plus, il est possible que l’incorporation de 

protéines virales dans le virion infectieux soit inhibée suite à la fusion avec une protéine 

fluorescente, tel qu’il a été décrit pour UL35 (Krautwald et al., 2008). 

 

 

5 La microscopie à optique non-linéaire 

 Les technologies de microscopie optique ont poussé les limites de l’imagerie cellulaire, 

tissulaire ainsi que l’imagerie in vivo. L’imagerie à optique non-linéaire, telle la microscopie à 

fluorescence, obtient sont contraste en détectant une variation entre l’énergie des photons émis 
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et l’énergie des photons détectés. La microscopie à fluorescence traditionnelle est toutefois limitée 

par la photostabilité des molécules et l’intensité des signaux générés, ainsi que par l’épaisseur 

des tissus analysés (Cohen, 2010). De plus, l’énergie requise pour exciter certains fluorophores 

peut endommager les tissus ou les cellules vivantes, compliquant ainsi les études (B. E. Cohen, 

2010). Enfin, la microscopie optique nécessite typiquement l’addition d’agents de contraste 

permettant de visualiser des composantes cellulaires ou tissulaires, nécessitant la modification 

chimique des échantillons et souvent, nécessitant leur sectionnement. La microscopie 

multiphotonique de nouvelle génération permet de dépasser les limites de la microscopie optique 

traditionnelle en visualisant différents signaux intrinsèques aux composantes cellulaires, sans 

ajout d’agent de contraste, tout en permettant un sectionnement optique pour des analyses 

tridimensionnelles de tissus non-sectionnés. 

5.1 La microscopie à fluorescence à deux photons 

 L’énergie d’un photon et sa couleur perçue sont une fonction de la longueur d’onde. 

Lorsqu’une molécule absorbe un photon, elle acquiert de l’énergie et ses électrons entrent dans 

un état excité. Une fraction de cette énergie sera transformée en chaleur ou en vibrations, et un 

photon à plus faible énergie sera libéré. La différence entre l’énergie élevée d’un photon absorbé, 

et l’énergie faible d’un photon émis s’appelle le « shift Stokes » (Kitai, 2008, Ribas Gispert, 2008). 

En microscopie optique non-linéaire, cette perte d’énergie se visualise par un changement de 

couleur et est appelé fluorescence (Figure 1.9 A). Le contraste utilisé pour former une image 

provient de la présence ou de l’absence du fluorophore. Lors de l’imagerie de tissus épais, 

l’utilisation d’un seul faisceau lumineux comme source d’excitation a pour désavantage de générer 

de la fluorescence à travers son parcours, en périphérie du foyer focal. Ceci peut générer un 

signal flou, menant à une perte de la résolution de l’image. 



77 
 

Figure 1.9 Principe physique de microscopie multiphotonique : La microscopie optique non-linéaire suit 

les principes d’absorption et de génération de photons. L’énergie d’un photon () est 
indirectement proportionnelle à sa longueur d’onde. A-B) Certaines molécules absorbent 
l’énergie de photons puis les relâchent avec une perte d’énergie (fluorescence). C) Des 
molécules non-centrosymétriques, tel le collagène, ne possédant aucun centre d’inversion 
pour l’un de ses éléments de symétrie, peuvent absorber et combiner l’énergie de deux 
photons, menant à la génération d’un seul photon ayant la moitié de la longueur d’onde des 
photons absorbés (génération de seconde harmonique). D) Enfin, lorsque certaines molécules 
absorbent deux photons différents, la différence de longueur d’onde entre les deux photons 
peut induire un état de vibration au niveau du nuage d’électron. La molécule en vibration 
absorbera l’énergie d’un troisième photon, et génèrera un photon possédant l’énergie 
absorbée en plus de l’énergie de vibration (Coherent anti-Stokes Raman Scattering). 

 Lorsqu’une molécule absorbe deux photons simultanément, elle acquiert la totalité de leur 

l’énergie (Figure 1.9 B). En utilisant au moins deux sources lumineuses, il est possible de générer 

un signal de fluorescence en utilisant plusieurs photons ayant chacun une fraction de l’énergie 

requise (Xu et al., 1996). La microscopie à fluorescence à deux photons permet d’utiliser des 

longueurs d’onde d’excitation dans le spectre électromagnétique près de l’infra-rouge; pouvant 

pénétrer plus facilement les tissus épais (Helmchen et al., 2005). De plus, l’utilisation de photons 

à faible énergie limite les dommages possibles aux cellules et aux tissus. Enfin, puisque l’énergie 

des photons s’additionne uniquement au point focal là où ils se rencontrent, aucune fluorescence 

n’est générée en périphérie de la région d’intérêt. 

9Figure 1.9 : Principe physique de microscopie multiphotonique 
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5.2 Les signaux de seconde harmonique 

 La génération de signaux de seconde harmonique (SHG) survient lorsqu’une molécule 

non-centrosymmétrique, tel le collagène ou les microtubules, absorbe deux photons ayant la 

même énergie, et génère un seul photon ayant leur énergie cumulative et donc la moitié de leur 

longueur d’onde (Figure 1.9 C) (C. P. Brown et al., 2012, Gusachenko et al., 2012, Haroche, 2008, 

Schurmann et al., 2010, Stoothoff et al., 2008). Lorsqu’excité par un photon, les électrons oscillent 

avec le champ électrique de la lumière suivant une courbe sinusoïdale. En absence d’une 

centrosymétrie moléculaire, les électrons oscillent préférentiellement d’un côté, créant un contexte 

pour que l’énergie des photons puisse se combiner. L’utilisation de filtres pour les longueurs 

d’onde, ainsi que la densité de molécules non-centrosymmétriques dans les échantillons 

biologiques, permettent d’obtenir un contraste optique et une spécificité du signal suffisant pour 

la bioimagerie. L’avantage principal de cette technique est qu’elle nous permet de visualiser des 

structures cellulaires et tissulaires sans ajouts d’agents de contraste et sans modifier le tissu 

physiquement ou chimiquement. De plus, puisque la SHG ne requiert pas l’excitation de 

molécules avec de photons énergétiques, cette technique n’engendre pas de photoblanchiment, 

n’y de phototoxicité (B. E. Cohen, 2010).  

5.3 Les signaux de type troisième harmonie ou Coherent anti-Stokes 
Raman Scattering (CARS) 

 La génération de signaux de troisième harmonique, ou « coherent anti-Stokes raman 

scattering » (CARS), s’effectue en faisant vibrer les électrons d’une molécule avec deux faisceaux 

ayant des longueurs d’ondes différentes : le faisceau servant de pompe (pump), et le faisceau 

appelé Stokes (Stokes) (Figure 1.9 D) (Andreas, 2005, Mostaço-Guidolin et al., 2010, A. Volkmer 

et al., 2001b). Des molécules peuvent être très sensibles à une différence de longueur d’onde 

(vib) entre ces deux faisceaux, induisant une vibration du nuage d’électron. Cet état de vibration 

crée une superposition de deux niveaux basals d’énergie des électrons, pouvant leur servir de 

tremplin pour rejoindre un état d’excitation supérieur lorsqu’ils seront excités de nouveau par un 

photon. La molécule en vibration pourra alors générer un photon ayant la même énergie, ou un 

photon ayant gagné l’énergie de vibration. Puisque le photon généré gagne de l’énergie, la 

variation de sa longueur d’onde est appelé « shift anti-Stokes ». Bien que plusieurs molécules 

puissent générer des signaux de type CARS, les nuages d’électrons possèdent des longueurs 

d’onde d’oscillation (vib) spécifiques à leur environnement, définis par les liaisons covalentes 
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entre atomes. Les électrons entourant les liens CH2 (lipide) et OH2 (eau) peuvent facilement 

générer des signaux CARS. Ainsi, ce type de microscopie obtient son contraste en ajustant les 

longueurs d’onde pour les cibles voulues. Tout comme pour la génération de seconde 

harmonique, la densité de ces molécules permet de moduler l’intensité du signal observé, et ainsi 

l’analyse d’échantillons biologiques complexes. 

6 Applications de technologies de microscopie non-linéaire 
multimodale 

 La microscopie multimodale est la combinaison de différentes techniques d’imagerie à 

optique linéaire et non-linéaire. Ce type de microscopie en est à ses débuts, limité par la 

nouveauté de leur application, par l’accès à ces technologies, ainsi que par la disponibilité 

commerciale d’agent de contraste pouvant être utilisé pour générer des signaux SHG et CARS. 

6.1 Analyse de l’anatomie tissulaire et de la physiologie cellulaire et 
animale 

 La microscopie multimodale a été utilisée afin d’observer sous un nouvel angle l’anatomie 

tissulaire animal. Le cytoplasme de plusieurs cellules peut générer de l’autofluorescence, tandis 

que les microtubules et le collagène peuvent tous les deux générer des signaux élevés de SHG. 

Enfin, les structures riches en liens CH2, telle la gaine de myéline, peut générer des signaux de 

type CARS très élevés. Les différentes structures d’un œil de porc ont été visualisées en 

microscopie multimodale, permettant de caractériser qualitativement la cornée, le limbus, et la 

sclera (Teng et al., 2006). Les cellules épithéliales ont pu être distinguées l’une de l’autre via leur 

autofluorescence. Grace à la microscopie SHG, il a été démontré que la densité ainsi que 

l’orientation du collagène dans l’œil varie avec la profondeur du tissu (Teng et al., 2006). Une 

étude similaire a été réalisée en analysant la densité et l’orientation du collagène dans les tendons 

(Gusachenko et al., 2012). Il a été confirmé que l’étirement mécanique du tendon correspond à 

l’alignement des fibres de collagène. La microscopie CARS, ciblant les liens C-H présent dans la 

membrane plasmique, a permis la visualisation de la croissance d’axones de neurones primaires 

en culture, ainsi que de visualiser des cellules musculaires en culture dans des matrices 

artificielles extracellulaires (Brackmann et al., 2012, Loverde et al., 2011). Ce type d’imagerie sera 

très utile lors de la caractérisation de cultures de cellules en contexte de biomatériaux, ayant pour 

but de générer des organes ex vivo. De plus, des tissus neuronaux peuvent être visualisés par la 
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microscopie CARS afin de retrouver les régions riches en axones myélinisés, puisque ceux-ci 

possède une densité anormalement élevée de membranes plasmiques contrairement au reste du 

tissu (Evans et al., 2007). 

 La résolution spatiale de la microscopie multiphotonique non-linéaire permet d’observer 

plusieurs structures intracellulaires. Les microtubules, étant non-centrosymétriques, peuvent 

générer des signaux SHG. Une étude a observé des signaux de SHG générés dans les axones 

de neurones, mais non dans des dendrites et du corps cellulaire neuronale, dû spécifiquement à 

la polarisation des microtubules (Dombeck et al., 2003). Puisque ce type de microscopie ne 

nécessite aucune fixation des tissus ou agents de contraste, des études comme celle-ci 

permettront de mieux comprendre l’implication des microtubules dans le développement des 

neurones et de leurs axones in vivo. La microscopie CARS, pouvant cibler les liens CH2, peut être 

utilisée pour étudier le métabolisme des lipides ainsi que le trafic membranaire (Le et al., 2010). 

La combinaison de CARS et de la fluorescence a démontré que les corps lipidiques appelés « lipid 

droplets » interagissent avec des organelles cellulaires, et que la lipolyse de ces structures 

implique la protéine cellulaire CGI-58 (Nan et al., 2006, Yamaguchi et al., 2007).  De plus, la 

microscopie CARS combinée à la spectroscopie CARS, permet de caractériser la composition 

lipidique de membranes cellulaires, et de détecter les radeaux lipidiques (Slipchenko et al., 2009). 

Cette technologie pourra avoir des répercussions majeures dans les études de mouvement 

membranaire en contexte de communication intercellulaire et de transport de récepteurs par 

radeaux lipidiques lors de la réponse immunitaire. 

 La microscopie multimodale peut aider à la compréhension de divers mécanismes 

physiologiques. Par microscopie CARS, l’absorption des lipides par le petit intestin peut être 

visualisée en temps réel, pouvant par exemple aider les études liées à l’obésité (J. Zhu et al., 

2009). En utilisant comme modèle C.elegans, ce type de microscopie a permis de visualiser en 

temps réel le métabolisme des lipides d’un organisme vivant (Hellerer et al., 2007). Enfin, la 

microscopie et spectroscopie CARS ont été combinés pour mieux caractériser la peau et les poils 

humains, ainsi que pour visualiser en temps réel la diffusion d’huiles appliqués au niveau de 

l’oreille d’une souris (Evans et al., 2005, Slipchenko et al., 2009, Zimmerley et al., 2009a, 

Zimmerley et al., 2009b). Ces études ouvrent la porte à la caractérisation de l’absorption et de 

l’efficacité de crèmes ou de médicaments appliqués de façon ectopique sur des tissus humains. 

De plus, la microscopie multimodale de la peau permettra de mieux comprendre les modifications 

tissulaires engendrées par la réponse physiologique aux dommages causés par le soleil. 
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6.2 Diagnostique biomédicale 

 Le développement de tumeurs cancéreuses peut altérer la matrice extra-cellulaire, telle la 

modification de la longueur et l’orientation des fibres de collagène dans les tissus. La microscopie 

multimodale, via la détection de SHG généré par le collagène, peut être utilisée afin de visualiser 

l’apparition de tumeurs chez des patients, de façon non-invasive contrairement aux biopsies 

(Perentes et al., 2009a, Perentes et al., 2009b). Cette microscopie a déjà été utilisée pour le 

diagnostic du cancer des ovaires et de la prostate (Adur et al., 2014, Birk et al., 2014, Keikhosravi 

et al., 2014, Nadiarnykh et al., 2010). De plus, des corps lipidiques intracellulaires ont été observés 

dans différents types de cancer (Ramos et al., 1974, Sijens et al., 1996). Une étude a démontré 

via la microscopie CARS que les hauts niveaux de lipides intracellulaires corrèlent avec les 

capacités métastatiques et invasives des cellules cancéreuses (Le et al., 2009, H. W. Wang et al., 

2009). Enfin, la combinaison de microscopie CARS et de SHG a démontré que l’environnement 

péritumoral est caractérisé par une augmentation drastique de cellules lipidiques et d’une 

augmentation de la densité de collagène (Le et al., 2007b). Ces résultats corrèlent avec des 

études ayant démontré qu’un environnement riche en lipide facilite la dissémination de cellules 

cancéreuses. Ces avancements permettront de pousser les capacités à identifier les tumeurs à 

risque de produire des métastases chez les humains. 

 Au niveau du col de l’utérus, la matrice extracellulaire doit être remodelée lors de la 

gestation afin de rester fermée lors de la grossesse, et de se dilater lors de l’accouchement 

(Leppert, 1995, Timmons et al., 2010). Près de 13% des accouchements sont considérés 

prénatales, et la détection de femmes à risque demeure compliquée (Spong, 2007). L’analyse du 

cervix par un endoscope pouvant visualiser les signaux de SHG permet de vérifier le statut des 

fibres de collagène, et pourrait aider à prédire les cas d’accouchements prénataux (Zhang et al., 

2012). 

 Le diagnostic de maladies cardiovasculaires peut aussi bénéficier de la microscopie 

multimodale. Suite à un infarctus, les muscles cardiaques peuvent subir une fibrose, changeant 

le niveau de collagène ainsi que la souplesse du muscle. En combinant la visualisation de 

l’autofluorescence des muscles cardiaques, ainsi que les signaux SHG, la fibrose dans un modèle 

animal a pu être quantitativement évaluée (Caorsi et al., 2013). La microscopie CARS a aussi été 

utilisée en combinaison avec la microscopie SHG afin de détecter et de caractériser des plaques 

de gras associées à l’arthérosclérose dans les vaisseaux sanguins (Le et al., 2007a, H. W. Wang 

et al., 2008). Ces nouvelles technologies de microscopie pourraient s’avérer très importante en 
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clinique considérant l’incidence importante de la mortalité associée aux maladies 

cardiovasculaires dans les pays développés. 

6.3 Analyse des interactions hôte-pathogènes 

 La visualisation de corps lipidiques par microscopie CARS a ouvert la porte à plusieurs 

études avec le virus de l’hépatite C (HCV), connu pour induire les « lipid droplets » (Lyn et al., 

2009). L’interaction entre le génome à ARN du HCV et les lipides de la cellule a été étudiée en 

culture cellulaire en combinant la microscopie à fluorescence avec la microscopie CARS. Cette 

stratégie a aussi permis de caractériser l’impact de certaines drogues sur les corps lipidiques lors 

de l’infection, améliorant nos connaissances sur les interactions entre le HCV et la cellule. Enfin, 

par fluorescence à deux photons, des cellules infectées par le VHS-1 ont pu être visualisées dans 

un ganglion neuronal complet (Ma et al., 2014). Lors de l’infection de souris ROSA-YFP par un 

VHS-1 recombinant exprimant la recombinase Cre, les cellules ayant été infectées exprimeront la 

protéine fluorescente jaune (YFP). La capacité de détecter la YFP en profondeur, sans sectionner 

le tissu, permet de facilement quantifier le nombre de cellules où la latence a été établie. Enfin, 

malgré les avancements en microscopie multiphotonique et les multiples avantages, la 

microscopie CARS, la microscopie SHG, ainsi que la fluorescence n’ont toujours pas été 

combinés afin d’étudier des infections virales en contexte tissulaire. 

7 Hypothèse de travail 

 Au début de ce projet, peu d’information était disponible quant à l’importance d’UL24 lors 

de l’infection in vivo. Il était connu que, dans un modèle d’infection oculaire chez la souris, le virus 

déficient en UL24 (UL24X) produit des titres viraux 10 fois inférieurs à ceux du virus de type 

sauvage KOS, tel ce qui est observé dans des lignées cellulaires épithéliales. En contrepartie, les 

titres viraux chutent de 4 log10 dans les TG à 3 jpi en absence d’UL24, et l’efficacité de réactivation 

virale ex vivo est réduit de près de 70% lors d’un essai d’explantation de TG. L’hypothèse avait 

été émise qu’UL24 serait un facteur important pour la réplication virale dans un neurone. Bien 

qu’un virus témoin de secours ait été produit pour la souche parentale à UL24X, tkLTRZ-1, aucun 

virus de secours direct pour UL24X n’a été caractérisé. 

 Au laboratoire, nous avons produit et caractérisé des virus recombinants possédant des 

mutations ponctuelles dans le cadre de lecture ouvert d’UL24. Ces mutations ciblaient des acides 

aminés hautement conservés, dont certains sont impliqués au niveau du site catalytique du motif 
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d’endonucléase. Nous avions démontré avec ces virus recombinants que le motif d’endonucléase 

d’UL24 est important pour la neuropathogenèse du VHS-1. Nous avions aussi démontré que 

l’absence de la protéine virale UL24 mène à une diminution drastique de la maladie zosteriforme 

associée à l’infection par le VHS-1 chez la souris. Enfin, la caractérisation in vivo des mutants 

ponctuels a démontré que l’on peut dissocier génétiquement le phénotype syncytial associé à 

UL24, du défaut dans la neuropathogenèse, appuyant l’hypothèse qu’UL24 est une protéine 

multifonctionnelle (Leiva-Torres et al., 2010). Malgré ces avancés, les mécanismes impliqués 

dans la réduction des titres viraux dans les TG en absence d’UL24 demeuraient inconnus. 

 Nous avons formulé comme première hypothèse de travail qu’UL24 serait un déterminant 

de la dissémination virale vers les tissus neuronaux. Une combinaison de virologie moléculaire, 

de cultures de cellules neuronales, d’expériences in vivo, et d’analyses immunohistologiques a 

été utilisé pour tester cette hypothèse. Le premier objectif de ce projet était de construire et de 

caractériser un virus témoin pour UL24X, UL24X-Rescue. Nous avons ensuite caractérisé le rôle 

d’UL24 dans des neurones immortalisés et dans des neurones primaires. Enfin, nous avons 

effectué plusieurs infections in vivo afin de caractériser le rôle d’UL24 dans la dissémination de 

l’infection de la cornée vers le TG. 

