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Résumé 
La pathogenèse de l’encéphalite herpétique (HSE) n’est pas totalement connue, mais la réplication du 

virus engendre une encéphalite aiguë nécrosante du lobe temporal/frontal et une inflammation cérébrale menant 
à l’infiltration des cellules immunitaires périphériques au sein du système nerveux central. Bien que la majorité 
des dommages cérébraux engendrés seraient causés par la réplication virale, de plus en de plus de données 
indiquent une composante immunitaire dans la pathogenèse de l’HSE. La réponse immunitaire innée constitue 
la première ligne de défense limitant la propagation virale. Nous savons que la réponse immunitaire est 
engendrée à la suite de la reconnaissance du VHS-1, notamment par les « Toll-like receptors » (TLRs). De plus, 
la synthèse d’interféron (IFN) de type I est primordiale dans la réponse antivirale. En effet, des études montrent 
qu’une déficience d’un composant impliqué dans les voies de signalisation menant à la production d’IFNs de 
type I est délétère chez la souris et chez l’humain au cours de l’HSE. Par ailleurs, la migration des cellules 
immunitaires au sein du SNC prend de plus en plus d’ampleur dans l’étude de la réponse immunitaire contre 
cette infection. Cependant, bien que différents modèles animaux permettent l’étude de la réponse immunitaire 
cérébrale, la complexité de cette pathologie, du SNC et de sa réponse inflammatoire en limite encore notre 
compréhension.  

L’objectif principal de cette thèse a été de mieux comprendre la composante immunitaire de la 
pathogenèse de l’HSE, et plus spécifiquement, au niveau du recrutement des cellules immunitaires 
périphériques dans le SNC, de la participation des voies de signalisation passant par les facteurs de transcription 
régulateurs des IFNs (IRF) 3 et IRF7 et d’évaluer l’effet d’immunomodulateurs tels que l’artésunate et la 
rapamycine sur la sensibilité de différentes souches murines au cours de l’encéphalite herpétique 
expérimentale.  

Les études menées ont permis de mettre en évidence qu’une réponse immunitaire cérébrale innée 
efficace participe à la résistance naturelle des souris C57BL/6 en comparaison aux souris BALB/c naturellement 
sensibles. En effet, la charge virale dans le SNC des souris C57BL/6 infectées par le VHS-1 par voie I.N est 
plus faible au pic de l’infection (i. e jour 6 post-infection [p. i]) comparativement aux souris BALB/c. Ce contrôle 
de la charge virale est associé à une infiltration rapide (avec au jour 4 post-infection, infiltration de monocytes 
inflammatoires, de cellules dendritiques conventionnelles [cDCs], de cellules dendritiques plasmacytoïdes 
[pDCs], de cellules « natural killers » [NK], de cellules « natural killers T » [NKT]) et coordonnée (suivie d’une 
infiltration de lymphocyte T au jour 8 p. i). Par ailleurs, les travaux réalisés ont permis de mettre en évidence un 
rôle clé d’IRF3 et plus particulièrement d’IRF7 dans la réponse interféron de type I. En ce sens, les souris 
déficientes pour IRF3 ou IRF7 sont plus sensibles à l’infection intranasale par le VHS-1 que les souris C57BL/6 
sauvages. Chez les souris déficientes pour IRF7 et dans une moindre mesure pour IRF3, la perte de contrôle 
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de la réplication virale dans le cerveau est associée à un défaut de production d’IFN -b à un temps précoce 

après l’infection suivi par une surproduction des IFNs de type I. La sensibilité accrue au cours de l’HSE, aussi 
bien chez les souris BALB/c naturellement sensibles que chez les souris déficientes pour IRF7 ou IRF3, est 
combinée à une forte production de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines à des temps tardifs post-
infection. Nous avons donc évalué l’effet de l’ajout d’immunomodulateurs au traitement antiviral : l’artésunate 
(ART), agissant sur les voies de signalisation passant par TLR2 et 9 et la rapamycine (RAPA), agissant sur les 
voies de signalisation passant par TLR3 et 9 et ainsi mis en évidence que l’ajout d’un composé 
immunomodulateur au traitement antiviral permettait d’améliorer la survie des souris sensibles à l’infection sans 
action directe sur la charge virale au niveau du cerveau, mais en diminuant significativement les taux de 
cytokines pro-inflammatoire et de chimiokines dans le SNC. À l’aide de ces différents modèles expérimentaux, 

j’ai également démontré une surexpression de cytokines pro-inflammatoires (l’IL-1 b, l’IL-6, l’IFN -g) et de 

chimiokine (CCL2), dont les taux sont diminués par l’ajout d’un traitement immunomodulateur à la thérapie 
antivirale dans un modèle murin sensible à l’HSE.  