 Dans un deuxième temps, suite à la réalisation de nombreuses infections in vivo, nous 

avons formulé comme hypothèse de travail que l’utilisation de virus recombinants exprimant une 

protéine fluorescente permettra une stratégie d’analyse de déterminants de la pathogenèse du 

VHS-1 plus poussée. Notre second objectif a été d’établir une stratégie de production de virus 

recombinants exprimant une RFP, conservant un phénotype de type sauvage et exprimant une 

RFP de façon stable, afin de développer une stratégie d’imagerie tissulaire combinant la 

microscopie multiphotonique multimodale et des virus exprimant une protéine fluorescente. Ces 

travaux ont été réalisés en collaboration avec le laboratoire du docteur François Légaré de l’IRNS-

EMT. Nous avons d’abord produit et caractérisé deux isolats indépendants du virus vUs7-

8mCherry, possédant une cassette d’expression de la RFP mCherry entre les gènes viraux Us7 

et Us8. Nous avons ensuite démontré la capacité de visualiser des foyers infectieux par 

microscopie à fluorescence dans des coupes histologiques de la cornée et dans le TG. Enfin, en 

collaboration avec le laboratoire du dr Légaré de l’INRS-Énergie Matériaux Télécommunications, 

nous avons mis au point et optimisé une plateforme de microscopie multimodale permettant de 

combiner la microscopie à fluorescence à deux photons, la microscopie SGH, et la microscopie 

CARS, pour visualiser une infection virale dans un tissu non-sectionné, sans ajout d’agents de 

contraste. 
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CHAPITRE 2 : PREMIÈRE PUBLICATION 

Résumé de la première publication 

Manuscrit soumis au Journal of General Virology 

Titre : La mutation d’UL24 interfère avec la dissemination de l’infection aiguë du virus 

herpès simplex 1 de la cornée vers le ganglion trigeminal. 

Le virus de l’herpès simplex 1 infecte initialement les cellules épithéliales de la muqueuse, 

pour ensuite infecter les neurones sensitifs menant ultimement à l’établissement d’une infection 

latente dans les ganglions trigéminaux (TG). UL24 est un gène hautement conservé des 

Herpesviridae qui a été identifié comme un déterminant de la pathogenèse chez plusieurs 

alphaherpesvirinae mais les mécanismes impliqués demeurent inconnus. Dans un modèle murin 

d’infection oculaire, un virus déficient en UL24 montre une réduction 1 log10 des titres viraux dans 

le surfactant oculaire tandis que les titres viraux dans les TG sont souvent sous le seuil de 

détection de nos expériences. De plus, l’efficacité de la réactivation à partir de la latence est aussi 

drastiquement réduite. Nous avons alors investigué comment UL24 contribue à l’infection aiguë 

du TG. Nos résultats comparant l’impact d’UL24 sur les titres viraux dans les tissus oculaires 

comparativement à ceux présents dans le surfactant oculaire n’ont pas révélé un défaut au niveau 

du relâchement du virus à partir de la cornée. Nous avons aussi observé que le défaut de la 

réplication virale dans des neurones embryonnaires primaires en absence d’UL24 n’était pas plus 

sévère que celui dans des lignées épithéliales. En fait, des analyses histologiques ont révélé que 

l’infection avec un virus déficient en UL24 mène à une réduction significative du nombre de 

neurones infectés de façon productive à 3 jpi. De plus, il y avait une réduction significative du 

nombre de neurones positifs pour de l’ADN viral à 2 jpi suite à l’infection par UL24X, 

comparativement à l’infection avec le virus de secours témoin. Nos résultats appuient un modèle 

où UL24 agirait sur la dissémination virale de l’infection de la cornée vers les TG. 
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Summary 

Herpes simplex virus 1 initially infects epithelial cells of the mucosa, and then goes on to 

infect sensory neurons leading ultimately to a latent infection in trigeminal ganglia (TG).  UL24 is 

a core herpesvirus gene that has been identified as a determinant of pathogenesis in several 

alphaherpesvirinae, though the underlying mechanisms are unknown.  In a mouse model of ocular 

infection, a UL24-deficient virus exhibits a reduction in viral titers in tear films of 1 log10 while titers 

in TG are often below the level of detection.  Moreover, the efficiency of reactivation from latency 

is also severely reduced.  Herein, we investigated how UL24 contributes to acute infection of TG.  

Our results comparing the impact of UL24 on viral titers in eye tissue versus in tearfilms did not 

reveal a general defect in virus release from the cornea.  We also found that the impairment of 

replication seen in mouse primary embryonic neurons with a UL24-deficient virus was not more 

severe than that observed in an epithelial cell line.  Rather, in situ histological analyses revealed 

that infection with a UL24-deficient virus led to a significant reduction in the number of acutely 

infected neurons at three days post-infection. Moreover, there was a significant reduction in the 

number of neurons positive for viral DNA at 2 days post-infection for the UL24-deficient virus as 

compared to that observed for wild-type or a rescue virus.  Our results support a model whereby 

UL24 functions in the dissemination of acute infection from the cornea to neurons in the TG. 
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Introduction 

 Herpes simplex virus 1 (HSV-1) replicates in epithelial cells, then infects the ends of 

sensory neurons that form neuronal ganglions (Roizman et al., 2007 ).  HSV-1 persists in neurons 

as a life-long latent infection, and may reactivate, often following stress, resulting in recurrent 

infections (reviewed in (Roizman et al., 2007 )).  In healthy individuals, symptoms typically vary 

from cold sores to viral keratitis, and in rare cases infections can lead to a life threatening 

encephalitis (reviewed in (Whitley et al., 2001)).  In the absence of a fully competent immune 

system, for example people living with AIDS, neonates, or stem cell recipients, the symptoms are 

often severe (reviewed in (Fatahzadeh et al., 2007)).  Many questions remain regarding the spread 

of infection within the host, which has hindered the development of treatments to prevent recurrent 

infections. 

 UL24 is highly conserved across the herpesviridae family (Davison, 1993, Roizman et al., 

2007 ). UL24 is involved in nucleolar modifications during HSV-1 infection, and impacts the nuclear 

egress of capsids (Bertrand et al., 2010, Bertrand et al., 2008a, Lymberopoulos et al., 2011).  UL24 

has also been shown to induce a G2/M cell cycle block when expressed in the absence of infection 

(Nascimento et al., 2009).  Following infection of an epithelial-derived cell line, a UL24-deficient 

HSV-1 strain produces 5 to 10 times fewer infectious virions, and exhibits reduced plaque size as 

well as a temperature sensitive syncytial phenotype (Jacobson et al., 1989b, Sanders et al., 1982, 

Tognon et al., 1991). 

 In vivo, HSV-1 UL24 has been shown to be important for pathogenesis (Jacobson et al., 

1998).  Mice infected with a UL24-null virus exhibit a reduction in viral titers in trigeminal ganglia 

(TG) of up to 4 log10, a 2 log10 reduction in viral DNA and a 1 log10 reduction in lat transcripts 

present in latently infected TG, a drastic reduction in the severity of disease, as well as a reduction 

in the frequency of reactivation from latency in explant assays (Jacobson et al., 1998, Leiva-Torres 

et al., 2010).  Reduced pathogenesis has also been observed for UL24 mutants of other 

alphaherpesviruses, such as HSV-2 (Blakeney et al., 2005), equine herpes virus (Kasem et al., 

2010), and varicella zoster virus (Ito et al., 2005).  The exact mechanisms through which UL24 

modulates pathogenesis is unknown. 

 In this study, we tested the hypothesis that the large reduction in viral titers in mouse TG 

observed with a UL24-deficient virus is a result of a defect in the dissemination of infection from 

the cornea to neurons of the TG. 
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Results 

Construction and characterization of a UL24X rescue virus 

 UL24X contains stop codons in all three reading frames such that translation is blocked at 

codon 44.  This design ensures that the mutant retains wild type levels of the viral thymidine kinase 

(TK), whose gene (UL23) is coded on the opposite strand and partially overlaps UL24.  UL24X 

was originally constructed by homologous recombination of the appropriate transfer vector and 

the KOS-based strain tkLTRZ-1 (Davar et al., 1994).  The latter has a lac Z gene inserted within 

UL23, which can be used to select for recombinants.  A rescue of tkLTRZ-1 has been described 

demonstrating that this rescue virus has a wild type phenotype (Jacobson et al., 1998).  

Nevertheless, we wished to generate a direct rescue of UL24X for use in our subsequent 

experiments.  A UL24X rescue virus was generated by homologous recombination of infectious 

DNA from UL24X co-transfected with the transfer vector pAG5. 

 To confirm that reinsertion of the wild-type UL24 gene within UL24X could correct the 

temperature sensitive syncytial plaque phenotype (Jacobson et al., 1989b, Tognon et al., 1991), 

we infected Vero cells at low MOI with KOS, UL24X, or vUL24X-Rescue (Fig. 1a).  Infected cells 

were overlayed with media containing methyl cellulose, and placed at 34 °C, 37 °C, or 39 °C for 

48 hours.  The three viruses formed similar plaques at 34 ˚C.  In contrast, while UL24X produced 

syncytial plaques at 37 °C and at 39 °C, vUL24X-Rescue produced non-syncytial plaques similar 

to those of KOS at both temperatures. 

 We next tested the rescue virus in a one-step viral replication assay (Fig. 1b). Vero cells 

were infected with KOS, UL24X or vUL24X-Rescue at an MOI of 5.  Although levels did not reach 

those observed with KOS, we found that viral yields were increased for vUL24X-Rescue as 

compared to UL24X, resulting in significantly higher viral titers for the rescue virus at both 12 hpi 

and at 24 hpi. 

 Importantly, we demonstrated that vUL24X-Rescue behaved similarly to KOS in vivo.  8-

week-old CD-1 mice were infected with either 2 x 106 or 6 x 102 pfu per eye of KOS, UL24X or 

vUL24X-Rescue (Fig. 2).  Viral titers in tear films were determined for days 1, 2 and 3 post-infection 

(Fig. 2a, b, c).  We found that the average ocular viral titer for vUL24X-Rescue at an inoculum of 

2 x 106 pfu per eye was higher than that for UL24X, and similar to that for KOS.  At day 3 post-

infection, vUL24X-Rescue produced viral titers in the TG similar to those of KOS, and values for 

both viruses were significantly higher than the viral titers produced by UL24X (Fig. 2d).  Moreover, 
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there was no statistical difference in titers obtained from mice infected with KOS or vUL24X-

Rescue infected with 6 x 102 pfu per eye. 

 We also found that the severity of disease was restored to wild-type levels with vUL24X-

Rescue both at inocula of 2 x 106 and 6 x 102 pfu per eye (Table 1).  Furthermore, we found no 

statistical difference in the number of TG that reactivated ex vivo from vUL24X-Rescue-infected 

mice as compared to KOS-infected mice, thus the defect in reactivation observed with UL24X was 

corrected (data not shown).  These data confirm that in vivo defects observed for UL24X are 

attributable to the UL24 mutation. 

Importance of UL24 for viral replication in primary embryonic neurons is 
similar to that in epithelial-derived cell lines. 

 One possible explanation for the disparity between the impact of UL24 mutations on viral 

titers in the corneal epithelia and in TG would be a specific requirement of UL24 for replication in 

neurons.  To test this hypothesis, we compared replication of KOS, vUL24X-Rescue and UL24X 

in mouse primary embryonic neurons (Fig. 3a).  Neurons were infected at an MOI of 0.1, and total 

virus was harvested at 12, 24, 36, 48, and 72 hpi.  We found that the reduction in titers for UL24X 

in neurons was of the same magnitude as the viral replication defect observed for UL24X in 

epithelial-derived cell lines (Jacobson et al., 1998, Jacobson et al., 1989b).  Moreover, we 

obtained similar results using neurons derived from the human neuroblastoma cell line LA-N-5.  

Following differentiation by retinoic acid (RA), these cells develop into cholinergenic neurons with 

characteristic long cytosolic extensions within eight days. By day 8 post RA treatment, over 95% 

of the cells stained positive for the neuronal maturation marker neurofilament M indicating that 

they had become mature neurons (Fig. 3b).  Neurons were either mock-infected, or infected with 

the wild type virus KOS or UL24X at an MOI of 10.  At 9 hpi, cells were fixed, and immunostained 

for the viral single-stranded DNA-binding protein ICP8, a marker for viral replication compartments 

(VRC).  We observed similar large VRCs in both KOS- and UL24X-infected LA-N-5 neurons (Fig. 

3c).  Next, differentiated LA-N-5 cells were infected with KOS or UL24X at an MOI of 10, and titers 

determined for 6, 12, 18, and 24 hpi (Fig. 3c).  In absence of UL24, we observed a 10-fold 

reduction in viral titers as compared to KOS.  Here too reduction was of the same magnitude as 

the viral replication defect observed for UL24X in epithelial-derived cell lines (Jacobson et al., 

1998, Jacobson et al., 1989b). These data suggest that there is no inherent difference with respect 

to the importance of UL24 for viral replication in neurons as compared epithelial-derived cells. 
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Reduction of the ocular viral load as observed in absence of UL24 is not 
sufficient to explain the drastic reduction of viral titers in the TG 

 Successful dissemination of HSV-1 infection from the eye to the TG depends in part on 

the amount of virus present in the cornea (S. H. Chen et al., 2004, Leib et al., 1989, Sawtell, 1998).  

We first verified that reduction in viral titers detected in tear films of mice infected with UL24X 

reflected a defect in viral replication within the cornea and not a defect in virus release from corneal 

epithelial cells.  Mice were infected with 2 x 106 pfu per eye of KOS, vUL24X-Rescue or UL24X.  

Eyes were harvested post-mortem at 2 dpi and homogenized.  We found that, similar to the 

reduction previously observed in tear films, viral titers were reduced 10-fold in eye homogenates 

for mice infected with UL24X as compared to KOS and vUL24X-Rescue (data now shown).  Thus, 

we did not observe a defect in virus release with UL24X, and therefore concluded that the 

magnitude of the reduction of viral titers in tear films reflected the reduction of the viral load within 

cornea. 

 We next tested if under our conditions, the 10-fold reduction of the ocular viral load as 

observed for UL24X was sufficient to cause the up to 4log10 reduction in viral titers in TG, possibly 

by a threshold effect.  Thus, we attempted to infect mice with an amount of wild-type virus that 

would produce titers in tear films similar to those seen for UL24X under our standard infection 

conditions.  We infected mice with either 2 x 106 pfu per eye of UL24X, or with quantities of KOS 

virus decreasing from 2 x 106 to 2 x 102 pfu per eye (Fig. 4).  One dpi (Fig. 4a), at a time where 

we would expect the impact on TG titers two days later would be the greatest, there was no 

significant difference between the viral titers in tear films for mice infected with KOS at 2 x 106, 2 

x 105 and 2 x 104 pfu per eye; for each condition, titers were approximately 10 fold higher than for 

mice infected with UL24X at 2 x 106 pfu per eye.  At the other end of the spectrum, infecting with 

1 x 103 pfu per eye or less led to viral titers in tear films on 1 dpi that were significantly below the 

levels produced upon infection with 2 x 106 pfu per eye of UL24X, with most viral titers falling 

below our detection threshold.  Interestingly, although we were unable to detect infectious virus in 

tear films at 2 and 3 dpi in many of the mice that were infected with 1 x 103 pfu per eye or less; in 

those where virus was detected, titers rose and surpassed levels seen with UL24X by day 3 post-

infection (Fig. 4b-c).  Furthermore, we found that a dose of 2 x 103 pfu per eye of KOS was the 

only one tested that resulted in tear films titers that were down to levels on day one similar to those 

seen for UL24X inoculated at 2 x 106 pfu per eye, and where infectious virus was detected in all 

mice tested.  But despite this similarity to UL24X, titers in TG at 3 dpi rose to levels seen for higher 

inocula of KOS, far surpassing titers obtained for UL24X (Fig. 4d).  Thus, we concluded that the 1 



93 
 

log10 reduction in tear film titers with UL24X was not sufficient to explain the drastic reduction in 

viral titers in TG. Although the similarity in titers seen with the inoculum of 2 x 103 pfu of KOS and 

2 x 106 pfu of UL24X was lost by day 3 post-infection (Fig. 4c), we would not expect virus levels 

in tear films to have an impact on TG titers of the same day.  The reverse strategy of using an 

inoculum of UL24X (1 x 108 pfu per eye) that was higher than that used for KOS, did not produce 

higher viral titers in the eye or in TG. 

 Although lowering the infectious dose of KOS to 1 x 103 pfu per eye reduced the incidence 

of viral reactivation to levels similar to those observed for UL24X (Table 2), unlike UL24X, this 

reduction could be explained by a reduction in the likelihood of establishing a productive infection 

in the eye as demonstrated by the large number of mice infected with 1 x 103 pfu per eye or less 

in which levels of virus in tear films were below the detection limit of the experiment.  Similarly, we 

also noted a difference between UL24X and KOS with regards to the link between acute replication 

in the eye and the development of clinical signs.  Lowering the infectious dose of KOS reduced 

the incidence of acute infection, but severe clinical signs were still evident in many animals, while 

for UL24X, acute replication in the eye was detected in all animals with hardly any clinical signs 

(Table 1).  

 These results indicate that the approximate 1 log10 defect in viral replication of UL24X 

observed in the eye cannot account for the large reduction in viral titers in TG and in clinical signs, 

and suggests a specific role for UL24 in the acute infection of TG. 

UL24 is important to establish a productive infection in a high number of 
neurons at 3 dpi. 

The low viral titers in TG observed with UL24X could theoretically result from there being 

the same number of infected neurons as seen with KOS, but a lower viral yield, or due to fewer 

acutely infected neurons with the same or a lower viral yield than for KOS.  We next tested the 

hypothesis that the defect was at the level of establishment of acute infection in neurons. TG were 

harvested from mice infected with KOS, UL24X or vUL24X-Rescue at 3 dpi, sectioned, stained 

using an antibody against HSV-1, and visualized by immunohistofluorescence using a 

stereoscope.  We found that for UL24X, the size of the infected area in the TG, when one could 

be detected, was typically smaller than that observed for KOS or vUL24X-Rescue (Fig. 5a).  

Furthermore, for both KOS and vUL24X-Rescue, we often observed multiple large foci of infection 

per TG, which was in contrast to our observations for UL24X where we typically detected either 

none or a single center of infection.  Moreover, all TG from KOS- and vUL24X-Rescue-infected 
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mice stained positive for viral lytic antigens, while for UL24X, lytic replication was detected in only 

half of the TG from infected mice. 

 For quantification purposes, sections were then analyzed by confocal microscopy.  Foci of 

infection consisted primarily of large pseudomonopolar neurons as identified by their characteristic 

morphology (Krastev et al., 2008, Mochizuki et al., 1995).  For each virus, infected neurons were 

quantified from individual TG harvested from at least three infected mice.  We found that the 

average number of infected neurons per TG section for KOS and vUL24X-Rescue was 

approximately 7 and 6 respectively, with individual values ranging from 1 up to 16 (Fig. 5b).  In 

contrast, in the absence of UL24, there was on average a 30-fold reduction in the number of 

infected neurons detected per section as compared to that observed for both KOS and vUL24X-

Rescue. 

Absence of UL24 leads to a reduced number of TG neurons staining 
positive for HSV-1 DNA 2 dpi 

 At 3 dpi, the total number of neurons expressing late viral proteins is the cumulative result 

of newly infected cells from the periphery, as well as possible interneuronal dissemination of the 

infection within the TG.  Moreover, detection of infected neurons by immunohistofluorescence 

using our HSV-1 antibody depends on the expression of late viral genes. Therefore, using this 

technique, we could miss neurons where the genome gains access to the nucleus and begins to 

be replicated but there is little expression of late proteins.  In order to have a better idea of the 

number of neurons that are infected prior to extensive spread of the virus, we used in situ 

hybridization to quantify the number of infected neurons at 2 dpi (Fig. 5c-d).  At this time point, we 

could expect that on average the virus could have replicated once in epithelial cells, and then gone 

on to infect neurons of the TG.  Thus, infected neurons would mostly represent cells infected from 

the periphery.  Staining of infected neurons was achieved through whole mount in situ 

hybridization to detect the HSV-1 genome. We found that in absence of UL24, the size of the 

infected area in the TG, when one could be detected, was typically smaller than that observed for 

KOS or vUL24X-Rescue (Fig 5c).  For each virus, infected neurons were quantified from individual 

TG harvested from at least three infected mice (Fig 5d).  For all the viruses tested, the number of 

cells for which HSV-1 DNA was detected at 2 dpi was much lower than the number of cells 

expressing viral proteins at 3 dpi.  We found that the average number of HSV-DNA-positive 

neurons per TG section for KOS and vUL24X-Rescue was approximately 1.5 and 3 respectively, 

with individual values ranging from 0.19 up to 5.  In stark contrast, we found that in the absence 
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of UL24, there was on average a 50 and 100 fold reduction in the number of infected neurons 

detected per section as compared to that observed for both KOS and vUL24X-Rescue 

respectively, with an average value of 0.03 and individual values ranging from 0.018 to 0.18.  Thus, 

in the absence of UL24, reduced spread of acute infection from the cornea to neurons of the TG 

appears to be a major factor leading to the drastic reduction in viral titers seen in TG at 3 dpi. 

Discussion 

Reduced viral titers in the eye cannot explain the drastic reduction of viral 
titers in TG seen with UL24X 

 It is known that a decrease in the viral load within the cornea can impact the amount of 

virus reaching the TG (S. H. Chen et al., 2004, Leib et al., 1989, Sawtell, 1998); however, we 

identified inocula for KOS where titers at 1 dpi were below those for UL24X, but nevertheless 

resulted in TG titers that far surpassed those for UL24X.  Thus, our results do not support a model 

whereby a reduction of viral load in tear films is the cause of the drastic reduction in viral titers 

observed in TG for the UL24 mutant.  Rather, our results point to UL24 playing a direct role in 

neurovirulence. 

A UL24 mutant replicates similarly in epithelia-derived cells, in murine 
embryonic neurons, and in LA-N-5-derived neurons  

 HSV-1 infection of neurons depends on a select subset of genes required to compensate 

for the lack of robust nucleotide metabolism in these non-dividing cells, for example, the viral 

ribonucleotide reductase (D. J. Goldstein et al., 1988b, Jacobson et al., 1989a, Perkins et al., 

2002).  Infection of primary mouse embryonic neurons can reveal neuronal replication defects of 

HSV-1 strains harboring critical mutations in such neurovirulence genes (Perkins et al., 2002). We 

found that infection of such primary neurons in absence of UL24 led to a decrease in viral titers 

as compared to KOS, but this decrease of approximately 1 log10 was no greater than what is 

observed in an epithelial cell line.  Similar results were obtained after infection of neurons derived 

from a human neuroblastoma cell line (LA-N-5). Thus, while UL24 does seem to play a role in the 

efficiency of viral replication in a variety of cell types, our results do not support a model whereby 

UL24 is critical for productive infection in neurons.   



96 
 

 It has recently been shown that infection of neurons at the level of the cell stroma favours 

an acute infection, while in contrast, infecting neurons through their axonal termini favours a latent 

infection (Hafezi et al., 2012).  This effect is possibly due to loss of specific transcription factors 

from the tegument of the incoming virion as it makes its way along the axon to the nucleus, thus 

shifting the balance between viral lytic gene expression and latency (Hafezi et al., 2012, Roizman 

et al., 1987).  In our experiments, we did not restrict infection of neurons to a specific substructure 

of the cell.  Thus, we cannot rule out the possibility of a UL24-specific function related to infection 

of neurons via their axonal termini.  Although such a function could theoretically account for the 

discrepancy between the in vivo observations and our results obtained for UL24X infections in 

neuronal cultures, UL24 of HSV-1 has never been detected in extracellular virions (Loret et al., 

2008, Pearson et al., 2002a), and thus is unlikely to play a direct role in retrograde transport to the 

neuronal body following entry.  Nevertheless, we cannot exclude the possibility that absence of 

UL24 during cellular infection has an impact on tegument composition, which could ultimately 

impact subsequent transport within neuronal axons. 

UL24 affects the spread of infection from the cornea to neurons of the TG  

 While the 5-10 fold reduction in the efficiency of viral replication of UL24X in neurons, as 

observed in cell culture, undoubtedly contributes in part to the drop in viral titers in TG, it cannot 

by itself account for the severity of the defect in neurovirulence seen with UL24X.  Rather, the 

huge drop in TG viral titers appears to be due to a significant reduction both in the number of 

neurons and in the number of TG where acute infection takes hold. 

To identify infected neurons where viral replication may not have progressed to the late 

phase of gene expression, we also analyzed TG at 2 dpi using whole mount in situ hybridization 

targeting the HSV-1 genome.  Of note, we could not distinguish between incoming and newly 

synthesized DNA in these experiments, thus we cannot formally rule out the possibility that the 

UL24 mutant entered and released its genome into neurons as efficiently as the wildtype virus, 

but then failed to replicate its genome.  Nevertheless, this strategy enabled us identify infected 

neurons prior to a major contribution of any intragangliolar spread of the infection.  We observed 

a significant decrease in the number of neurons harboring HSV-1 DNA in the absence of UL24.  

In all our experiments aimed at detecting HSV-1 proteins or DNA in situ, we never detected 

infected neurons in more than half of the TG isolated from UL24X-infected mice.  
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Our results point to UL24 being a novel player in the dissemination of HSV-1 infection from 

the cornea to TG neurons.  Further studies will be required uncover the precise mechanism 

underlying the role of UL24 in the neuropathogenesis of HSV-1. 

Methods 

Viruses and cells 

 HSV-1 strains were propagated and titrated on Vero cells as described previously 

(Lymberopoulos et al., 2007).  Primary embryonic neurons were harvested from E16-18 CD-1 

mice essentially as described previously (Jacomy et al., 2006).  LA-N-5 cells were maintained and 

differentiated with retinoic acid (RA) as described previously (D. P. Hill et al., 1998).  The HSV-1 

strains KOS and UL24XG (Jacobson et al., 1998) were originally provided by D.M. Coen (Harvard 

Medical School).  vUL24X-Rescue was generated by homologous recombination essentially as 

described previously by cotransfecting UL24X-infectious DNA with the linearized transfer vector 

pAG5 (Griffiths et al., 2003) into Vero cells using Lipofectamine (Life technologies).  Screening for 

recombinant virus was done by PCR designed to detect the 24 bp insertion within the UL24 open 

reading frame (ORF) of UL24X (5' TACGAAGCCATACGCGC and 5' GTCAACAGCGTGCCGC).  

The UL24 ORF of vUL24X-Rescue was sequenced to ensure the absence of undesired mutations.   

Viral replication assays 

 Viral yield in primary mouse embryonic neurons was assessed in a multi-step replication 

assay at an MOI of 0.1.  Primary neurons (2 x105 cells cm-2) were seeded in duplicate in six-well 

Cell+ plates (Sarstedt) that were pretreated with poly-D-lysine.   Viral yield in LA-N-5 neurons was 

assessed in a one-step replication assay.  LA-N-5 cells (4 x 104 cells per well) were seeded in 

duplicate in six-well Cell+ plates, and differentiated into neurons.  Neurons were infected at an 

MOI of 10 in 2 ml of preheated complete RPMI 1640 medium containing 1 % FBS.  For viral 

replication assays in Vero cells, 2.5 x 105 cells were seeded in duplicate in cell culture tubes 

containing 2 ml of complete DMEM medium.  The following day, cells were infected at an MOI of 

5.  At the indicated times post-infection, cells and supernatant were collected and placed at -80 

°C.  At the end of the experiments, total virus (cell-associated and cell-free) was titrated on Vero 

cells. Statistical analysis was achieved using the student t-test,  = 0.05. 



98 
 

Immunofluorescence on cells in culture 

 LA-N-5 cells were differentiated on #1 coverslips pre-treated with 0.1 % cold water fish 

skin gelatin (Sigma-Aldrich).  Neurons were either mock-infected or infected at an MOI of 10 for 

nine hours in 200 l of preheated RPMI 1640 medium containing 1 % FBS.  At the indicated times 

post-RA-treatment or post-infection, cells were fixed with PBS containing 4 % (w/v) 

paraformaldehyde (PFA), permeabilized with chilled methanol for five minutes at -20°C, washed, 

and immunostained.  Coverslips were mounted on slides using ProlongGold antifade reagent (Life 

technologies).  The following antibodies were used: mouse monoclonal anti-ICP8 (Abcam), rabbit 

polyclonal anti-Neurofilament M (Milipore), and Alexa 488-conjugated goat polyclonal antibodies 

directed against rabbit or mouse IgG.  Nuclei were stained using Draq5 (Biostatus limited).  

Confocal microscopy was carried out at the INRS-Institut Armand-Frappier imaging facility using 

a Bio-Rad Radiance 2000 confocal system with an argon-krypton laser at 488 and 568 nm (diode, 

638 nm) mounted on a Nikon E800 microscope using a 60x objective, with an aperture of 1.4, and 

a 1.6x software magnification in the Lasersharp software program (Bio-Rad). Images were 

prepared using Adobe Photoshop. 

Murine model of ocular infection 

 Animal experiments were conducted at the INRS-Centre for Experimental Biology in 

accordance with institutional good animal care practices.  Ocular infection of CD-1 mice deeply 

anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine, analyses of acute replication in the eye and 

TG, and ex vivo reactivation following latency, were conducted essentially as described previously 

(Coen et al., 1989, Leib et al., 1989, Leiva-Torres et al., 2010).  Backtiters of inocula were verified 

following infection of the mice.  Acute replication in the cornea was determined by titrating virus in 

pooled tear films from both eyes collected with moistened sterile cotton swabs while the mice were 

anaesthetized with isoflurane (Baxter). In each experiment, for each time point, titers in tear films 

and titers in TG were determined for at least three mice.  Data points that were below the level of 

detection of the experiment were treated as the limit values for calculation of means.  Statistical 

analysis was achieved using the student t-test,  = 0.05.  For the reactivation assays, statistical 

analysis was achieved using Fisher’s exact test. 
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Disease scoring 

 Clinical disease was assessed as described previously (Leiva-Torres et al., 2010). Five 

animals per group were followed daily for the indicated period of time.  

Probe preparation for wholemount in situ hybridization 

A DIG-labeled DNA probe was used for in situ hybridization to detect HSV-1 genomic DNA.  

Three g of EcoR1b plasmid (Goldin et al., 1981) containing a 20 kb fragment of the HSV-1 

genome were used as a template in conjunction with the High-Primed DNA labelling kit (Roche) 

with a 1:2 ratio of DIG-labelled dUTP to dTTP. 

Wholemount in situ hybridization 

Detection of cells that stained positive for HSV-1 DNA in histological sections was achieved 

by wholemount in situ hybridization (WmISH) as described previously (Escalante et al., 1995) 

using a DIG-labelled probe. 

Histological sectioning 

 TG were harvested at 3 dpi, washed once in PBS, and fixed overnight at 4 °C in a solution 

of PBS containing 3.2 % PFA (Electron Microscopy Sciences), and then stored in PBS at 4 °C.  

Prior to sectioning, samples were incubated at 4 °C overnight in a solution of PBS containing 30 

% sucrose.  TG were imbedded in freezing media (Histoprep, Fisher), and placed on dry ice for 

30 minutes.  Each TG was entirely processed into 8 microns sections on a Microm HM525 cryostat 

using replaceable blades (Edge-Rite, Thermo Scientific).  All sections were serially placed on 

slides, and overlayed with PBS to prevent samples from drying. 

Immunohistofluorescence  

 Immediately following tissue sectioning, samples were permeabilized for 30 minutes with 

PBS containing 5 % NCS and 0.1% Triton X-100.  Slides were dried briefly, and incubated 

overnight at 4 °C in a humid chamber (Sigma) with a rabbit polyclonal anti-HSV-1 (Abcam) 

antibody, and Hoechst (Life technologies) for nuclear staining.  The next day, slides were washed 
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three times with PBS containing 5 % NCS, incubated for 1.5 hours at room temperature with a 

goat polyclonal anti-rabbit IgG antibody conjugated to Alexa568, washed, and coverslips mounted 

using ProlongGold.  Antibodies were diluted in PBS containing 5 % NCS. 

Analysis of stained histological sections by fluorescence microscopy 

 Low magnification imaging of whole TG sections was achieved using a stereoscope 

fluorescence microscopy system (Nikon SMZ800, X-Cite 120 series) and a Q-Imaging camera 

(01-RET-2000R-F-M-12-C) at a 6.3X optical magnification. 

 Quantification of the number of infected neurons per section was achieved using a high 

magnification epifluorescence microscope (Nikon eclipse TE2000-U) at 40X optical magnification.  

Neurons were identified qualitatively by the large size of the nucleus, their large cell body size, 

and their inherent autofluorescence that emits in the green spectrum.  Neurons were identified as 

infected by positive anti-HSV-1 immunohistofluorescence staining.  For each ganglion analyzed, 

the number of infected TG neurons was determined for each section produced.  Results are 

presented as the total number of infected neurons per number of sections obtained for a given 

TG.  Statistical analysis was achieved using the student t-test,  = 0.05. 

Analysis of histological sections after whole mount in situ hybridization 

 Quantification of the number of infected neurons per section was achieved using a high 

magnification phase contrast microscope (Nikon eclipse TE2000-U).  Infected neurons were 

identified through the appearance of a purple precipitate within the cell nucleus.  For each ganglion 

analyzed, the number of infected TG neurons was determined for each section produced.  Results 

are presented as the average number of infected neurons per section of the TG.  Statistical 

analysis was achieved using the student t-test,  = 0.05. 
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Tables and Figures 

 

 

Figure 1  Characterization of a UL24X rescue virus in cell culture.  A) Comparison of plaque morphology 
for KOS, UL24X, and vUL24X-Rescue on Vero cells at 2 dpi grown at the indicated 
temperatures.  B) One-step replication assay comparing KOS, UL24X, and vUL24X-Rescue.  
Stars indicate statistically significant differences between vUL24X-Rescue and UL24X.  Error 
bars represent the standard deviation from the mean. 

 

10Figure 1 : Characterization of a UL24X rescue virus in cell culture 
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Figure 2 Rescue of UL24X mutation corrects in vivo defects observed in the mouse ocular infection 
model.  Viral titers in tear films are shown for A) 1 dpi, B) 2 dpi, and C) 3 dpi. D) Viral titers in 
homogenized TG at 3 dpi.  Stars indicate a statistically significant difference.  Dashed-lines 
indicate the detection limit of the experiment. 

 

11Figure 2 : Rescue of UL24X mutation corrects in vivo defects observed in the mouse ocular infection model  
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Figure 3 Replication of a UL24-deficient virus in neurons.  A) Multi-step replication assay in murine 

embryonic neurons.  Stars indicate statistically significant differences between vUL24X-

Rescue and UL24X.  Error bars represent the standard error.  B)  Differentiation of LA-N-5 

neurons.  Cells were immunostained at 1, 5, and 8 days post-treatment for the neuronal 

maturation marker Neurofilament M (green).  Nuclei were stained with Draq5 (blue).  The 

panels correspond to the merged confocal images.  C) Formation of VRCs in neurons 

infected with KOS and UL24X.  At 9 hpi, neurons were immunostained for ICP8 (green), and 

nuclei stained with Draq5 (blue).  Merged images are shown in the right-hand panels.  D) 

One-step replication assay in LA-N-5 neurons comparing UL24X to the wild-type virus KOS. 

12Figure 3 : Replication of a UL24-deficient virus in neurons 
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Figure 4 Reduction of the ocular viral load as observed in absence of UL24 is not sufficient to explain 
the up to 4log10 reduction of viral titers in TG. The inoculum (expressed in pfu per eye of the 
indicated virus) used for each group is indicated at the bottom of each graph.  Virus in tear 
films was titrated at A) 1 dpi, B) 2 dpi, and C) 3 dpi.  D) Virus in homogenized TG was titrated 
at 3 dpi.  Dashed lines represent the detection limit of the experiment. Stars indicate a 
statistically significant difference in viral titers obtained for the indicated group as compared 
to the group of mice infected with 2x106 pfu per eye of UL24X. 

 

 

 

13Figure 4 : Reduction of the ocular viral load as observed in absence of UL24 is not sufficient to explain the 4log10 reduction of viral titers in TG  
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Figure 5 UL24 is important for dissemination of the acute infection to a high number of neurons.  A) TG 
from mice infected with KOS, UL24X or vUL24X-Rescue were harvested 3 dpi, sectioned, 
immunostained for HSV-1, and analyzed by immunohistofluorescence. Left-hand panels show 
the tissue autofluorescence (green), center panels show HSV-1 infected cells (red), and 
merged images are shown in the right-hand panels.  B) The number of positive neurons in (A) 
were quantified.  Each point represents the average number of HSV-1-positive neurons per 
section for a given TG.  Results presented were pooled from two independent experiments.  
Stars indicate a statistically significant difference as compared to the values obtained for 
UL24X.  C)  Whole TG from mice infected with KOS, UL24X or vUL24X-Rescue were harvested 
2 dpi, hybridized against HSV-1 DNA and immunochemically stained (WmISH), sectioned and 
analyzed by phase contrast microscopy.  Boxes in the upper panels indicate areas with 
neurons harboring HSV-1 DNA, and are enlarged in the corresponding lower panels. 
Arrowheads indicate other infected neurons outside the boxed area. The scale bar represents 
0.5 mm.  D) The number of positive neurons in (C) was quantified as described in (B). 

14Figure 5 : UL24 is important for the dissemination of the acute infection in a high number of neurons 
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Table 1 Rescue of UL24X mutation corrects disease severity in vivo observed in the mouse ocular 

infection model   

15Table 1 Rescue of UL24X mutation corrects disease severity in vivo observed in the mouse ocular 
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Table 2 Reduction of the infectious inoculum reduces the incidence of ex vivo viral reactivation 
Table 1Table 2 Reduction of the infectious inoculum reduces the incidence of ex vivo viral reactivation 

Virus (pfu/eye) 
Reactivated TG 

(%) 
 

Total TG  

KOS 2x10e6 16/16         (100%)   † 

KOS 2x10e4 10/10         (100%)  † 

KOS 1x10e3 2/6           (33%)   

KOS 6x10e2 2/6           (33%)   

KOS 2x10e2 2/28           (7%)  

UL24X 2x10e6 5/18          (27%)  

UL24X 1x10e8 4/10          (40%)  

MOCK 0/8            (0%)  
16Table 3 : Reduction of the infectious inoculum reduces the incidence of ex vivo viral reactivation 

                      † : Statistically different from UL24X with Fisher’s exact test  
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CHAPITRE 3 : SECONDE PUBLICATION 

Résumé de la seconde publication 

Titre : Visualisation de ganglions neuronaux de souris infectées par le VHS-1 via 

l’utilisation de la microscopie multimodale à optique non-linéaire. 

Le VHS-1 est un virus neurotrope qui cause des lésions au niveau de la peau et établit 

une infection latente dans les neurones du ganglion trigéminal. Suivant un stress, le virus peut se 

réactiver de la latence, menant à la récurrence des lésions. Les études in situ d’infections 

neuronales par le VHS-1 sont critiques à la compréhension de mécanismes impliqués dans la 

biologie de ce virus et de la maladie associée à l’infection ; toutefois, cela requiert normalement 

la fixation et le sectionnement des tissus d’intérêt suivi de traitement avec des agents de contraste 

afin de visualiser des structures clés, pouvant mener à des artéfacts. Afin de pousser nos 

habiletés à étudier la pathogenèse du VHS-1, nous avons généré un virus recombinant exprimant 

une protéine fluorescente rouge de seconde génération (mCherry), se comportant comme un virus 

de type sauvage in vivo. En optimisant l’application d’une plateforme de microscopie multimodale 

à optique non-linéaire, nous avons réussi à visualiser dans des TG non-sectionnés de souris des 

cellules infectées par microscopie à fluorescence à deux photons, et des axones myélinisés 

provenant de neurones infectés et non-infectés par microscopie Coherent anti-Stokes Raman 

Scattering (CARS). Ces résultats représentent le premier cas où la microscopie CARS a été 

combinée avec la microscopie à fluorescence à 2 photons afin de visualiser des infections virales 

cellulaires en profondeur dans un explant de tissu non-sectionné et démontrent l’application de la 

microscopie multimodale à optique non-linéaire pour la visualisation à haute résolution 

d’échantillons biologiques sans avoir recours à des agents de fixation et de contraste. 
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Abstract 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is a neurotropic virus that causes skin lesions and goes 

on to enter a latent state in neurons of the trigeminal ganglia.  Following stress, the virus may 

reactivate from latency leading to recurrent lesions.  The in situ study of neuronal infections by 

HSV-1 is critical to understanding the mechanisms involved in the biology of this virus and how it 

causes disease; however, this normally requires fixation and sectioning of the target tissues 

followed by treatment with contrast agents to visualize key structures, which can lead to artifacts.  