Ces données apportent donc de nouvelles preuves d’une composante immunitaire dans la pathogenèse 
de l’encéphalite herpétique, ainsi que de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. 
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Abstract 
 Pathogenesis of herpes simplex encephalitis is not completely understood, but viral replication results 

in acute necrotizing encephalitis of the temporal/frontal lobes and cerebral inflammation leading to the infiltration 
of the peripheral immune cells to the central nervous system (CNS). Although most brain damage is caused by 
viral replication, a lot of data suggest that the immune response could also contribute to the pathogenesis of 
HSE. The innate immune response is the first line of host defense that limits viral spread. Numerous studies 
showed that the immune response is induced by the recognition of HSV-1, in particular by the toll-like receptors 
(TLRs). Likewise, type I interferon (IFN) is essential to the antiviral response. Indeed, studies showed that 
impairment of a component involved in signaling pathways inducing the type I IFN synthesis is deleterious in 
mice and humans during HSE. For several years, a series of studies have suggested that the immune response 
participated in this CNS pathology resulting in a fatal course and that hyperinflammatory responses initiated by 
early infiltrating innate cells play a key role in the development of this pathology. In addition, the complexity of 
the CNS inflammatory response constitutes a challenge for our understanding of the pathogenesis of herpetic 
encephalitis.  

The main objective of this thesis was to better understand the immune response as a contributor to the 
pathogenesis of HSE, and more specifically, the recruitment of peripheral immune cells in the CNS, the 
involvement of signaling pathway mediated by the interferon regulatory transcription factors (IRF) 3 and IRF7 
and the evaluation of the effects of immunomodulators such as artesunate and rapamycin on the susceptibility 
of different murine strains during experimental HSE.   

An effective innate cerebral immune response contributes to the natural resistance of C57BL/6 mice 
compared to naturally sensitive BALB/c mice. In fact, the viral load in the CNS of C57BL/6 mice infected with 
HSV-1 by the I.N. route is lower at the peak of infection (day 6 post-infection (p.i)) compared to BALB/c mice. 
This control of the viral load is associated with rapid and coordinated infiltration of cells in the CNS (infiltration of 
inflammatory monocytes, conventional dendritic cells (cDCs), plasmacytoid dendritic cells (pDCs), natural killer 
cells (NK), natural killer cells T (NKT) on day 4 p.i) followed by T lymphocyte infiltration on day 8 p.i. Moreover, 
the control of viral replication is orchestrated by the activation of transcription factors IRF3 and particularly IRF7. 
In this regard, mice deficient for IRF3 or IRF7 are more susceptible to intranasal infection by HSV-1 than wild 
type C57BL/6 mice. In mice deficient for IRF7 and to a lesser extent for IRF3, the loss of control of viral replication 

in the brain is associated with a defect in IFN-b production at an early time after infection followed by 

overproduction of type I IFNs. Increased susceptibility of BALB/c mice, IRF3- or IRF7-deficient mice is associated 
with higher levels of pro-inflammatory cytokines and chemokines levels in the CNS compared to C57BL/6 mice 
at later times post-infection. We therefore evaluated the effect of the addition of immunomodulators to antiviral 



 

 vi 

treatment: artesunate (ART), acting on signaling pathways mediated by TLR2 and 9 and rapamycin (RAPA), 
acting on signaling pathways mediated by TLR3 and 9. We show that the administration of ART or RAPA to the 
antiviral therapy was beneficial and improve the outcome of HSE in mice, without a direct effect on the viral load. 
Instead they act by decreasing significantly pro-inflammatory cytokine and chemokine levels in the CNS. Using 
these different experimental models, we also demonstrated overexpression of pro-inflammatory cytokines (IL-1 

b, IL-6, IFN -g) and chemokine (CC2) during experimental HSE. In this regard, adding of immunomodulatory 

compound to antiviral therapy allowed to decrease levels of these inflammatory proteins. 