To further our ability to study HSV-1 neuropathogenesis, we have generated a recombinant virus 

expressing a second generation red fluorescent protein (mCherry), which behaves like the 

parental virus in vivo.  By optimizing the application of a multimodal non-linear optical microscopy 

platform, we have successfully visualized in unsectioned trigeminal ganglia of mice both infected 

cells by two-photon fluorescence microscopy, and myelinated axons of uninfected surrounding 

cells by coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) microscopy.  These results represent the 

first report of CARS microscopy being combined with 2-photon fluorescence microscopy to 

visualize virus-infected cells deep within unsectioned explanted tissue, and demonstrate the 

application of multimodal non-linear optical microscopy for high spatial resolution biological 

imaging of tissues without the use of stains or fixatives. 
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Introduction 

 Immunohistochemical approaches to study viral pathogenesis can be highly informative 

but they require harsh chemical fixation as well as thin sectioning of tissue because of the poor 

depth penetration of traditional light microscopy.  Both of these treatments have been 

demonstrated to affect tissue morphology (Sillevis Smitt et al., 1993), and furthermore, the three-

dimensional structure of the tissue is necessarily lost.  Bioluminescence strategies are useful for 

in vivo studies; however, the resolution is relatively poor.  In the past years, the use of fluorescent 

proteins to study viral infections has grown (Balliet et al., 2007, Luker et al., 2002, Luker et al., 

2003).  One advantage of this approach over immunohistochemistry is that there are no concerns 

of non-specific staining due to cross-reactivity of antibodies with different antigens.  But traditional 

confocal microscopy does not permit imaging deep within tissue, therefore it typically necessitates 

sectioning of the tissue.  In contrast, two-photon microscopy allows imaging deep (1 mm) in tissue 

such that intrinsically fluorescent proteins expressed within tissue can be imaged at high resolution 

in a three dimensional tissular context.  Despite these advantages, two-photon fluorescence 

imaging cannot match traditional histochemistry with regards to distinguishing different tissue 

components.  In addition to two-photon microscopy, other microscopy techniques, which are label-

free, are used by the biomedical community to image tissues including second harmonic 

generation (C. P. Brown et al., 2012, Gusachenko et al., 2012, Schurmann et al., 2010, Stoothoff 

et al., 2008) and coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) (Andreas, 2005, Mostaço-

Guidolin et al., 2010, Andreas Volkmer et al., 2001a).  CARS microscopy provides an imaging 

contrast based on vibrational spectroscopy and is extremely powerful to image structures rich in 

CH2 symmetric stretching modes, a chemical group which is abundant in lipids (Evans et al., 2005, 

Folick et al., 2011, Fu et al., 2007, Hellerer et al., 2007, Lim et al., 2011, H. Wang et al., 2005b).  

This type of microscopy has already been exploited to visualize lipid droplets induced by the 

Hepatitis C virus (HCV) in cell culture (Lyn et al., 2009).  In whole tissue mount, multiphoton 

fluorescence microscopy can be used to identify different structures by their autofluorescence, 

and it affords great sectioning capability (C. Y. Lin et al., 2008, Teng et al., 2006); however, 

autofluorescent properties of the tissue under study can be problematic if the emission spectra 

overlap with that of the fluorescent protein used for tracking of cells (Mochizuki et al., 1995).  

Optimization of the experimental conditions for each imaging modality, as well as their 

compatibility, is crucial if one is to combine their respective strengths to achieve multimodal high 

spatial resolution imaging deep in tissue. 
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Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is a neurotropic virus.  The double-strand DNA genome is 

contained within an icosahedral capsid surrounded by a protein rich tegument, and finally a bilipid 

envelope (Roizman et al., 1974, Roizman et al., 2007 ).  During a primary infection, the virus first 

replicates in epithelial cells of the mucous membrane leading to skin lesions commonly referred 

to as cold sores (Blyth et al., 1984, Summers et al., 2001).  Next, the virus infects the endings of 

sensory neurons innervating the mucosa and spreads to the trigeminal ganglia (TG). The virus 

can replicate within neurons of the TG, though ultimately, viral gene expression in the neuronal 

ganglia will diminish, and a life-long latent infection will be established (Baringer et al., 1973, M. 

L. Cook et al., 1973, Dyson et al., 1987, Reichelt et al., 2008).  Under conditions of stress, the 

virus can exit latency and re-enter a productive cycle of viral replication leading to recurrent 

infections.  While infections in healthy individuals are usually benign, ocular keratitis and viral 

encephalitis can occur. In immune-compromised hosts and in neonates, infections can be more 

severe and may lead to disseminated disease (D. Kimberlin, 2004a, Pottage et al., 1995).  The 

murine ocular infection model for HSV-1 recapitulates many of the stages of a typical infection 

including acute replication in the mucosa, acute replication in neurons of the TG, and the 

establishment of a latent infection (T. J. Hill et al., 1983, Leib et al., 1989).  Ex vivo reactivation 

upon post-mortem harvesting of TG is also observed, and virus reactivation in vivo (to varying 

degrees) can be induced through different means (Blyth et al., 1980, Neumann et al., 2007, 

Sawtell, 2003, Sawtell et al., 1992). 

The goal of this study was to achieve multimodal high spatial resolution imaging deep 

within an HSV-1-infected TG using signals intrinsically generated by, and generated within the 

tissue.  TG contain many myelinated neurons of various sizes, whose myelin sheathes can 

generate a strong and specific CARS signal (Evans et al., 2005, Fu et al., 2007, H. Wang et al., 

2005b) by virtue of their richness in symmetric CH2 vibrational modes.  The neuron soma 

generates very little CARS signal, but is strongly autofluorescent and emits in the green spectrum 

close to that of the commonly used green fluorescent protein (Mochizuki et al., 1995).  Infection 

of cells can be detected using a virus expressing a fluorescent reporter gene.  To date, the 

combination of CARS and multiphoton fluorescence microscopy in the context of a viral infection 

has been limited to the analysis of single monolayers of cells in culture (Lyn et al., 2009, Robinson 

et al., 2010).  Herein, we describe for the first time the combined use of CARS microscopy and 

two-photon fluorescence microscopy to visualize infected cells and components of the 

surrounding tissue in an unfixed and unsectioned virus-infected tissue.  
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Results 

Production of vUs7-8mCherry 

For our pathogenesis studies of HSV-1, we produced and characterized a recombinant 

strain of HSV-1 that behaves like the wild-type parental strain KOS, and that stably expresses the 

second generation red fluorescent protein (RFP) mCherry (Shaner et al., 2004) (Figure 1).  This 

RFP was chosen due to its stability and the fact that it functions as a true monomer.  Furthermore, 

due to the inherent autofluorescence of neural tissue in the green spectrum, the use of an RFP 

minimized background signal from uninfected cells in the TG.  The cloning strategy chosen was 

designed so as not to disrupt any viral open reading frames (ORFs) or regulatory regions of the 

surrounding genes.  An mCherry expression cassette under control of a mammalian promoter was 

inserted into the intergenic region between the ORFs of the HSV-1 Us7 and Us8 genes.  To avoid 

disrupting the polyadenylation of transcripts co-terminal with Us7, as well as to avoid interrupting 

the promoter of Us8, the Us7 and Us8 intergenic region was duplicated in tandem. Two 

independent isolates of the recombinant virus vUs7-8mCherry, a and b, were produced by 

homologous recombination. 

Characterization of vUs7-8mCherry in vitro and in vivo 

 Prior to using vUs7-8mCherry for our experiments, we tested whether the virus behaved 

like the parental strain both in cell culture and in vivo.  For several HSV-1 strains in which genes 

for intrinsically fluorescent proteins have been inserted into the genome, stability has proven to be 

a problem and expression cassettes were either repressed or lost due to the recombinegetic 

nature of the virus (Balliet et al., 2007, Foster et al., 1999).  In contrast, we found that vUs7-

8mCherry was very stable; the mCherry expression cassette was maintained by the virus 

throughout multiple rounds of replication in vitro (data not shown).  We also tested the impact of 

the insertion of the mCherry cassette on expression of the downstream gene Us8.  Us8 codes for 

the viral glycoprotein E (gE).  To confirm that our strategy was successful in preserving wild type 

expression levels of gE, we assessed steady-state levels of the glycoprotein in Vero cells infected 

for 18 hours with vUs7-8mCherry (Figure 2 A).  By Western blot analysis, we found that gE protein 

levels were similar for each of the isolates and the parental strain KOS.  Furthermore, we found 

that both isolates replicated as efficiently as the wild-type virus KOS in a single-step replication 

assay (Figure 2 B). 
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 We next assessed the efficiency of vUs7-8mCherry to replicate in vivo using a well-

established murine model of ocular infection (Leib et al., 1989).  Mice were infected with 2x106 

plaque forming units (pfu) of HSV-1 per eye following light scarification of the cornea.  For the first 

three days post infection (dpi), both isolates of vUs7-8mCherry produced viral titres in tear films 

similar to KOS (Figure 3 A-C).  Likewise, at three dpi, the viral titres in TG for vUs7-8mCherry 

were similar to wild-type levels (Figure 3 D).  We next tested the ability of vUs7-8mCherry to 

reactivate from latently infected TG in an explant assay.  In this assay, TG are dissociated 

enzymatically, and then co-cultured on a monolayer of Vero cells.  By 24 hours post dissociation, 

mCherry-positive neurons were readily detected using fluorescence microscopy (data not shown).  

Furthermore, no reduction in the frequency of reactivation as compared to KOS was observed for 

either independent isolate of vUs7-8mCherry (Table 1).  In addition, we found that vUs7-8mCherry 

was stable in vivo, because we did not observe loss of mCherry expression following passage 

through mice either during acute replication or following ex vivo reactivation (data not shown). 

Visualisation of infected cells by fluorescence microscopy 

 Prior to imaging of infected tissues using our multimodal multiphoton platform, we 

assessed our ability to visualize vUs7-8mCherry-infected tissues by standard confocal 

microscopy.  Eyeballs and TG were harvested post-mortem at two and three dpi.  Tissues were 

fixed and processed for sectioning by cryostat, and 10 µm sections were mounted on microscope 

slides (Figure 4).  Many subanatomical structures were readily identifiable by their 

autofluorescence.  The opaque sclera of the eye, as well as the clusters of pseudomonopolar 

neurons in the TG, naturally generate a very bright signal in the green field due to their richness 

in epithelial cell NADPH and cellular matrix collagen, and in lipofuscin respectively (Mochizuki et 

al., 1995, Monici, 2005, Teng et al., 2006).  In contrast, autofluorescence of these tissues drops 

dramatically once in the red field such that corneal epithelial cells infected by vUs7-8mCherry 

stood out from the background (Figure 4 A).  Similarly, in the TG, infected neurons were identifiable 

via mCherry fluorescence, which was also above the autofluorescence background signal in the 

red field (Figure 4 B-C).  We next confirmed that we could identify the same infected region using 

fluorescence microscopy to visualize mCherry expressed by our recombinant virus, as we could 

by standard immunohistochemistry. Samples were processed for immunohistofluorescence using 

antiserum directed against HSV-1 and a secondary antibody conjugated to Alexa 488 (Figure S1).  

As expected, the subcellular structures visualized by each approach differed.  The soluble protein 

mCherry was detected in the cytoplasm and nucleus.  In contrast, the HSV-1 antiserum, which 
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contained many antibodies directed against viral glycoproteins, stained mainly cell membranes 

and cytoplasmic structures.  Nevertheless, the same region of the TG that was stained using the 

HSV-1 antiserum was detected by imaging mCherry expression, thus validating our strategy to 

use a virus that expresses a red fluorescent protein for detection with our platform. 

Visualization of whole TG using multimodal non-linear optical microscopy 

 One of the major advantages of two-photon fluorescent microscopy compared to traditional 

confocal microscopy is the ability to conduct deep tissue imaging.  We next visualized sites of viral 

replication in whole, unfixed, infected TG using our multimodal non-linear optical microscopy 

platform (Figure 5).  Mock-infected TGs as well as vUs7-8mCherry-infected TGs were harvested 

at 3 dpi, and immediately placed in ice cold PBS.  The delay between time of harvest and analysis 

was maintained to less than 24 hours to preserve tissue architecture.  TGs used for these analyses 

were neither fixed nor sectioned.  Following harvest, a typical TG is approximately 1 mm in 

diameter and 1 cm in length.  For imaging purposes, TG were placed on a microscope slide, 

overlayed with a small amount of cold PBS, and covered with a no. 1 coverslip. 

 Phospholipids that make up the cellular plasma membrane are rich in symmetric CH2 

vibrational modes.  Thus, the myelin sheath surrounding neuronal axons, which are formed by 

multiple layers of Schwann cell plasma membrane, are readily visualized by CARS microscopy.  

Although we noted that some autofluorescence signal could be detected when using the filter for 

CARS microscopy, we were able to clearly visualize axonal extensions and distinguish between 

the inside and the borders of the axons (Figure 5 A).  By combining CARS microscopy with 2-

photon fluorescence microscopy, which allowed us to visualize neuronal cell bodies by 

autofluorescence in the green spectrum, we were able to distinguish between regions dominated 

by axonal extensions and regions containing clusters of non-infected pseudomonopolar neurons 

(Figure 5 B).  

 We next attempted to image infected cells in their three dimensional tissular context using 

our microscopy platform.  For imaging of intact TG, infected sites within TG were first located by 

two-photon fluorescent microscopy using a filter for mCherry. Cells infected with vUs7-8mCherry 

were readily identified deep within the TG.  Through the collection of a series of Z-stacks, we 

reconstructed a three-dimensional projection of a cluster of infected neurons visualized through 

the detection of mCherry using the program NIH Image J (Figure 5 C and Video S1).  Once an 

infected region of the TG was identified, we selected one of the focal planes to visualize using 

both CARS microscopy alone or combined with fluorescence microscopy (Figure 5 D, E 
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respectively).  The autofluorescence signal was digitally substracted from our CARS field images 

to put emphasis on the signal generated by myelinated axons (Figure 5 D).  This particular region, 

dominated by neuronal cell bodies, generated CARS signal due to axons located between the cell 

bodies.  The focal plane visualized by CARS microscopy was merged with the corresponding field 

obtained from two-photon microscopy (Figure 5 E).  Thus, we successfully combined two-photon 

fluorescence microscopy with CARS imaging to visualize HSV-1-infected neurons deep in unfixed 

and unsectioned neurons within TG. 

Discussion 

 Although there has been much written about the potential of tissue imaging with multimodal 

multiphoton microscopy (C. Y. Lin et al., 2008, Ouyang et al., 2010), to the best of our knowledge, 

this study constitutes the first report of combining CARS microscopy and two-photon fluorescence 

microscopy to study viral infections deep within whole tissue mounts.  Combining the two 

techniques enabled us to visualize distinct subanatomical structures within the TG, both in infected 

and uninfected regions of interest (ROI).  Regions of dense bundles of myelin rich axons within 

TG were readily observed by CARS microscopy.  In contrast, regions corresponding to large 

clusters of neuronal cell bodies produced smaller areas of CARS signal in between the cell bodies.  

When using the fluorescence imaging modality, the multimodal non-linear optical microscopy 

platform enabled us to visualize uninfected bodies deep within TG by virtue of their 

autofluorescence in the green spectrum, as well as infected cells via the expression of mCherry 

by the virus.  

 Although there have been numerous HSV-1 strains constructed that express intrinsically 

fluorescent proteins, few have been generated that avoid disrupting any viral ORF, and that 

maintain a wild-type phenotype both in vitro and in vivo (Antinone et al., 2010b, Balliet et al., 2007, 

de Oliveira et al., 2008, Nagel et al., 2008, Potel et al., 2002, Ramachandran et al., 2008, A. 

Snyder et al., 2007).  Furthermore, some were demonstrated to be unstable leading to loss of 

expression of the fluorescent protein after several passages (Balliet et al., 2007).  We have 

successfully engineered a recombinant HSV-1 strain that expresses mCherry all the while 

retaining a wild-type phenotype in vivo.  Furthermore, we found that the virus is stable both in cell 

culture and following passage through mice.  Thus, this virus constitutes one of a limited number 

of recombinant HSV-1 strains that encode an intrinsically fluorescent protein, and that are suitable 

for in vivo studies looking at pathogenesis (Nagel et al., 2012, Tanaka et al., 2004). 
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 mCherry was an excellent choice for visualization of infected cells in situ due to the low 

natural fluorescence of biological samples corresponding to its visual spectrum.  The mCherry 

signal was sufficiently above the autofluorescence background with limited photobleaching to 

detect both the cell bodies and the axons of many infected neurons in the tissue. Further 

improvement to our strategy would include having an even stronger signal to noise ratio for the 

multiphoton fluorescent imaging.  One approach would be the use of the RFP tdTomato, for which 

the gene is a duplicated mTomato ORF in tandem and in frame.  This intramolecular dimer is three 

times more brilliant than mCherry, and has been detected as deep as 1 cm within tissues, making 

it ideal for the study of viral dissemination within an experimental animal (Winnard et al., 2006). 

 Finally, using the sectioning power of our microscopy platform, we recreated a three-

dimensional projection of an ROI deep within the unfixed TG where infected neurons were located.  

In this projection, infected neurons and axons could be observed in relation to their native 

environment.  From there, we were able to select ROIs to analyze in more detail combining 

fluorescence and CARS microscopy techniques.  Our results demonstrate the potential of 

multimodal non-linear optical microscopy for studying viral infection and pathogenesis in whole 

tissues by combining data acquired through different imaging modalities.  Furthermore, because 

CARS imaging is particularly well suited to studying demyelinating diseases, our platform would 

be ideal for investigating hypotheses of virus-induced demyelination among other virus-induced 

neuropathologies.  Although our experiments were conducted on explanted tissue, our ability to 

accomplish this imaging without fixatives, stains or sectioning of the tissue demonstrates the 

potential for applications in in vivo imaging.  Future improvements to the system include strategies 

to increase the signal to background ratio of CARS signals in biological samples, and the use of 

brighter intrinsically fluorescent proteins that, nevertheless, do not emit at a wavelength 

corresponding to high autofluorescence in different tissues. 
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Materials and methods 

Ethics Statement 

All animal experiments were carried out at the INRS Centre for Biological Experimentation 

in accordance with institutional good animal care practices, and approved by the "Comité 

institutionnel de protection des animaux" of Université INRS (permit #0806-04). 

Plasmid construction 

To create a eukaryotic expression cassette for mCherry, the ORF was excised from the 

prokaryotic expression vector pRSETb-mCherry (Shaner et al., 2004) with HindIII and BamHI.  

The resulting fragment was inserted within the multiple cloning site of a pCG-Zeo derived 

eukaryotic expression vector (von Messling et al., 2003) containing the CMV promoter, producing 

the plasmid pCG-mCherry.  

 To minimize the impact on expression of the neighbouring genes, the Us7 and Us8 

intergenic region was duplicated in tandem separated by a unique PmeI site.  Each fragment was 

produced by PCR using KOS DNA as a template.  The 5' fragment was obtained using the primers 

5'-cccggatccctaatgccacgcgagcg and 5'-ggggtttaaacgagccaaagtcaacacaac.  The 3' fragment was 

obtained using the primers 5'-cccgtttaaactgtccatttctttcttccc and 5'-cccaagcttgcgagactttcgtcctc.  

The 5' and 3' PCR fragments were digested with PmeI and either BamHI or HindII respectively.  

By triple ligation using T4 DNA ligase (NEB), the fragments were inserted within the pET15b 

plasmid that had been digested with BamHI and HindIII.  The resulting plasmid, pET15b/Us7-Us8, 

was verified by standard DNA sequencing.  Sequencing was carried out by the McGill University 

Genome Quebec Innovation Centre.   

To produce the transfer vector, we next amplified the mCherry expression cassette from 

the plasmid pCG-mCherry using the primers 5'-ccgcggatagaattcgag and 5'-ccgcggatacgaattcttac.  

The plasmid pET15b/Us7-Us8 was digested with the restriction enzyme PmeI, creating a site in 

which to insert the expression cassette by blunt ligation. The resulting plasmid was verified by 

DNA sequencing. 
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Construction of recombinant viruses 

Recombinant viruses were produced by homologous recombination essentially as 

described previously (Griffiths et al., 2003).  The virus vUs7-8mCherry was obtained by co-

transfecting KOS infectious DNA and the transfer vector pET15b/Us7-Us8mCherry that had been 

linearized with HindIII.  DNA was transfected into Vero cells using Lipofectamine (Life 

Technologies) according to the manufacturer’s instructions. Screening of recombinant viruses was 

based on expression of mCherry.  Two independent isolates, originating from two independent 

transfections, were produced (a and b).  The Us7 and Us8 intergenic regions of each independent 

isolate were sequenced to ensure the absence of undesired mutations. 

Viruses and cells 

KOS and vUs7-8mCherry isolates were propagated on Vero cells as described previously 

(Coen et al., 1985).  The KOS strain was originally from the Priscilla Schaffer lab (Harvard Medical 

School).  Cells were grown in DMEM containing 5% newborn calf serum (NCS), and the antibiotics 

penicillin and streptomycin, and maintained in a 37˚C incubator with 5% CO2. 

Western Blotting 

Vero cells were infected with either KOS or either isolate of vUs7-8mCherry at a multiplicity 

of infection (MOI) of 5.  At 18 hours post-infection (hpi), cells were lysed in RIPA buffer (50 mM 

Tris pH 7.5, 1% Triton X-100, 0.5% DOC, 0.1% SDS, 500 mM NaCl).  Proteins were resolved by 

SDS polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred to a polyvinylidene difluoride membrane 

(Immobilon-P; Millipore).  Proteins were detected by Western blotting using a mouse monoclonal 

antibody directed against HSV-1 gE (Fitzgerald) or a mouse monoclonal antibody directed against 

betaActin (Biolegend), followed by appropriate secondary antibodies conjugated to horseradish 

peroxidise (Bethyl and Sigma respectively).  Detection was done by enhanced 

chemiluminescence (GE) according to the manufacturer's instructions. 

Viral replication assays 

Viral yield was determined using one-step replication assays.  Vero cells (2.5 x 105) were 

seeded in duplicate in cell culture tubes containing 2 ml of complete medium.  The next day, cells 
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were infected with the indicated virus at an MOI of 5.  At 6, 12, 18, and 24 hpi, the respective tubes 

were removed from the incubator and placed at -80°C.  Tubes were thawed and sonicated, and 

total virus (cell associated and cell free) was titrated. 

Murine model of ocular infection 

Mouse experiments were conducted essentially as described previously (Coen et al., 1989, 

Leib et al., 1989).  Seven-week old CD-1 mice were obtained from Charles River, and were 

acclimatized for 5-7 days.  Prior to infection, mice were deeply anaesthetized by intraperitoneal 

injection of a solution of ketamine (100 mg kg-1; Bioniche) and xylazine (10 mg kg-1; Bayer) diluted 

in saline.  Following light scarification of the cornea, 2 x 106 plaque forming units (pfu) of virus 

were applied in a dropwise manner in a volume of 7-10 µL to each cornea of the mice.  Groups of 

at least five animals per virus were infected in each individual experiment.  Virus titres during acute 

eye infection were determined from 1 to 3 d.p.i. by titrating virus in pooled tear films from both 

eyes collected with moistened sterile cotton swabs while the mice were anaesthetized with 

isofluorane (Baxter).  Titres of virus in TG during acute infection were determined by titrating virus 

present in the pooled homogenates of both TG harvested post-mortem at 3 d.p.i.  For titres in the 

eye, on each day in question, eye swabs were taken from three mice per virus.  For titres in TG, 

TG were harvested from three mice for each virus per experiment.  Virus reactivation following 

latency was assessed in an explant assay 30-40 days p.i.  Individual TG were dissociated with 

collagenase (Invitrogen) and overlaid on a monolayer of Vero cells.  Reactivation for each TG was 

determined by the appearance of the virus-induced cytopathic effect of the Vero cells, which was 

monitored for 10 days post-explant. 

Tissue sections and confocal analysis 

Eyeballs harvested 2 d.p.i., and TG harvested at 3 d.p.i., were fixed for 24h in 4% PFA at 

4°C, and stored in PBS.  Prior to sectioning, samples were placed in 30% sucrose in PBS overnight 

at 4°C, immersed in frozen tissue embedding media Histo Prep (fisher Scientific), and frozen on 

dry ice until the mould was solidified.  Serial 10 µM sections were prepared using a cryostat 

(Kryostat 1720 digital; Leitz, Midland), and mounted on Superfrost Plus slides (Fisher Scientific).  

Cover slips were mounted using Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen).  The samples were 

visualized using a Bio-Rad Radiance 2000 confocal system with an argon-krypton laser at 488 
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and 568 nm (diode, 638 nm) mounted on a Nikon E800 microscope.  Images were prepared using 

Adobe Photoshop CS4 software. 

Immunohistofluorescence analysis of TG sections 

Detection of infected cells in histological sections was achieved by immunohistofluorescence 

(IHF). Immediately following tissue sectioning, samples were permeabilized for 30 minutes with 

PBS containing 5% NCS and 0.1% Triton X-100. Slides were dried briefly using absorbent paper, 

and incubated overnight at 4°C in a humid chamber (Sigma) with a rabbit polyclonal anti-HSV-1 

(AbCam) primary antibody at a dilution of 1:150, and Hoechst (Invitrogen life technologies) at a 

dilution of 1:500 for nuclear staining. The next day, slides were washed three times with PBS 

containing 5% NCS, and incubated for 1.5 hours at room temperature with a goat polyclonal anti-

rabbit IgG antibody conjugated to Alexa488 diluted 1:1000. All antibodies were diluted in PBS 

containing 5% NCS. Three additional washes were then carried out before mounting slide covers 

using ProlongGold antifade reagent (Invitrogen life technologies). The samples were visualized 

using a Zeiss Axio Observer Z1 (63X, N.A.1.4.) microscope with a diode laser at 405 nm, an argon 

multi-line laser at 458/488/514 nm, a DPSS laser at 561 nm, and a HeNe laser at 633 nm. Images 

were prepared using Adobe Photoshop CS4 software. 

Multimodal non-linear optical microscopy platform 

For the multiphoton microscopy, we used a laser scanning inverted microscope (Till 

Photonics GmbH, Munich, Germany).  The focusing objective used in our experiments was the 

Olympus UAPO 40XW3/340 (water immersion with a numerical aperture of 1.15).  The size of the 

laser beams at the entrance of the XY scanner was set to ensure that the aperture of the focusing 

objective was completely illuminated.  Its position relative to the sample was controlled by a 

mechanic and a piezoelectric motor for coarse and fine adjustment.  Because the imaged samples 

were thick, the detection was performed in the backward direction.  CARS and two-photon 

fluorescence light was then collected with the same microscope objective, and redirected to a 

PMT detector (model R6357, Hamamatsu Corporation, New Jersey, USA) by a dichroic mirror 

(model FF735-Di01-25, Semrock, Rochester, USA).  Additional filters are put in front of the 

detector to eliminate residual laser beams and isolate the desired signal. 
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     For CARS microscopy, a ~150 fs pulse duration Titanium-Sapphire oscillator (Tsunami, 

Spectra Physics, Santa Clara, USA) was spatially and temporally overlapped with a 15 ps pulse 

duration Nd:YVO4 laser (Vanguard, Spectra Physics, Santa Clara, USA). The two lasers were 

electronically locked to have the same repetition rate (~80 MHz). The wavelength of the Titanium-

Sapphire (817 nm) and of the Nd:YVO4 (1064 nm) laser were set in order that their frequency 

difference met the symmetric CH2 vibrational mode (~2845 cm-1) (Ouyang et al., 2010, H. Wang 

et al., 2005b).  Before being overlap with the Nd:YVO4 laser, the bandwidth of the Titanium-

Sapphire spectra was reduced through a pulse shaper to around 1 nm to obtain a pulse duration 

of around 1 ps thus increasing the spectral resolution and the ratio of the resonant CARS signal 

to the non-resonant CARS background (Cheng et al., 2001, Cheng et al., 2002, A. Volkmer et al., 

2001b). 

     For two-photon fluorescence microscopy (Denk et al., 1990, Helmchen et al., 2005), a ~130 fs 

pulse duration optical parametric oscillator (OPO) pumped by the Titanium-Sapphire oscillator was 

used (Opal, Spectra Physics, Santa Clara, USA).  We set the output wavelength at 1180 nm to be 

as close as possible to the 2-photon excitation peak of the mCherry fluorophore (Shaner et al., 

2004).  Due to the fact that the Titanium-Sapphire wavelength used for the OPO pumping (775 

nm) is not the same as the one for CARS microscopy, two-photon excitation and CARS 

microscopy techniques were used alternately. 
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Tables and Figures 

 

Figure 1. Production of a recombinant strain of HSV-1 expressing a red fluorescent protein : The region 
between the viral genes Us7 and Us8 was chosen as the site of insertion of an expression 
cassette for the red fluorescent protein mCherry.  (A) The arrows indicate the open reading 
frames (ORF) of viral genes present in the locus.  The area of interest modified by PCR involves 
the end of the transcribed region of the viral genes Us5, Us6, and Us7, as well as the beginning 
of the transcribed region of the viral gene Us8, both indicated by blue boxes.  The red box 
indicates the location of the Poly A signal shared by Us5, Us6, and Us7.  The green box indicates 
the location of the Us8 start codon.  The line between the Us5-7 and the Us8 boxes indicates the 
intergenic site flanked by both transcribed regions.  (B) The intergenic region was duplicated in 
tandem following amplification by two PCR reactions.  The grey boxes represent each of the 
fragments generated by PCR.  The restriction sites embedded within the primers used for the 
PCR are indicated at the ends of each fragments.  (C) The transfer vector was produced following 
the insertion of a mCherry expression cassette between the duplicated intergenic region of Us7 
and Us8.  The thin grey rectangles represent the PCR fragments.  The thin green rectangle 
represents the mCherry expression cassette.  The blue boxes represent the viral ORFs of genes 
Us5, Us6, Us7, and Us8.  The green box represents the CMV promoter. The red box represents 

the mCherry ORF.  Diagrams are not to scale. 

 

17Figure 1 ; Production of a recombinant strain of HSV-1 expressing a red fluorescent protein 
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Figure 2 Characterization of vUs7-8mCherry : (A) Western blot showing expression of the viral protein 
Us8 (gE) in Vero cells infected by vUs7-8mCherry (isolates a and b) (top panel).  The blot was 

stripped and reprobed for betaActin as a loading control (bottom panel).  The positions of 
molecular mass markers are indicated to the left of each panel.  Arrows to the right of the panels 
mark the position of the protein.  (B) One-step replication analysis of vUs7-8mCherry (a and b) 
compared to the wild-type virus KOS.  Anova statistical tests revealed no significant differences 
in the values obtained for vUs7-8mCherry and KOS. 

 

 

 

 

 

 

 

18Figure 2 : Characterization of vUs7-8mCherry 
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Figure 3 Insertion of the mCherry expression cassette between Us7 and Us8 does not alter virus 
phenotype in vivo : Both independent isolates of vUs7-8mCherry were tested in vivo in parallel 
with the wild-type virus KOS as a control.  Titers of virus present in tear films of mice at 1 (A), 2 
(B) and 3 (C) days p.i.  (D) Titers of virus present in the TG of mice harvested at 3 days p.i.  Anova 
statistical tests revealed no significant differences in the values obtained for vUs7-8mCherry 
and KOS. 

 

 

19Figure 3 : Insertion of the mCherry expression cassette between Us7 and Us8 does not alter virus phenotype in vivo  
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Figure 4.  Identification of cells infected by vUs7-8mCherry in histological sections : (A) Eyes of mice 
infected with vUs7-8mCherry-a were harvested at 2 days p.i., and analyzed by standard confocal 
microscopy.  Structures of the eye are indicated by the white arrows.  The red indicates a group 
of cells infected by vUs7-8mCherry-a.  (B) TG of mice infected with vUs7-8mCherry were 
harvested at 3 days p.i.; an infected neuron is visualized by confocal microscopy using the red 
field.  (C) Merge image showing the autofluorescence of the TG in green field and the red field 
showing an infected cell.  The white dashed line outlines an infected neuron. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20Figure 4 : Identification of cells infected by vUs7-8mCherry in histological sections 
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Figure 5 Visualization of a non-sectioned infected TG with a multimodal non-linear imaging platform : (A) 
Myelinated axons as visualized by CARS microscopy. (B) Merge of the CARS signal (white) with 
the autofluorescence of tissue corresponding to a cluster of neuron bodies (green). (C) 
Visualization of infected cells through detection of mCherry fluorescence. The image represents 
the sum of all focal planes taken at 2 microns interval through the TG. (D) CARS imaging of one 
of the focal planes visualized in (C) from which the autofluorescence background was 
subtracted. (E) Merge of mCherry fluorescence (red) with the corresponding focal plane of CARS 
microscopy (white) in (D).  White arrowheads indicate a myelinated axon visualized by CARS 
microscopy. 

 

 

 

 

 

 

 

21Figure 5 : Visualization of a non-sectioned infected TG with a multimodal non-linear imaging platform 
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Table 1. Expression of mCherry does not reduce viral ex vivo reactivation frequency 

Virus 

# TG reactivated 

(%)  

TG dissociated 

KOS 10/14 (86%)  

Mock 0/4 (0%) * 

vUs7-8mCherry-a 10/10 (100%) † 

vUs7-8mCherry-b 8/8 (100%) † 

*: p< 0.0001 compared to KOS  (Fisher's exact test)   

†: p > 0.1 compared to KOS  (Fisher's exact test)   

22Table 1 : Expression of mCherry does not reduce viral ex vivo reactivation frequency 
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Figure S1 Identification of cells infected with vUs7-8mCherry in TG sections : TG from mice infected with 
vUs7-8mCherry were harvested 3 dpi, sectioned, immunostained for HSV-1, and analyzed by 
confocal microscopy. Shown are infected cells as visualized by immunohistofluorescence using 
anti-HSV-1 serum (top left panel), and by detection of mCherry fluorescence (top right panel).  
Nuclei were stained with Hoechst, which labels DNA (bottom left panel).  Merged images are 
shown in the bottom right panel.  Arrows point to nuclei of infected cells, arrowheads point to 

nuclei of non-infected cells.  The scale bar represents 20 m. 

 

 

 

23Figure S1 : Identification of cells infected with vUs7-8mCherry in TG sections 
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Video S1 Three dimensional reconstitution through two-photon fluorescence microscopy of neurons 
within TG infected by vUs7-8mCherry : Trigeminal ganglia cells infected by vUs7-8mCherry were 
visualized by two-photon fluorescence microscopy. Images were taken at every 2 microns using 
optical sectioning, for a total depth of 88 microns. Using the NIH image J software with signal 
intrapolation, the 44 images taken were used to reconstruct a three-dimensional image of a 
region of interest. 

Link: 
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0105103.s
002 
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION 

4. Discussion 

4.1. Importance d’UL24 pour la neuropathogenèse du VHS-1 

 Notre étude avait pour objectif d’approfondir notre compréhension du rôle d’UL24 dans la 

neuropathogenèse du VHS-1 en élucidant les mécanismes menant à la réduction des titres viraux 

lors de l’infection aiguë du TG. Une étude antérieure avait émis l’hypothèse qu’un virus déficient 

en UL24 ne pouvait se répliquer correctement dans un neurone, expliquant ainsi la chute des 

titres viraux dans les TG en absence d’UL24 (Jacobson et al., 1998). Pour répondre à cette 

question, nous avons généré un virus de secours d’UL24X, un témoin essentiel absent de la 

littérature. Sans la caractérisation d’un virus de secours d’UL24X, il est impossible de confirmer 

que le phénotype du virus mutant est associé à la mutation insérée dans le gène UL24, et non à 

la présence de mutations ailleur dans le génome viral. La réplication virale neuronale a été 

caractérisée dans des cultures neuronales générées au laboratoire, tandis qu’une évaluation 

multiparamétrique de tissus neuronaux nous a permis d’étudier la contribution d’UL24 dans 

l’établissement d’une infection neuronale productive. 

 En second lieu, nous voulions pousser notre capacité d’étudier la pathogenèse virale au-

delà des limites imposées par les techniques d’histologie et de microscopie conventionnelles. 

Pour ce faire, nous avons développé une stratégie permettant l’insertion d’une cassette 

d’expression d’une protéine fluorescente rouge dans le génome du VHS-1, tout en maintenant un 

phénotype de type sauvage. Ces virus ont ouvert la porte à une étude collaborative 

interdisciplinaire avec l’INRS-EMT en imagerie d’échantillons biologiques. En puisant dans les 

nouvelles technologies de bioimagerie, nous avons mis au point une plateforme de microscopie 

multiphotonique multimodale, permettant de visualiser divers signaux intrinsèques à l’anatomie 

tissulaire du TG, ainsi que le signal de fluorescence généré par une RFP exprimée à partir d’un 

virus recombinant. 

4.1.1 Caractérisation de vUL24X-Rescue 

 Le virus UL24X, caractérisé en 1998, a été généré dans le fond génétique de la souche 

KOS à partir d’un virus possédant un marqueur de recombinaison homologue, tkLTRZ-1 
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(Jacobson et al., 1998). Malgré la caractérisation d’un virus de secours de tkLTRZ-1, aucun virus 

témoin pour UL24X n’avait été créé jusqu’à la production de vUL24X-Rescue. Contrairement au 

virus de type sauvage KOS, la proximité phylogénétique entre UL24X et UL24X-Rescue fait de 

ce dernier le meilleur témoin expérimental afin d’étudier l’importance d’UL24 pour la biologie du 

virus. 

 La réintroduction du gène UL24 de type sauvage dans le génome d’UL24X a corrigé les 

phénotypes majeurs associés à une mutation en UL24. vUL24X-Rescue produit des plages de 

lyses de tailles similaires à celle de KOS et ne produit pas de plages syncytiales telle que formées 

par UL24X. Un essai de réplication virale à forte MOI a démontré que vUL24X-Rescue produit 

des titres viraux significativement supérieurs à ceux d’UL24X. Plus significativement, lors 

d’infection in vivo, les titres viraux oculaires ainsi que trigéminaux ont été rétablis suite à la 

réintroduction du gène UL24 de type sauvage dans le génome d’UL24X. De plus, vUL24X-Rescue 

produit une maladie similaire à KOS et se réactive avec une efficacité similaire au virus de type 

sauvage. Malgré une réplication virale améliorée par rapport à UL24X, les titres viraux de vUL24X-

Rescue ne rejoignent pas ceux de KOS dans un essai de réplication virale à forte MOI dans des 

cellules Vero. UL24X-Rescue est philogénétiquement éloignée de la souche sauvage KOS, et 

quelques variations génétiques pourraient avoir été conservées lors de la production de virus 

recombinants. Puisqu’UL24X-Rescue a été produit directement à partir d’UL24X, cela justifie son 

utilisation, plutôt que KOS, comme témoin expérimental pour les expériences impliquant UL24X. 

De plus, l’observation d’un phénotype intermédiaire de vUL24X-Rescue en culture cellulaire est 

éclipsée par les observations faites lors d’infection in vivo, offrant un environnement plus robuste 

pour la caractérisation de paramètres virologiques. 

4.1.2 UL24 et la réplication virale neuronale 

Il a été rapporté que l’absence d’UL24 mène à la diminution d’au moins 4 log10 des titres 

viraux dans les ganglions trigéminaux, et que ceci pourrait être associé à un rôle dans la 

réplication virale neuronale, tel que pour les protéines virales TK et RR (Field et al., 1978, 

Jacobson et al., 1998). En absence de TK, le virus est capable d’exprimer des gènes immédiat-

précoces et précoces et entrer en latence, mais ne peut produire de virions infectieux dans les 

neurones du TG (Thompson et al., 2000). Tout comme un virus déficient en TK, une mutation en 

UL39 mène à l’incapacité de produire des virions infectieux dans les TG suite à l’infection de la 

cornée (Brandt et al., 1991). En culture neuronale, l’infection par des virus déficient en l’une de 

ces deux protéines produit des titres viraux significativement inférieurs au virus de type sauvage 
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(Brandt et al., 1991). L’absence d’UL24 lors de l’infection de cellules d’une lignée neuronale 

humaine (LA-N-5) ou de neurones primaires de souris embryonnaires mène à une réduction des 

titres viraux similaire à ce qui est observé dans une lignée épithéliale. Les neurones 

embryonnaires ont déjà été utilisés afin de faire ressortir un défaut de la réplication virale 

neuronale associé à RR. La protéine virale UL24 n’est donc pas un déterminant de la réplication 

neuronale tel TK ou RR. De plus, malgré la diminution des titres viraux, la cinétique de réplication 

virale d’UL24X demeure inchangée comparativement aux virus témoins ; les titres viraux de KOS, 

UL24X et vUL24X-Rescue varient en parallèle dans une cellule épithéliale et dans un neurone. 