In conclusion, these data provide new evidence for the contribution of the immune response in the 
pathogenesis of herpetic encephalitis, as well as the development of potential new therapeutic targets.  
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UFP : unité formatrice de plaque 

UL: de l’anglais « unique long » 

Us: de l’anglais « unique short » 

VACV : valacyclovir 

vhs : de l’anglais « virus host shutoff » 

VHS : virus herpès simplex 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine 

VLP : de l’anglais « virus like particle » 

VP: de l’anglais « virion protein » 

VVZ : virus varicelle-zona 

WB : de l’anglais « western blot » 

WT : de l’anglais « wild-type » 
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Avant-propos 
Dans le cadre de cette thèse, j’ai étudié la réponse immunitaire cérébrale innée dans le contexte de 

l’encéphalite herpétique expérimentale. Afin d’introduire mon sujet de thèse, j’ai fait une revue de la littérature 
en vue de présenter le virus herpès simplex 1, sa réplication, ses propriétés telles que la latence et la 
neurovirulence. Je cite les différentes manifestations cliniques qui lui sont associées ainsi que le diagnostic et 
les traitements actuels. Je décris ensuite la réponse immunitaire cérébrale, les barrières anatomiques et les 
cellules résidantes du CNS, puis la reconnaissance du virus, les voies de signalisation découlant de cette 
reconnaissance, le rôle de la réponse interféron de type I et des cytokines/chimiokines, l’implication des cellules 
immunitaires périphériques et la neuroinflammation. Enfin, j’introduis les nouvelles approches thérapeutiques. 

Cette thèse comprend trois articles scientifiques publiés. Le premier pour lequel je suis la première 
auteure s’intitule « The recruitment of peripheral blood leukocytes to the brain is delayed in susceptible BALB/c 

compared to resistant C57BL/6 mice during herpes simplex virus encephalitis », a été publié dans le « Journal 

of NeuroVirology », le 13 février 2019, et aucune modification a été apportée dans le texte inséré dans la 
présente thèse. Dans le cadre de cet article, j’ai écrit le manuscrit, réalisé toutes les expériences animales, les 
polymérisations en chaîne (PCR) quantitatives (qPCR), l’évaluation des titres viraux, le dosage des interférons 
(IFNs) de type I par « enzyme-linked immunosorbant assay » (ELISA) et des autres cytokines et chimiokines 
par Luminex ainsi que les expériences de cytométrie en flux (FACS) que j’ai préalablement mises au point. J’ai 
également réalisé l’analyse des résultats. Olus Uyar et Chantal Rhéaume m’ont supportée dans les expériences 
animales, notamment lors des prélèvements de cerveau. Olus a également pris une grande part dans la mise 
au point et la réalisation des expériences de FACS. Quant aux Dre Piret et Dr Boivin, ils ont supervisé le projet 
de recherche ainsi que coordonné et corrigé le manuscrit.  

Le second article intitulé « Both IRF3 and Especially IRF7 Play a Key Role to Orchestrate an Effective 

Cerebral Inflammatory Response in a Mouse Model of Herpes Simplex Virus Encephalitis ». Il a été publié 
comme communication dans le « Journal of NeuroVirology », le 11 juillet 2018 et aucune modification a été 
apportée dans le texte inséré dans la présente thèse. Dans le cadre de cet article, j’ai écrit le manuscrit, réalisé 
toutes les expériences animales, les qPCRs, l’évaluation des titres viraux, le dosage des interférons (IFNs) de 
type I par ELISA et des autres cytokines et chimiokines par Luminex. J’ai également travaillé, sans succès, sur 
la mise au point du « western blot » (WB) pour mettre en évidence l’activation des facteurs de transcription 
régulateurs des IFNs (IRF) 3 et IRF7. Chantal Rhéaume m’a supportée dans les expériences animales, 
notamment lors des prélèvements de cerveau. Manon Lebel a refait les WBs, sans parvenir à des résultats 
interprétables. Le Dr Gosselin nous a fourni les souris déficientes en IRF3 ou en IRF7 et a fait une relecture de 
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l’article avant soumission. Quant aux Dre Piret et Dr Boivin, ils ont supervisé le projet de recherche ainsi que 
coordonné et corrigé le manuscrit.  

Le troisième article dont je suis la première auteure s’intitule « Valacyclovir Combined with Artesunate 

or Rapamycin Improves the Outcome of Herpes Simplex Virus Encephalitis in Mice Compared to Antiviral 

Therapy Alone ». Il a été publié dans « Antiviral Reseach » le 11 septembre 2015 et aucune modification a été 
apportée dans le texte inséré dans la présente thèse. Dans le cadre de cet article, j’ai écrit le manuscrit, réalisé 
toutes les expériences animales pour tester l’effet d’agents immunomodulateurs (artésunate et rapamycine) 
administrés par voie intrapéritonéale des jours 4 à 13 après l’infection, les qPCR que j’ai préalablement remis 
au point afin de passer d’une PCR en capillaires à une PCR en plaques de 96 puits, l’évaluation des titres viraux 

dont j’ai changé le protocole afin de mieux détecter les faibles charges virales, le dosage de l’IFN-b par ELISA 

et des autres cytokines et chimiokines par Luminex. Rafik Menasria et Chantal Rhéaume m’ont supportée dans 
les expériences animales, notamment lors des prélèvements de cerveau. Quant aux Dre Piret et Dr Boivin, ils 
ont supervisé le projet de recherche ainsi que coordonné et corrigé le manuscrit.  