La protéine virale UL24 possède un motif d’endonucléase de type PD-(D/E)-xK dont l’activité n’a 

pas été démontrée. Le motif d’endonucléase de type PD-(D/E)-xK est retrouvé dans différentes 

protéines cellulaires dont plusieurs impliquées dans la recombinaison homologue du génome. 

Des processus de recombinaison homologues sont aussi impliqués dans la réplication du génome 

du VHS-1, formant des embranchements de concatémères complexes. Il serait possible que via 

une activité d’endonucléase, UL24 soit impliquée dans les étapes tardives de la réplication du 

génome virale lors de la prise en charge des concatémères complexes (Figure 4.1 - 1) Cela 

expliquerait une réduction de l’efficacité de réplication virale en absence d’UL24, indépendant du 

type cellulaire. 

 Lors de l’infection aiguë du TG en absence d’UL24, nous observons une très grande 

variabilité des titres viraux au jour 3 post-infection. La moitié des souris infectées par UL24X ne 

produise aucune particule virale infectieuse dans le TG au-delà du seuil de détection de nos 

expériences (10 pfu/ml). En contrepartie, l’infection chez les autres souris mène à la production 

de titres viraux variant sur 3 ordres de grandeur. Il est fort probable que la diminution de l’efficacité 

de la réplication virale en absence d’UL24 contribue à la diminution des titres viraux dans les TG. 

Toutefois, un rôle additionnel est nécessaire afin d’expliquer la grande variabilité des titres viraux 

dans les TG contrairement à ce que l’on observe en périphérie. 

4.1.3 Relation entre l’infection périphérique et les titres viraux dans les TG 

Dans notre modèle d’infection in vivo, l’absence d’UL24 mène à une réduction de 1 log10 

des titres viraux récoltés dans le surfactant oculaire dans les premiers jours post-infection. Nous 

avons confirmé que la diminution des titres viraux périphériques en absence d’UL24 correspond 

à une réduction de la charge virale dans la cornée, et non due à un défaut dans le relâchement 

du virus dans le surfactant oculaire. Il est connu qu’une réduction de la charge virale en périphérie 

joue un rôle dans la quantité de virus pouvant rejoindre le TG lors des premiers jours de l’infection 
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in vivo (S. H. Chen et al., 2004).  Nous voulions tester pour la possibilité que la réduction des titres 

viraux périphériques en absence d’UL24 soit suffisante pour affecter de façon drastique les titres 

viraux dans les TG. Pour ce faire, nous avons infecté des souris avec des doses progressivement 

diminuées du virus de type sauvage, ou avec une dose augmentée du virus UL24X, afin d’égaliser 

les titres viraux de nos souches virales en périphérie. En réduisant de 2000 fois la dose infectieuse 

de KOS, nous avons obtenu une charge virale oculaire similaire à celle d’UL24X à 1 jour post 

infection, mais des titres viraux dans les TG significativement plus élevés qu’UL24X. Une 

réduction des titres viraux oculaires, tel qu’observée en absence d’UL24, n’est donc pas suffisante 

pour affecter de façon significative l’établissement d’une infection virale dans le TG. De plus, 

l’augmentation de 80 fois de la dose infectieuse d’UL24X n’a pu augmenter les titres viraux 

produits en périphérie et dans le TG. Au contraire, cette augmentation a mené à une réduction 

légère des titres viraux produit in vivo. Une toxicité cellulaire associée à une multiplicité d’infection 

trop élevée pourrait expliquer ces résultats. L’incapacité de produire des titres viraux dans le TG 

similaire à ceux d’UL24X à moins de réduire la dose infectieuse de plus de 3000 fois suggère 

qu’UL24 est importante pour l’établissement d’une infection productive dans le TG malgré une 

charge virale périphérique réduite.  

4.1.4 Importance d’UL24 pour l’établissement d’une infection productive 
dans le TG 

 Une infection périphérique avec UL24X est associée avec des titres viraux dans le TG 

pouvant chuter sous le seuil de détection de nos expériences. Pourtant, nous avons démontré 

qu’UL24 n’est pas essentielle à la réplication virale neuronale, et que les titres viraux 

périphériques sont suffisants pour permettre la dissémination de l’infection vers les tissus 

neuronaux. Une analyse par immunohistofluorescence de tranches de TG récoltés à 3 jours post 

infection a révélé que l’absence d’UL24 diminue drastiquement l’incidence, ainsi que la taille des 

foyers infectieux, où une infection productive est établie. Pour notre étude quantitative de 

l’infection du TG, malgré le diamètre large de 20 micron de plusieurs neurones, nous voulions 

réduire les chances de manquer un neurone infecté. Des coupes de TG de 8 microns d’épaisseur 

ont été réalisés, rendant possible la détection d’un même neurone infecté sur plus d’une coupe 

histologique. Via cette stratégie, nous avons confirmé que l’absence d’UL24 réduit l’incidence 

d’une infection productive dans le TG de moitié. Par ailleurs, lorsqu’un foyer infectieux est détecté, 

UL24X infecte en moyenne 80 fois moins de neurones par coupe histologique produite par rapport 

aux virus témoins. Contrairement aux virus témoins où des centaines de neurones infectés 
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peuvent être détectés dans un TG, seuls quelques dizaines de neurones sont infectés par UL24X 

par TG. De plus, jamais plus d’un foyer infectieux n’a été détecté dans un TG infecté par UL24X 

à 3 jpi. Il est peu probable que ces observations soient dues à une diminution de l’intensité de 

l’immunomarquage contre le VHS-1. L’antisérum utilisé pour identifier des neurones infectés de 

façon productive par le VHS-1 possède plusieurs anticorps spécifiques contre des protéines 

virales tardives. L’intensité des immunomarquages réalisés est similaire en présence ou en 

absence d’UL24. De plus, des expériences qualitatives antécédentes au laboratoire n’ont pas 

détecté une réduction dans les quantités de certaines glycoprotéines virales tardives en absence 

d’UL24, tel qu’analysées par immunobuvardage de type Western. Donc, ces résultats appuient 

un modèle où la réduction sévère du nombre de neurones infectés en absence d’UL24 serait la 

cause principale de la chute drastique des titres viraux dans les TG à 3 jours post-infection. 

 Les virus de types sauvage se disséminent facilement vers le TG, produisant plusieurs 

foyers infectieux dans une vaste région du TG innervant la cornée. La taille du foyer infectieux à 

3 jours post infection est le résultat cumulatif du nombre de neurones infecté via la périphérie, de 

la dissémination interneuronale, ainsi que de l’infection de nouvelles terminaisons axonales par 

dissémination zosteriforme. Nos résultats démontrent que l’absence d’UL24 résulte en un petit 

foyer infectieux à forte densité de neurones infectés, et suggèrent qu’UL24 agit en amont de 

l’infection d’un neurone, tel un déterminant de la dissémination de l’infection de la cornée vers le 

TG. Nous ne pouvons exclure qu’en absence d’UL24, l’infection rentre préférentiellement en 

latence, résultant en un petit foyer d’infection productive. Toutefois, puisqu’UL24 est une protéine 

virale tardive que l’on ne retrouve pas au niveau du virion infectieux, il serait surprenant qu’elle 

soit impliquée directement dans des mécanismes suivant l’infection des terminaisons axonales. Il 

a été suggéré que la multiplicité d’infection d’un neurone in vivo, affectant les niveaux de produits 

viraux lytiques, puisse avoir un impact sur le choix entre l’entré en latence et l’initiation du cycle 

d’infection lytique (Bertke et al., 2011). Une diminution de la multiplicité d’infection d’un neurone 

en absence d’UL24 pourrait indirectement mener à l’établissement préférentiel de l’infection 

latente. 

4.1.5 Importance d’UL24 pour la dissémination rétrograde de l’infection  

 Afin de sonder la possibilité qu’UL24 soit impliquée dans la dissémination virale de la 

cornée vers le TG, nous avons procédé par hybridation in situ de TG complet contre le génome 

viral dans des échantillons prélevés à 2 jpi. À 2 jpi, le nombre de neurones infectés correspond à 

un seul cycle complet de réplication virale dans le TG, ainsi qu’aux neurones infectés directement 
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de la périphérie. Cette stratégie nous permet de sonder le nombre de cellules infectées à partir 

de la périphérie, et précédent la contribution significative de la dissémination interneuronale de 

l’infection. Contrairement à la visualisation de l’infection par immunofluorescence, la détection du 

génome viral par hybridation in situ ne dépend pas de l’initiation d’une infection lytique et de 

l’expression de protéines virales. Tel qu’attendu, le nombre total de neurones infectés par nos 

trois virus expérimentaux, détecté par cette technique à 2 jpi, est significativement inférieur au 

nombre de neurones détectés par immunofluorescence à 3 jpi. Malgré les temps précoces à 

lequel les TG ont été analysés, nous avons observé une réduction significative du nombre de 

neurones possédant du génome viral en absence d’UL24. Contrairement aux virus témoins, 

jamais plus d’un foyer infectieux produit par UL24X n’a été détecté dans les TG à 2 jpi. Nos 

résultats démontrent un rôle important de la protéine virale UL24 dans la capacité du virus à 

infecter les neurones à partir de la cornée. L’importance d’UL24 dans la neuropathogenèse serait 

de contribuer significativement à la dissémination de l’infection in vivo. 

 Toutefois, la technique d’hybridation in situ ne peut distinguer entre les neurones où 

l’infection rentre en infection lytique, et ceux où l’infection rentre directement en latence. Des 

analyses par hybridation in situ contre des transcrits immédiats-précoce ou contre les transcrits 

LAT permettraient de mieux caractériser l’importance d’UL24 dans l’initiation d’infection 

neuronale. 

4.1.6 Relation entre l’infection périphérique et la maladie associée à 
l’infection par le VSH-1 chez la souris 

 L’infection de la cornée d’une souris avec le VHS-1 cause une maladie de type 

inflammatoire dans la région périoculaire. Suite à l’infection du TG à partir de l’œil, l’infection se 

disséminera vers la périphérie causant une lésion zosteriforme pouvant provoquer une 

inflammation sévère, la perte de poils, ainsi que l’apparition de lésions ouvertes de la peau. La 

sévérité de cette maladie dépend de la quantité de virus se disséminant lors de l’infection aiguë 

en direction antérograde, du TG vers la peau. 

 Les infections avec UL24X résultent en un défaut sévère de la dissémination rétrograde 

de l’infection à partir de la cornée. Bien que nous observions une diminution de 50% de l’incidence 

de l’établissement d’une infection productive dans un TG, moins de 75% des souris infectées par 

UL24X développe une maladie. De plus, les lésions zosteriformes en absence d’UL24 sont très 

légères et se résorbent rapidement (Leiva-Torres et al., 2010). Par ailleurs, nous n’observons pas 

de retard dans l’apparition des symptômes en absence d’UL24. Ces résultats suggèrent qu’en 
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plus de jouer un rôle dans la dissémination rétrograde de l’infection virale, UL24 pourrait aussi 

être impliquée dans la dissémination antérograde de l’infection à partir du TG. La diminution de 

l’incidence de la maladie chez la souris produit par UL24X serait alors le résultat cumulatif de la 

réduction de l’efficacité de la dissémination rétrograde de l’infection, ainsi que de la dissémination 

antérograde.  

 La formation de lésions zosteriformes est un moyen important pour le virus d’accéder à de 

nouvelles terminaisons axonales et d’infecter un grand nombre de neurones dans le TG. En 

absence d’UL24, la réduction de l’incidence et de la sévérité de la maladie chez la souris pourrait 

contribuer à la réduction drastique du nombre de neurones infectés à 3 jpi. La protéine virale US3 

contribue à l’infection d’un grand nombre de neurones via la formation de lésions zosteriformes 

(Asano et al., 2000). En son absence, les neurones peuvent être infectés de façon efficace à partir 

de la périphérie, mais l’absence de lésions zosteriformes réduit significativement les chances 

d’infecter de nouvelles terminaisons axonales loin du dermatome initialement infecté. Toutefois, 

contrairement à UL24X, l’infection d’un neurone en absence d’US3 mène rapidement à 

l’apoptose, affectant significativement le déroulement de l’infection lytique et minimisant les 

chances que des virus nouvellement formés retournent à la périphérie. Un rôle d’UL24 dans la 

dissémination antérograde de l’infection expliquerait d’avantage la grande variabilité des titres 

viraux produits par UL24X dans les TG à 3 jours post infections (Figure 4.1 – 7). 

 Toutefois, il est possible qu’UL24X puisse se disséminer par lésions zosteriformes, mais 

que l’infection périphérique ne cause aucune maladie. Il a été démontré qu’un homologue d’UL24 

chez le HCMV participe à la dissémination du virus en induisant de l’IL-8 afin de recruter des 

cellules immunitaires (Costa et al., 2013, Craigen et al., 1997, Murayama et al., 1994, Murayama 

et al., 1997). Via un mécanisme similaire, il serait possible qu’UL24 soit un déterminant de la 

maladie chez la souris en induisant l’expression d’interleukines et favorisant l’infiltration 

lymphocytaire des tissus périphériques. Des analyses histologiques ainsi que des essais de 

titration virale de la peau permettrait de déterminer la contribution d’UL24 dans la formation de 

lésions zosteriormes et dans l’initiation de la maladie inflammatoire.  

4.1.7 Relation entre l’infection périphérique et la réactivation virale 

 Une infection périphérique par le virus de type sauvage résulte en la dissémination de 

l’infection vers le TG, menant à l’établissement d’une infection latente pouvant se réactiver. En 

réduisant la quantité de virus de type sauvage dans l’inoculum, nous observons une réduction 

significative de l’incidence de la réactivation virale à partir de la latence tel qu’observé 
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précédemment (Chen et al., 2004). Nous avons observé que la réduction de la dose infectieuse 

peut réduire le nombre de souris où une infection productive périphérique est établie, ce qui 

explique la réduction du nombre de TG associé à une réactivation virale ex vivo. En contrepartie, 

en absence d’UL24, nous observons une réduction drastique de l’incidence de la réactivation 

virale. Puisqu’une infection productive périphérique est établie lors de l’infection avec UL24X, 

contrairement aux infections avec de faibles quantités de virus KOS, la réduction de l’efficacité de 

la réactivation virale dépendrait d’une réduction du nombre de neurones infectés de façon latente. 

Il a été démontré auparavant que lors de la latence, il y a une réduction de 2 log10 du nombre de 

génomes viraux dans le TG, ainsi qu’une réduction de 1 log10 du nombre de transcrits LAT dans 

le TG (Jacobson et al., 1998). Nos observations suggèrent qu’un défaut au niveau de la 

dissémination de l’infection en absence d’UL24 dans les temps précoces de l’infection soit 

suffisant pour expliquer une diminution de l’efficacité de l’établissement d’une infection latente 

ainsi que de la réactivation virale à partir de la latence. Enfin, il est possible qu’UL24 joue un rôle 

direct dans l’efficacité de réactivation virale à partir de la latence. Bien qu’UL24 soit une protéine 

tardive, la cinétique d’expression de gènes viraux est désorganisée lors de la réactivation à partir 

de la latence. Il serait intéressant de caractériser l’efficacité de réactivation virale en absence 

d’UL24 à partir d’un nombre égal de neurone où la latence est établie. Considérant la difficulté de 

normaliser des paramètres virologiques in vivo, tels les titres viraux périphériques, entre le virus 

UL24X et les virus témoins, des lignées neuronales pourraient être utilisées afin d’étudier la 

réactivation d’une infection virale quiescente. 

4.1.8 Mécanismes possibles impliquant UL24 dans la dissémination virale à 
partir de cellules épithéliales 

 La réduction légère des titres viraux dans les neurones observés pour UL24X révèle 

qu’UL24 n’est pas essentielle pour le déclenchement d’une infection lytique dans ce type 

cellulaire. Les cellules primaires et les neurones embryonnaires peuvent faire ressortir des 

phénotypes associés à des mutants en des protéines impliquées dans la réplication virale 
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Figure 4.1 Hypothèse impliquant UL24 dans la pathogenèse virale : La protéine virale UL24 est 

multifonctionnelle, elle pourrait être directement impliquée dans la réplication du génome 

virale (1), dans l’endocytose et le transport de vésicules contenant les glycoprotéines virales 

(2), dans l’enveloppement primaire (3) et secondaire (4), et dans la sortie dirigée des cellules 

épithéliales vers les terminaisons axonales (5). Il se peut que l’absence d’UL24 modifie la 

composition du virion infectieux mature, et soit indirectement impliquée dans le transport 

axonale rétrograde. UL24 pourrait être impliquée dans l’initiation de l’infection productive 

neuronale, ainsi que dans la réactivation virale à partir de la latence (6). Enfin, UL24 pourrait 

jouer un rôle dans la sortie dirigé du virion infectieux, des neurones vers la périphérie (7). 

 

 

Figure 4.1 : Hypothèse impliquant UL24 dans la pathogenèse virale 
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neuronale (TK, RR) ainsi que dans la prévention de l’arrêt de la synthèse protéique (ICP34.5). Le 

virus UL24X se réplique de façon efficace dans les neurones primaires, avec une cinétique 

similaire à celle de nos virus témoins. Le seul phénotype associé à une mutation en UL24 

dépendant de la température, l’apparition de plage syncytiale, est indépendant du défaut dans la 

neuropathogenèse. Il serait alors improbable qu’une température plus élevés dans les TG in vivo 

que lors de nos infection en culture cellulaire explique que nous n’ayons pas observé une 

réduction drastique des titres viraux suite à la réplication virale dans des neurones primaires. 

 Dans nos expériences en culture cellulaire, les neurones sont infectés directement par leur 

corps cellulaire. In vivo, l’infection neuronale se fait principalement suite à la sortie des cellules 

épithéliales spécialisées de la peau. Considérant qu’en absence d’UL24, nous observons une 

réduction de l’incidence de l’infection productive du TG ainsi que de l’apparition de la maladie en 

périphérie, il est possible que cette protéine soit impliquée dans les mécanismes de dissémination 

virale entre cellules spécialisées dans un tissu complexe. 

  L’ensemble de nos résultats suggèrent qu’UL24 joue un rôle dans la sortie dirigée de 

cellules épithéliales afin d’accéder directement aux neurones lors de la dissémination rétrograde, 

ou pour retourner en périphérie lors de la dissémination antérograde (Figure 4.1 - 2-4). Nous 

savons que l’absence d’UL24 modifie la localisation cytoplasmique des glycoprotéines virales de 

fusion (gB, gD, gH/gH) (Ben Abdeljelil et al., 2013). Il se peut que les glycoprotéines associées à 

la sortie dirigée de la cellule, telle gE, soient aussi relocalisées en absence d’UL24. La 

glycoprotéine gE participe à la sortie dirigée de la cellule en ciblant les virions infectieux vers les 

jonctions serrés de cellules polarisées (Farnsworth et al., 2006a, Johnson et al., 2001). Lors 

d’infection in vivo, des virus déficient en gE peuvent se répliquer dans les tissus neuronaux 

lorsqu’infectés directement, mais ne peuvent s’y disséminer suite à l’infection périphérie, et ne 

produisent pas de lésions zosteriformes (Brittle et al., 2004, Saldanha et al., 2000, F. Wang et al., 

2005a). Dans un modèle de chambre de Campenot où les terminaisons axonales sont 

physiquement séparées des corps neuronaux, l’infection directe des corps neuronaux en absence 

de gE mène à la production de titres viraux élevés au sein des neurones, mais à l’incapacité du 

virus à se diriger vers les terminaisons axonales par transport antérograde (H. M. McGraw et al., 

2009b). L’infection directe de neurites, ou à partir d’une couche de cellules épithéliales non-

polarisées cultivées par-dessus les terminaisons axonale, mènent tous deux à une infection 

productive des neurones en absence de gE (H. M. McGraw et al., 2009b). Toutefois, lorsque des 

cellules épithéliales polarisées sont superposées aux terminaisons axonales, l’absence de la 

24Figure 4.1 : Hypothèse impliquant UL24 dans la pathogenèse virale 
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glycoprotéine E diminue sévèrement la capacité du virion à traverser la couche de cellules 

épithéliales et de rejoindre les terminaisons axonales (H. M. McGraw et al., 2009b). Il serait 

intéressant de procéder à des infections en chambre de Campenot avec un virus déficient en 

UL24 afin d’élucider les mécanismes de dissémination virale impliquant UL24. Il serait aussi 

intéressant de caractériser la localisation cellulaire de la glycoprotéine virale gE en absence 

d’UL24, en contexte d’infection de cellules épithéliales ou de neurones. 

  Malgré la localisation cytoplasmique de la glycoprotéine E, la présence de la protéine UL24 

au noyau semble être importante pour ses fonctions dans la dissémination de l’infection virale. 

UL24 pourrait donc affecter la localisation cellulaire de gE via l’intermédiaire d’une autre protéine 

virale. Le complexe protéique UL31 et UL34 démontre une localisation périnucléaire (Reynolds et 

al., 2002) ; ce complexe est associé à la membrane nucléaire ainsi qu’à la fraction nucléaire du 

réticulum endoplasmique. Des mutations dans le cadre de lecture ouvert d’UL34 induisent un 

défaut sévère de la sortie des capsides virales du noyau, ainsi qu’à un défaut important au niveau 

de la dissémination de l’infection (Bjerke et al., 2006, Haugo et al., 2011). De plus, la localisation 

cytoplasmique de la glycoprotéine E est aussi affectée lorsque le gène UL34 est muté (Haugo et 

al., 2011). Il est possible que la protéine UL24 agisse par l’intermédiaire d’UL34 afin de moduler 

la localisation cellulaire de gE et ainsi, participer à la sortie cellulaire des virions infectieux. 

 Enfin, nous ne pouvons exclure la possibilité qu’UL24 joue un rôle dans l’infection 

neuronale suite à l’infection au niveau des terminaisons axonales. Si UL24 est impliquée 

directement ou indirectement dans la tégumentation ou l’acquisition de glycoprotéines virales 

dans l’enveloppe lipidique virale lors de l’infection, il se pourrait que le transport axonal rétrograde 

de la capside soit affecté ou que l’infection par UL24X à partir de la périphérie favorise d’avantage 

l’établissement d’une infection latente (Figure 4.1 – 5-6). Nos résultats ne peuvent présentement 

pas exclure cette hypothèse. Une analyse biochimique de virions extracellulaires produit en 

absence d’UL24 pourrait aider à répondre à cette question. 

4.1.9 Implication clinique de virus mutant en UL24 

 Une étude portant sur l’immunité contre le VHS-2 a identifié un virus déficient en UL24 

comme étant une plateforme vaccinale potentielle (Visalli et al., 2014). L’infection par le VHS-2 

déficient en UL24 n’induit aucune mortalité chez la souris et chez le cochon-d’inde, et génère une 

réponse immunitaire suffisante pour protéger ces animaux contre des infections subséquentes 

avec des souches de type sauvage (Visalli et al., 2014). Toutefois, nos résultats suggèrent qu’une 

déficience en UL24 ne serait pas suffisante comme plateforme vaccinale sécuritaire chez 
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l’humain. L’infection en absence d’UL24 mène à l’établissement d’une infection productive dans 

la moitié des souris infectées par notre virus. De plus, malgré une réduction significative du 

nombre de neurones où les gènes lytiques peuvent être détectés, nos essais en 

immunofluorescence et en hybridation in situ ne peuvent identifier sans aucun doute les neurones 

où l’infection est entrée en latence. Il se pourrait que la latence en absence d’UL24 soit établit 

dans un nombre suffisant de neurones pour poser un risque lors de l’immunodépression en âge 

avancé. Toutefois, il serait intéressant de combiner des mutants en UL24 avec d’autres mutations, 

tel au niveau des protéines virales TK, RR ou ICP34.5, afin de produire de nouveaux virus 

atténués comme plateforme vaccinale. 

 Différentes souches ou versions mutantes du VHS-1 sont en développement pour être 

utilisées comme virus oncolytiques dans les traitements contre certains cancers. La mutation de 

déterminants de la réplication virale neuronale permet de traiter des gliomes dans le cerveau en 

minimisant les chances que le virus se réplique dans les neurones sains avoisinants. La première 

étude ayant caractérisé le rôle d’UL24 dans la pathogenèse virale avait suggéré qu’UL24 serait 

un déterminant de la réplication virale neuronale, expliquant la réduction des titres viraux dans les 

TG (Jacobson et al., 1998). Notre étude démontre que la protéine virale UL24 n’est pas essentielle 

à la réplication virale neuronale, et que la mutation de cette protéine ne serait pas suffisante afin 

de produire un virus oncolytique sécuritaire. Toutefois, la protéine virale UL24 serait une candidate 

de choix comme cible à inclure parmi d’autres mutations dans un virus oncolytique. La mutation 

d’UL24 pourrait moduler à la baisse la capacité d’un virus oncolytique à se disséminer chez un 

hôte. De plus, le phénotype syncytiale, parfois souhaité lors de la production de virus oncolytiques, 

pourrait être acquis en mutant UL24 au lieu des autres protéines virales telles gB, gK, et UL20. À 

ce jour, UL24 a été identifié comme gène muté dans le génome du virus oncolytique HF10, 

possédant plusieurs protéines mutées (Mori et al., 2005, Takakuwa et al., 2003). Nous ignorons 

toutefois la contribution de la mutation en UL24 dans les propriétés oncolytiques de ce virus.  

4.2 Visualisation de l’infection virale par bioimagerie 
 

4.2.1 Stratégie de production de virus recombinant exprimant une protéine 
fluorescente rouge 

 L’utilisation de virus recombinant exprimant une protéine fluorescente rouge et possédant 

un phénotype de type sauvage nous a permis de dépasser les limites imposées par les techniques 
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d’histologie conventionnelles. L’expression d’une protéine fluorescente par un virus nous permet 

d’identifier sans marquage les cellules infectées, via l’utilisation de microscope à fluorescence. 

De plus, la visualisation d’une cellule infectée via l’expression d’une protéine fluorescente 

exprimée par le virus permet des analyses histologiques indépendantes de la disponibilité ou de 

la qualité d’anticorps commerciaux contre le virus. 

 Nous avons opté pour une stratégie permettant d’insérer une cassette d’expression pour 

une protéine fluorescente dans le génome viral, conçu pour réduire les impacts sur le 

comportement du virus. La cassette d’expression possède le gène de la protéine fluorescente 

rouge mCherry exprimée à partir du promoteur eukaryote CMV. Le choix d’une RFP est justifié 

par les longueurs d’ondes du rouge pouvant pénétrées facilement les tissus animaux épais. Des 

RFP de nouvelles générations ont été produites, offrant plusieurs avantages quant à la rapidité 

de la maturation et de la stabilité de la protéine, ainsi qu’au rendement quantique de l’intensité de 

la fluorescence par rapport aux RFP originales (Shaner et al., 2004). De plus, une forte intensité 

de l’autofluorescence dans le vert existe dans les tissus d’intérêts. Un virus exprimant une RFP 

est donc favorable pour les études d’infection in vivo. Nous avons inséré la cassette d’expression 

de mCherry dans la région intergénique entre les gènes viraux Us7 et Us8. Ceci nous a permis 

d’éviter de modifier le cadre de lecture ouvert d’un gène viral. De plus, nous avons dupliqué cette 

région intergénique en tandem afin que ces séquences flanquent la cassette d’expression. De 

cette façon, nous avons réduit les chances que l’insertion d’un fragment d’ADN exogène dans le 

génome viral éloigne des sites promoteurs importants pour l’expression des gènes viraux 

avoisinant la cassette d’expression. 

4.2.2 Caractérisation de vUs7-8mCherry 

 Bien que plusieurs virus recombinants exprimant des protéines fluorescentes aient été 

produits, peu se sont avérés stable tout en conservant un phénotype de type sauvage (Balliet et 

al., 2007, Burgos et al., 2006a, Zerboni et al., 2013). Les isolats indépendants de vUs7-8mCherry 

produits via notre stratégie ont conservé la cassette d’expression à travers nos expériences. Nous 

n’avons observé aucune apparition d’un révertant lors de nos expériences en culture cellulaire ou 

suite au passage chez l’animal. De plus, la présence de la cassette d’expression de la RFP 

mCherry n’a pas diminué l’efficacité de réplication virale en culture cellulaire ainsi qu’in vivo, et 

n’a pas diminué l’efficacité de réactivation virale à partir de la latence. Enfin, l’expression de 

mCherry par le virus nous a permis d’identifier rapidement les neurones où l’infection tente de se 

réactiver dans un essai de réactivation ex vivo. 
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 Les cellules infectées par vUs7-8mCherry dans un tissu animal ont pu être facilement 

identifiées par microscopie à fluorescence. Suite à la production de coupes histologiques d’œil et 

de TG provenant de souris infectées par nos virus, nous avons pu observer un signal généré par 

mCherry suffisamment élevé au-dessus de l’autofluorescence du tissu. Par immunomarquage à 

fluorescence, nous avons confirmé que la détection de mCherry correspond à la même région du 

TG infecté pouvant être identifié par analyse immunohistologique traditionnelle. Tel qu’attendu, 

l’immunomarquage diffère du signal généré par mCherry. La protéine fluorescente rouge mCherry 

est une protéine soluble ; son expression sous le promoteur CMV nous permet de visualiser le 

cytoplasme et le noyau cellulaire de cellules où l’infection lytique est en progression. En 

contrepartie, l’antisérum contre le VHS-1 possède des anticorps contre plusieurs protéines virales 

tardives dont les glycoprotéines, et marque surtout les membranes cellulaires ainsi que des 

structures cytoplasmiques et nucléaires. 

 Le comportement de type sauvage de vUs7-8mCherry, la stabilité de l’expression de 

mCherry, ainsi que la facilité de visualiser des cellules infectées par microscopie à fluorescence 

valide l’utilisation de ce virus comme plateforme potentielle afin d’étudier la pathogenèse virale in 

vivo. Toutefois, l’utilisation du promoteur CMV hors du locus LAT ne permet pas d’utiliser 

l’expression de mCherry comme marqueur d’infection latente. Malgré tout, notre stratégie 

d’insertion d’une cassette d’expression dans la région intergénique dupliquée entre les gènes Us7 

et Us8 peut facilement accommoder tout autre gène ou promoteur selon le besoin des études 

futures. 

 Bien que l’expression de mCherry par le virus nous ait permis d’identifier des cellules 

infectées, les niveaux de fluorescences associés à mCherry pouvaient approcher les niveaux 

d’autofluorescence de nos tissus d’intérêt. Dans l’avenir, il serait intéressant d’utiliser des virus 

recombinants exprimant une autre RFP, tdTomato (Shaner et al., 2004), plus brillante que 

mCherry. L’intensité de la fluorescence de tdTomato pourrait s’avérer avantageuse 

comparativement à mCherry lors de la visualisation de l’infection virale dans des tissus épais 

puisque celle-ci permettrait de réduire le seuil de détection de cellules infectées. 

4.2.3 Visualisation de l’infection par microscopie multiphotonique 
multimodale 

 Contrairement à la microscopie optique non-linéaire traditionnelle, telle la microscopie 

confocale monophotonique, la microscopie multiphotonique nous permet d’utiliser deux photons 

afin d’exciter et de visualiser une cible. L’excitation d’un fluorophore avec deux photons permet 
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d’utiliser deux photons possédant chacun la moitié de l’énergie requise traditionnellement par un 

seul photon. Puisque l’énergie des photons s’additionne dans un point spatial restreint, très peu 

de fluorescence est générée hors du point focal ciblé par le microscope, produisant une image 

très claire. Enfin, la faible énergie des photons permet au signal de pénétrer plusieurs centaines 

de microns dans des tissus animaux, et de minimiser le photoblanchissage (Helmchen et al., 

2005). 

 En ajustant la longueur d’onde de chaque source de photon, nous pouvons accéder à des 

modalités de bioimagerie inaccessible avec les microscopes monophotoniques. Des signaux de 

types Coherent Anti-stokes Raman Scattering (CARS) peuvent être générés en faisant vibrer les 

liens C-H dans les lipides en utilisant deux photons ayant des longueurs d’onde distinct. Enfin, 

des signaux de seconde harmonique peuvent être générés à partir de régions riches en molécules 

asymétriques tel le collagène. Ces deux types de microscopie permettent de visualiser des tissus 

sans avoir recours à des immunohistomarquages ou à l’utilisation d’agent de contraste. 

 La plateforme de microscopie multimodale multiphotonique, mise au point et optimisée en 

collaboration avec le dr François Légaré de l’INRS-EMT, nous a permis de visualiser des régions 

intra-tissulaires du TG sans modifications physiques ou chimiques du tissu. Pour la première fois, 

nous avons combiné les signaux de types CARS, de seconde harmonique, ainsi que la 

microscopie à fluorescence, afin de visualiser un foyer d’infection virale au centre d’un ganglion 

trigéminal. La gaine de myéline, riche en lipides, a pu être facilement détectée via la génération 

de signaux CARS. La microscopie à fluorescence à deux photons nous a permis de visualiser les 

corps neuronaux par leur autofluorescence, ainsi que les cellules infectées via la détection de 

mCherry. De plus, les longueurs d’onde utilisées pour exciter mCherry ont pu générer un signal 

de seconde harmonique au niveau de la surface du TG, riche en collagène. La résolution optique 

de cette plateforme de microscopie nous a aussi permis de facilement distinguer, dans des 

neurones infectés par vUs7-8mCherry, le noyau cellulaire du cytoplasme via l’expression de la 

protéine soluble mCherry. Toutefois, la génération du signal CARS et l’excitation de la 

fluorescence de mCherry nécessite des longueurs d’onde différentes rendant difficile la possibilité 

d’alterner entre ces deux modalités. L’utilisation d’un fluorophore différent, ou l’ajout d’une 

troisième source de photons, pourrait faciliter l’imagerie multimodale d’échantillons infectés par 

nos virus recombinants. 

 La combinaison de l’utilisation de la plateforme de microscopie multimodale avec des virus 

exprimant une protéine fluorescente pourra pousser les limites imposées par les techniques de 

microscopie traditionnelles afin de mieux étudier les interactions hôtes-pathogènes. L’infection par 
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certains virus peut mener à une maladie neurologique associée à la perte de la gaine de myéline 

(Fazakerley et al., 2003). En contexte de virus recombinant exprimant une protéine fluorescente, 

la combinaison de la microscopie à fluorescence avec la microscopie CARS faciliterait la détection 

d’un neurone infecté perdant sa gaine de myéline. Le VHS-1 est couramment utilisé comme 

traceur de chemins neuronaux puisque celui-ci se propage principalement par voie synaptique. 

Présentement, la visualisation de l’ensemble des connections interneuronales nécessite la 

production de coupes histologiques, suivi de l’analyse par microscopie électronique, et enfin, de 

la reconstruction tri-dimensionnelle du connectome par ordinateur (Takemura et al., 2013). La 

plateforme de microscopie multiphotonique multimodale nous a permis de visualiser en trois-

dimension un ensemble de neurones infectés, tout en pouvant suivre le parcours complexe de 

leur axone. Notre stratégie, couplée aux avancements dans le domaine de la clarification 

d’échantillons animaux (Tomer et al., 2014), pourrait accélérer plusieurs études en neuroanatomie 

ainsi qu’en neurophysiologie. 

 La microscopie multimodale pourrait de plus améliorer nos capacités d’éliminer des tissus 

cancéreux lors d’opérations chirurgicales. Présentement, les tumeurs et métastases peuvent être 

typiquement identifiées par l’apparition de tumeurs solides, ou suite à l’observation cellules 

atypiques présentes dans des biopsies. Certains types de cancer peuvent être détectés in vivo 

via un immunomarquage à fluroescence lorsque ceux-ci sont associés à la surexpression de 

certains marqueurs à la surface des cellules. L’identification de tissus cancéreux par 

immunomarquage à fluorescence a facilité les opérations chirurgicales effectuées à l’aide d’un 

endoscope équipé d’un système de microscopie à fluorescence. Cette stratégie n’est toutefois 

pas possible lorsqu’un cancer n’est pas associé à une surexpression spécifique de marqueurs 

cellulaires. La microscopie multimodale incluant le CARS et le SGH, si intégrée dans un 

endoscope, pourrait être adaptée à l’humain comme outil diagnostique. La microscopie 

multimodale peut être utilisée pour visualiser des changements tissulaires associés à la présence 

de cellules cancéreuses en utilisant que des signaux intrinsèques aux tissus. De plus, en contexte 

de virus oncolytiques exprimant une protéine fluorescente et se répliquant préférentiellement dans 

des cellules cancéreuses, il serait possible d’augmenter drastiquement les chances d’identifier 

des tissus cancéreux sans avoir recours à des agents de contrastes. La microscopie multimodale 

regroupant la fluorescence, le CARS et le SGH pourra alors augmenter significativement les 

chances de d’identifier les tissus cancéreux lors d’opérations chirurgicales.  En fin, la microscopie 

multimodale pourrait aussi être utilisée comme outil diagnostique chez l’humain afin d’identifier 

les dommages à la colonne vertébrale, ou la perte de la gaine de myéline lors de maladies 

infectieuses ou autoimmunitaires, tel qu’il a déjà été fait chez la souris. 



151 
 

  



152 
 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 Les premiers résultats de cette thèse ont décrit la construction et la caractérisation du virus 

vUL24X-Rescue, un virus témoin directement produit à partir d’UL24X. Les résultats obtenus avec 

ce virus en culture cellulaire et in vivo ont permis de confirmer que les phénotypes observés lors 

d’infection avec UL24X sont associés à la mutation insérée dans le gène UL24. Des infections de 

cellules neuronales avec nos différents virus témoins et expérimentaux ont démontré que la 

protéine virale UL24 n’est pas essentielle à la réplication virale dans ces types cellulaire. Enfin, 

nos expériences in vivo appuient un modèle où UL24 jouerait un rôle dans la dissémination de 

l’infection de la périphérie vers les tissus neuronaux. Il serait intéressant de poursuivre cette étude 

et d’élucider les mécanismes moléculaires impliquant UL24 dans la dissémination de l’infection. 

 L’absence d’UL24 mène à une réduction du nombre de neurones infectés dans les TG à 

3 jpi, ainsi qu’à une réduction significative de la maladie, suggérant un rôle dans la dissémination 

rétrograde ainsi qu’antérograde entre la périphérie et les ganglions neuronaux. Une diminution de 

l’efficacité de dissémination intercellulaire pourrait être associée à une relocalisation de 

glycoprotéines virales impliquées dans la dissémination virale, tel gE/gI. De plus, il serait aussi 

possible que l’absence d’UL24 altère la composition du virion extracellulaire. Il serait intéressant 

de caractériser l’infection virale en présence ou en absence d’UL24 dans des cellules épithéliales 

polarisée, formant des jonctions serrées entre les cellules et offrant un environnement 

intracellulaire différents des lignées épithéliales non-polarisés tel les cellules Vero. Des infections 

en chambres de Campenot, impliquant des neurones primaires ainsi que des cellules épithéliales 

polarisées, permettront de déterminer les étapes de la dissémination virale rétrograde et 

antérograde qui impliquent UL24. 

 Nos analyses in situ ont démontré une réduction du nombre de neurones infectés en 

absence d’UL24 dans les temps précoces de l’infection primaire. Il est connu qu’en absence 

d’UL24, l’on observe une diminution du nombre de génomes viraux latents et de transcrits LAT 

dans les TG lors de la latence. Nous ignorons toutefois à combien de neurones infectés de façon 

latente ces chiffres correspondent. Il serait intéressant de quantifier le nombre de neurones 

infectés de façon latente par analyse in situ, et déterminer la charge virale latente par neurone 

par PCR quantitative. Enfin, il serait intéressant de caractériser la réactivation virale in vivo en 

présence ou en absence d’UL24. Contrairement aux essais de réactivation virale ex vivo, la 

réactivation virale in vivo implique une architecture de tissus complexe, ainsi que la présence d’un 

système immunitaire compétent. L’injection intrapéritonéale de NaB chez la souris a été rapportée 
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comme pouvant réactiver l’infection latente, et produire une infection récurrente en périphérie. 