Au cours de mon doctorat, j’ai également participé à des études en lien avec l’encéphalite herpétique 
qui ont été publiées sous forme d’article dans différentes revues scientifiques. Néanmoins, ces résultats 
n’entrent pas dans le cadre de cette thèse et la liste ci-dessous n’est donnée qu’à titre indicatif.  

Menasria R, Canivet C, Piret J, Boivin G. Infiltration Pattern of Blood Monocytes into the Central 
Nervous System during Experimental Herpes Simplex Virus Encephalitis. PLoS One. 2015 Dec 23. PMID: 
26700486 
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Introduction 

I Historique 

Hippocrate a été le premier à rapporter des lésions qui auraient pu être causées par le virus herpès 
simplex (VHS), mais les signes cliniques causés par ce virus n’ont été décrits plus en détail qu’au cours des 
trois derniers siècles. La majeure partie des recherches concernant l’infection et le traitement du VHS a 
commencé au début du XXe siècle. Celles-ci vont de la découverte de certains mécanismes à l’origine de la 
latence et de la réactivation du virus au développement de l’acyclovir (ACV) le premier antiviral, inhibiteur sélectif 
de la réplication du VHS. 

Les premiers documents traitant du VHS remontent aux Grecs antiques, qui ont inventé la 
dénomination « herpès », du grec ancien « ἕρπης », « herpein » signifiant ramper. Hippocrate a utilisé ce terme 
pour décrire des ulcérations superficielles de la peau et des inflammations cutanées.  

À la fin du XIXe et au début du XXe siècle, la transmission d’agents infectieux, dont le VHS, à des 
volontaires humains était en vogue. Vidal a eu le privilège douteux de prouver que le VHS est infectieux, en 
transmettant l’infection d’un humain à un autre. Alors que des études étaient effectuées chez l’humain, Gruter a 
débuté une série d’études animales qui a démontré la nature infectieuse du VHS sans équivoque. C’est à lui 
que la communauté des virologistes attribue le mérite de l’isolement du VHS (1). 

II Les virus herpétiques 

Les virus herpétiques sont très répandus dans la nature. De nombreuses espèces animales peuvent 
être infectées par ces virus. Il existe des centaines d’espèces virales différentes chez les vertébrés 
(Alloherpesviridae et Herpesviridae) et les invertébrés (Malacoherpesviridae) (2). Ce sont des virus enveloppés, 
de grandes tailles, mesurant approximativement 200 nanomètres (nm) et contenant la nucléocapside qui baigne 
dans le tégument. La capside renferme une copie unique de l’acide désoxyribonucléique (ADN) viral linéaire 
dont la taille peut atteindre 295 kilos paires de base et qui code jusqu’à 170 protéines. Les virus herpétiques 
infectent leurs hôtes respectifs et établissent une latence selon un tropisme propre à chaque virus. Actuellement, 
neuf virus herpétiques infectant l’homme ont été identifiés (3). 
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II.1 Les virus herpétiques infectant l’humain 

D’après la nouvelle nomenclature du comité international de taxonomie des virus (ICTV) établie en 
2016, les virus herpétiques humains (HHV) font partie de la famille des Herpesviridae. Neuf virus herpétiques 
ont été décrits (HHV-1 à HHV-8 - HHV-6A et HHV-6B étant deux espèces distinctes) et sont classés en 3 sous-
familles (Tableau 1) (2). 