Des études in vivo avec UL24X en contexte d’injection de NaB permettront d’élucider le rôle 

d’UL24 dans la réactivation virale et dans la récurrence des infections périphériques. 

 De plus, nous avons établi une stratégie d’insertion de cassette d’expression dans le 

génome viral qui a permis d’exprimer un transgène sans perdre le phénotype de type sauvage du 

virus. Cette stratégie pourrait être adaptée à d’autres cassettes d’expression. Le cadre de lecture 

ouvert d’UL24 chevauche celui du gène tk et fait partie d’une région du génome viral dont le profil 

de transcription est complexe. En utilisant la stratégie d’insertion mise au point lors de notre étude, 

il serait intéressant d’insérer d’UL24 étiquetées avec des protéines fluorescentes afin de suivre 

facilement sa localisation cellulaire au cours d’une infection virale dans des cellules non-fixées. 

Finalement, nous avons aussi démontré comme preuve de concept la possibilité d’étudier 

une infection virale dans des tissus non-traités, en combinant l’utilisation d’une plateforme de 

microscopie multimodale avec des virus recombinants exprimant mCherry. L’expression de 

mCherry nous a permis de détecter des neurones infectés par microscopie à fluorescence sans 

avoir recours à l’immunomarquage. Toutefois, les niveaux de fluorescence de la RFP pouvaient 

parfois rejoindre les niveaux d’autofluorescence des tissus d’intérêts lors d’observation en 

microscopie confocal et en microscopie multimodale. L’utilisation de virus recombinants exprimant 

la RFP tdTomato, plus brillante que mCherry, permettrait de réduire significativement le seuil de 

détection lors de nos expériences. 

 Nos résultats pourraient avoir des répercussions sur différents domaines scientifiques et 

biomédicaux. Nous avons établi UL24 comme un nouveau déterminant de la dissémination virale. 

Cette protéine, conservée à travers les Herpesviridae, pourrait être une nouvelle cible 

thérapeutique pour des traitements ayant pour but de limiter la dissémination de l’infection des 

virus de l’herpès. Enfin, nous avons démontré la force de la microscopie multimodale pour 

visualiser des infections virales, et identifier des pistes pour améliorer cette approche. 
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Introduction 

La souris est un excellent modèle d’étude de la pathogenèse du VHS-1, permettant 

d’étudier l’infection primaire ainsi que l’établissement de la latence (Leib et al., 1989). Toutefois, 

dans ce modèle, l’infection latente ne peut se réactiver de façon spontanée et produire des 

infections récurrentes en périphérie. À ce jour, seule la réactivation virale in vivo par injection de 

Butyrate de Sodium (NaB), un inhibiteur des histone déacétylases, a permis de générer une 

infection récurrente en périphérie (Neumann et al., 2007). Les approches immunohistochimiques 

utilisées pour étudier les infections récurrentes neuronales et périphériques peuvent être très 

valables, mais nécessitent des modifications tissulaires chimiques, ainsi que physiques, souvent 

irréversibles et pouvant modifier la morphologie des échantillons (Sillevis Smitt et al., 1993).  

Récemment, nous avons mis au point une stratégie permettant de visualiser l’infection 

virale via l’expression de la protéine fluorescente rouge mCherry, sans que la présence de celle-

ci ne modifie la comportement du virus (Rochette et al., 2014). Cette approche s’est avérée un 

succèes, permettant d’exprimer la protéine fluorescente rouge mCherry de façon stable sans 

modifier le comportement du virus en culture cellulaire ou in vivo. Toutefois, les niveaux de 

fluorescences associés à l’infection par vUs7-8mCherry pouvaient approcher le seuil de détection 

dans certaines de nos expériences. Pour contourner le problème, nous avons généré un virus 

recombinant exprimant la protéine fluorescente rouge tdTomato, plus brillante que mCherry, 

puisque le gène codant pour celle-ci est dupliqué en tandem dans le même cadre de lecture ouvert 

(Shaner et al., 2004). L’intensité de la fluorescence générée par tdTomato est favorable à la 

visualisation de l’infection dans des tissus animaux épais. De plus, la brillance de tdTomato 

permet de facilement identifier des neurones infectés malgré l’autofluorescence dans le rouge et 

dans le vert associées à certaines cellules. Enfin, puisque la cassette d’expression de tdTomato 

est située hors du locus LAT, son expression nous permet de suivre l’entrée de l’infection en 

latence, ainsi que l’augmentation de l’expression de gènes viraux suite à l’injection de NaB. Dans 

cette étude, nous décrivons pour la première fois l’utilisation d’un virus exprimant tdTomato afin 

d’étudier à la fois l’infection aiguë et récurrente  in vivo. 
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Matériel et Méthodes 
 

Construction de plasmide 

 La création d’une cassette d’expression eucaryote pour le gène tdTomato s’est effectuée 

tel que décrit précédemment (Rochette et al., 2014) avec les modifications suivantes. Le cadre 

de lecture de tdTomato a été excisé par digestion à partir du plasmide pRSETb-tdTomato (Shaner 

et al., 2004) avec les enzymes HindIII et BamHI. Ce fragment a été inséré dans le site de clonage 

multiple du vecteur d’expression eucariote pCG-Zeo contenant le promoteur CMV (von Messling 

et al., 2003), produisant le plasmide pCG-tdTomato. La cassette d’expression, amplifier par PCR 

avec les amorces décrites précédemment (Rochette et al., 2014), a été insérée dans le plasmide 

pET15b/Us7-Us8 (Rochette et al., 2014), produisant le vecteur de transfert pET15b/Us7-

Us8tdTomato. Le séquençage a été réalisé par le Centre d’Innovation de Génome Québec de 

l’Université McGill avec les amorces décrites précédemment (Rochette et al., 2014), en plus de 

l’amorce 5’-ccgcggatacgaattcttac. 

Production de virus recombinants 

 La production de virus recombinants exprimant tdTomato s’est effectuée par 

recombinaison homologue (Griffiths et al., 2003) tel que décrit précédemment (Rochette et al., 

2014), avec les modifications suivantes. Les virus vUs7-8tdTomato ont été produits en co-

transfectant de l’ADN infectieux de la souche KOS avec le vecteur de transfert pET15b/Us7-

Us8tdTomato, linéarisé avec HindIII. Le criblage s’est basé sur l’expression de tdTomato. Deux 

isolats indépendants de vUs7-8tdTomato ont été produits (c et d). 

Virus et cellules 

 Les aliquots de KOS et de vUs7-8tdTomato ont été produits sur des cellules Vero tel que 

décrit précédemment (Rochette et al., 2014). 
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Essais de réplication virale 

 L’efficacité de réplication virale a été déterminée par essai de réplication virale tel que 

décrit précédemment (Rochette et al., 2014), avec les modifications suivantes. Un essai de 

réplication virale « multi-step » a été réalisé avec un MOI de 0.01, les cellules ont été récoltées et 

le virus a été titré à 12, 24, 36, 48, et 72 hpi. 

Model murin d’infection oculaire 

 Les expériences chez la souris ont été réalisées tel que décrit précédemment (Coen et al., 

1989, Leib et al., 1989) avec les modifications suivantes. Des souris de 7 semaines de souche 

CD-1 et Balb/C ont été obtenues de Charles River, et ont été acclimatées sur une période de 5 

jours. L’infection de souris CD-1 au niveau de la cornée a été réalisée avec un inoculum de 2 x 

106 pfu par œil, et l’infection de souris Balb/c au niveau de la cornée a été réalisée avec un 

inoculum de 2 x 105 pfu par œil. La réactivation virale in vivo a été induite par injection 

intrapéritonéale de 1200 mg / kg de NaB entre 30 et 40 jpi.  

Visualisation de foyer infectieux in vivo par microscopie à fluorescence 

 Des souris infectées par vUs7-8tdTomato ont été euthanasiées à 3 jpi. La visualisation 

des foyers infectieux in vivo a été effectuée avec un système à faible magnification de 

stéréoscopie à fluorescence (Nikon SMZ800, X-Cite 120 series). Les photos ont été obtenues 

avec une caméra Q-Imaging (01-RET-2000R-F-M-12-C) avec une magnification optique de 1X à 

6.3X. 

Plateforme de microscopie optique non-linéaire 

 La visualisation de l’infection virale dans le TG par microscopie multimodale a été réalisée 

tel que décrit précédemment (Rochette et al., 2014). 

 

 

Analyse de l’infection neuronale par cytométrie en flux 
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Des TG non-infectés ont été récoltés à 3 jpi, et des TG infectés ont été récoltés à 3 jpi, 

entre 30 et 40 jpi, ainsi qu’à 1 jour post injection de NaB ou de PBS tel qu’indiqué. Chaque TG a 

été récolté et dissocié enzymatiquement avec de la protéinase K et de la trypsine à 37 ̊C, et fixé 

dans du PFA 3.2 % à température pièce pour une période de 30 minutes. Les cellules dissociées 

ont été resuspendues dans du PBS et conservé à 4 ̊C. L’analyse par cytométrie en flux a été 

effectué avec un système BD LSRFortessa SORP, les données ont été acquises avec le logiciel 

BD FACSDIVA Software (BD), et analysées avec le logiciel FlowJo (FlowJo Enterprise). La 

fluorescence en rouge a été visualisée à une longueur d’onde de 612 nm, et la fluorescence en 

vert a été visualisée à une longueur d’onde de 519 nm. 

Résultats 
 

vUs7-8tdTomato se comporte comme un virus de type sauvage 

La stratégie utilisée pour introduire une cassette d’expression de la RFP mCherry nous a 

permi de conserver un phénotype de type sauvage. Via cette même stratégie, nous avons introduit 

une cassette d’expression exprimant la RFP tdTomato, entre les gènes Us7 et Us8. Tel que pour 

vUs7-8mCherry, la présence de la cassette d’expression de tdTomato n’a pas réduit les titres 

viraux produits en culture cellulaire. Des cellules Vero ont été infectées à faible MOI avec le virus 

de type sauvage KOS, ainsi qu’avec deux isolats du virus recombinant exprimant tdTomato, vUs7-

8tdTomato, afin de caractériser l’efficacité de la réplication virale sur plusieurs cycles d’infection  

(Figure 1A). Les titres viraux ont été quantifiés à 12, 24, 36, 48, et 72 heures post-infection (hpi). 

L’infection in vivo de vUs7-8tdTomato a été caractérisée dans le modèle murin d’infection oculaire 

(Figure 1B et 1C). 

Les souris Balb/C sont plus susceptibles à une infection neuronale aiguë par le VHS-1, 

que les souris de souche CD-1. L’utilisation de cette souche de souris pourrait permettre 

d’augmenter les chances de détecter un infection neuronale productive lors de l’infection aiguê 

ainsi que suite à la réactivation de l’infection virale à partir de la latence. Des souris de souche 

Balb/C ont été infectées avec 2x106 pfu par œil suite à la scarification légère de la cornée. 
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Figure 1  Caractérisation de vUs7-8tdTomato : A) Essai de réplication virale à faible multiplicité 
d’infection dans des cellules Vero comparant la souche sauvage KOS avec deux isolats 
indépendants de vUs7-8tdTomato (C et D). B) Caractérisation de la réplication virale in vivo en 
quantifiant le virus dans le surfactant oculaire pour les trois premier jours de l’infection, et C) 
en quantifiant le virus produit dans les TG à 3 jours post infection. Les bars d’erreur 
représentent l’erreur standard. 

Le virus présent dans le surfactant oculaire a été titré à 1, 2 et 3 jours post-infection (jpi) 

(Figure 1B), et le virus présent dans les ganglions trigéminaux homogénéisés a été titré à 3 jpi 

(Figure 1C). Le virus vUs7-8tdTomato s’est répliqué comme un virus de type sauvage in vivo. 

Tout comme pour vUs7-8mCherry, la présence de la cassette d’expression de tdTomato n’a pas 

diminué la sévérité de la maladie en périphérie. De plus, dans un essai de réactivation virale ex 

vivo, une infection virale s’est réactivée dans 100% des ganglions trigéminaux provenant de souris 

infectées par vUs7-8tdtomato (10 TG provenant de 5 souris infectées par vus7-8tTomato). Des 

résultats similaires ont été obtenus suite à l’infection de souris de souche CD-1 où une infection 

virale latente s’est réactivée à partir des 16 TG prélevés de 8 souris infectées par vUs7-

8tdTomato. 

Visualisation de l’infection par vUs7-8tdTomato en microscopie à 
fluorescence 

Les tissus animaux génèrent de haut niveaux d’autofluorescence dans le vert. De plus, les 

yeux de certaines souris, dont les souris de souche Balb/c et CD-1, génèrent de hauts niveaux 

d’autofluorescences dans le rouge. Contrairement à mCherry et à la protéine fluorescente verte 

eGFP, la RFP tdTomato est optimale pour la visualisation de l’infection dans des tissus animaux 

épais, ou en contexte de ces types d’autofluorescence élevée. Une souris de souche CD-1, a été 

observé post-mortem 3 jours suivant l’infection par vUs7-8tdTomato en microscopie à 

fluorescence, sous un stéréoscope à faible magnification (Figure 2). Des foyers infectieux au 

25Figure 1 : Caractérisation de vUs7-8tdTomato 
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niveau de la région périoculaire peuvent être facilement identifiés sous le poils de la souris (Figure 

2A et B). La fluorescence générée par tdTomato permet de plus de visualiser quelques cellules 

infectées au niveau de la cornée, malgré l’autofluorescence élevé en rouge (Figure 2C). Suite à 

l’ouverture de la boîte cranienne, les ganglions trigéminaux ainsi que les différents tissus présents 

au niveau de la base du crâne peuvent être visualisés via leur autofluorescence (Figure 2D). 

L’expression de tdTomato nous a permis de rapidement identifier les régions infectées d’un TG, 

correspondant à la branche oculaire (Figure 2D et E). Enfin, des neurones infectés par vUs7-

8tdTomato, regroupés en foyers infectieux, ont pu être facilement visualisés à 3 jpi dans des TG 

non-sectionnés (Figure 2F). 

Figure  2 Visualisation de l’infection par vUs7-8tdTomato : A-C) Les foyers infectieux périphériques in 
vivo de vUs7-8tdTomato ont été visualisés en microscopie à fluorescence. Les images 
représentent l’infection par le virus en rouge, superposé à l’autofluorescence des tissus en 
vert, à une magnification de 4X. D-E) La base du crâne d’une souris infectée par vUs7-
8tdTomato a été observé en microscopie à fluorescence. La fluorescence associé à tdTomato 
a été superposé à l’autofluorescence en vert du tissu (D) ou a été visualisé seule E), à une 
magnification de 4X. F) Les foyers infectieux produits par vUs7-8tdTomato au sein d’un TG ont 
été visualisés par microscopie à fluorescence, à une magnification totale de 16X. 

26Figure  2 : Visualisation de l’infection par vUs7-8tdTomato 



191 
 

Caractérisation de la réactivation virale in vivo du VHS-1 par injection 
de NaB 

 Figure 3 Caractérisation de la réactivation virale in vivo de vUs7-8tdTomato par injection de 
NaB : A) Des TG de souris Balb/C mock infectées ou infectées par vUs7-8tdTomato, à 3 jpi ou 
30 jpi ont été dissociés enzymatiquement puis analysés en cytométrie en flux. La fluorescence 
en rouge associée à tdTomato a été quantifiée en parallèle avec l’autofluorescence des 
cellules en vert. Les chiffres indiquent le ratio de cellules présentes dans le cadran 
sélectionné, associées à une fluorescence en rouge élevées, par rapport aux cellules totales 
analysées. B) L’induction de l’expression de tdTomato suite à l’injection de PBS ou de NaB 
après 30 jours d’infection par vUs7-8tdTomato, dans des TG dissociés enzymatiquement, a 
été identifiée par cytométrie en flux via une analyse monoparamétrique de la fluorescence 
dans le rouge. 

 

 

27Figure 4 : Caractérisation de la réactivation virale in vivo de vUs7-8tdTomato par injection de NaB 
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L’injection intrapéritonéale de NaB chez des souris infectées de façon latente est la seule 

technique ayant été démontré comme pouvant réactiver l’infection in vivo et mener à une infection 

périphérique récurrente chez la souris en contexte d’un système immunitaire compétent. Suite à 

l’établissement de la latence des virus de type sauvage KOS et Souche 17, nous avons pu 

détecter quelques particules virales infectieuses dans les TG. Afin de mieux comprendre l’impact 

du NaB sur l’expression génique virale précédent la production de particule virale infectieuse, des 

TG provenant de souris infectées par vUs7-8tdTomato ont été analysés en cytométrie en flux 

dans une  étude préléminaire (Figure 3). Les cellules du TG génèrent des hauts niveaux 

d’autofluorescence en vert et en rouge, variant proportionnellement l’une avec l’autre (Figure 3A, 

cadre de gauche). Une analyse de TG dissociés prélevés à 3 jpi révèle une grande population de 

cellules générants de la fluorescence en rouge, associée à tdTomato, disproportionnellement 

élevée comparativement à l’autofluorescence normale des cellules (Figure 3A, cadre du centre). 

De plus, l’analyse par cytométrie en flux de TGs prélevés suite à l’établissement de la latence, à 

30 jpi, nous a permis d’identifier une faible population de cellules où la latence est en animation, 

tentant de se réactiver (Figure 3A, cadre de droite). L’injection de NaB a induit une augmentation 

significative du nombre de cellules exprimant des niveaux élevés de fluorescence dans le rouge 

dans la moitié des TG prélevés (Figure 3B). 

 

Conclusions 

Ces résultats sont les premiers à caractériser la réactivation virale in vivo par NaB en 

contexte d’un virus exprimant une protéine fluorescente. Tout comme pour vUs7-8mCherry, 

malgré la présence d’une cassette d’expression, le virus vUs7-8tdTomato a conservé un 

phénotype de type sauvage. Le gène codant pour la protéine tdTomato contient la séquence de 

la RFP Tomato dupliquée en tandem dans le même cadre de lecture ouvert. Tout comme pour 

l’expression de mCherry, la stabilité de l’expression de tdTomato par vUs7-8tdTomato a démontré 

le potentiel de notre stratégie d’insertion de cassette d’expression pour s’adapter à des cassettes 

d’expression de grandes tailles. Il serait donc possible d’y insérer des cassettes d’expression de 

protéines virales ou cellulaires étiquetées avec des protéines fluorescentes sans craindre pour la 

stabilité de l’expression des transgènes due à leur taille.  

L’intensité de la fluorescence associée à tdTomato nous a permis de visualiser des foyers 

infectieux au niveau de l’œil et de la peau chez des souris via un système de microscopie à 

fluorescence à faible magnification. Il serait intéressant de caractériser l’étendu de la 
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dissémination de l’infection aiguë par lésion zosteriforme en périphérie par vus7-8tdTomato, chez 

une même souris sur plusieurs jours. 

Nous avons aussi démontré la capacité d’étudier la réactivation virale in vivo suite à 

l’injection de NaB en visualisant la fluorescence associée à tdTomato. La RFP est exprimée à 

partir du promoteur eucaryote CMV. Il serait intéressant de produire des variantes de vUs7-

8tdTomato dont la RFP est sous le contrôle de promoteurs viraux de différentes classes 

cinétiques. Ceci permettrait d’étudier spécifiquement l’induction de gènes viraux , , , lors de la 

réactivation virale in vivo. Il serait intéressant d’effectué ces expériences dans différents modèles 

d’infection in vivo, en utilisant différentes souches de souris, permissives ou non à l’infection 

récurrente induite suite à l’injection de NaB. Nous pourrions identifier à quel moment un blocage 

pourrait avoir lieu, voir même identifier les protéines cellulaires, présentes dans les souches de 

souris moins permissives, impliquées dans l’inhibition de la réactivation virale in vivo.  

Finalement, considérant les avantages qu’offre l’utilisation de vUs7-8tdTomato lors de la 

caractérisation d’infections virales in vivo, il serait intéressant d’insérer des mutations en UL24 

dans ce virus. Ceci nous permettrait de pousser la caractérisation du rôle d’UL24 dans la 

pathogenèse virale, en ajoutant la caractérisation de l’apparition et de la progression de l’infection 

périphérique à travers le temps par microscopie à fluorescence, ainsi qu’en étudiant l’infection 

latente et récurrente in vivo par cytométrie en flux. 
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