Tableau 1 : Taxonomie des Herpesviridae infectant l’humain. 
Sous Famille/Virus Site de Latence Manifestations cliniques 

Alphaherpesvirinae    
Simplexvirus   

Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1) – Nerfs sensitifs et ganglions 
trijumeaux  
– Ganglions trijumeaux et 
neurones 

– Infections oropharyngées  
– Infections cérébrales 
(encéphalites) 

Human alphaherpesvirus 2 (HHV-2) – Ganglions sacrés 
 
– Ganglions trijumeaux et 
neurones 

– Infections génitales 
– Infections néonatales 
– Infections cérébrales 
(encéphalite et méningite) 

Varicellovirus   
Human alphaherpesvirus 3 (HHV-3) – Ganglions dorsaux 

– Nerfs crâniens 
– Varicelle 
– Zona 

Bêtaherpesvirinae   
Cytomegalovirus   

Human bêtaherpesvirus 5 (HHV-5) – Cellules endothéliales  
– Cellules hématopoïétiques  
– Muscles lisses  
– Épithélium des glandes 
salivaires 

– Syndrome mononucléosique 
– Rétinite  
– Encéphalite chez le fœtus 
– Pneumonie  
– Hépatite  

Human bêtaherpesvirus 6A, 6B et 7 
(HHV-6A, HHV-6B et HHV-7 

– Cellules T CD4  
– Cellules myéloïdes progénitrices  
– Épithélium des glandes 
salivaires  
– Poumons 
– Monocytes sanguins (HHV-6A et 
-6 B) 

– Roséole  
– Pneumonie  
– Syndrome mononucléosique 
– Hépatite (HHV-6A) 
– Encéphalite (HHV-6A, HHV-
6B et HHV7) 

Gammaherpesvirinae   
Lymphocryptovirus   

Human gammaherpesvirus 4.   

(HHV-4) 

Rhadinovirus 

—Lymphocytes  

 

– Mononucléose  
– Lymphome de Burkitt  
– Carcinome naso-pharyngé 
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—Human gammaherpesvirus 8 

(HHV-8) 
– Cellules endothéliales  

– Lymphocytes  

– « sarcome de Kaposi » 
 
– Maladie de Castelman 
– Lymphome des cavités 
corporelles 

Adapté de (4) : La classification, les différents sites de latence et les principales manifestations cliniques 
des virus infectant l’humain de la famille des Hespesviridae. 

II.2 Les virus alpha-herpétiques – Virus herpès simplex 

II.2.1 La particule virale du virus herpès simplex 1 

La particule virale infectieuse du VHS-1 a une taille de 186 nm, qui peut aller jusque 225 nm si on inclut 
les spicules ancrés dans son enveloppe. Elle est constituée de 4 éléments distincts : de l’extérieur vers 
l’intérieur, on retrouve l’enveloppe constituée d’une bicouche lipidique contenant 11 glycoprotéines (g) de 
surface et renfermant un tégument amorphe où baigne la capside icosaédrique composée de 162 capsomères 
dans laquelle se trouve une copie de l’ADN viral linéaire se trouvant au centre de la capside (Figure 1) (1). 

 

Figure 1 : Représentation schématique et image de microscopie électronique de la particule virale 
du VHS. 

Adapté de (5) : De haut en bas, les quatre composants de la particule virale. La capside virale baignant 
dans le tégument et contenant l’ADN viral entouré de l’enveloppe externe où sont ancrées les glycoprotéines 
de surface. 

Le noyau de la particule du VHS-1 contient l’ADN double brin (db) viral principalement linéaire (6). Le 
génome du VHS-1 est environ de 152 000 paires de bases (pb) (152 260 pb pour la souche 17 du VHS-1) et 
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contient 68 % de C+G (cytosine + guanosine) (68,3 % pour la souche 17 du VHS-1) (6). Le génome se présente 
sous forme d’une hélice torsadée dont les extrémités sont positionnées afin de faciliter leur rapprochement. La 
majorité de l’ADN viral est synthétisé en continu et forme de longs concatémères qui sont ensuite coupés durant 
le processus d’assemblage de la nucléocapside (6, 7). La capside est composée de 162 capsomères (150 
hexagonaux, 11 pentagonaux et un portail protéique icosaédrique), qui une fois assemblée a une taille de 100 
- 110 nm environ. La capside est constituée essentiellement de quatre protéines virales, « virion protein » (VP) 
5, VP26, VP23 et VP19c (1, 6). L’espace séparant la nucléocapside de l’enveloppe est occupé par une 
substance amorphe largement non structurée : le tégument (1). Sa morphologie est principalement granulaire, 
mais présente certaines structures fibrillaires (6). Le tégument n’est pas uniformément réparti au sein de la 
particule virale et est composé d’une vingtaine de protéines. La majorité de ces protéines est nécessaire à la 
réplication du virus (p. ex. VP16) et à l’inhibition des mécanismes traductionnels de la cellule hôte comme la 
protéine « virus host shutoff » (vhs) (7, 8). 

L’enveloppe consiste en une bicouche lipidique contenant au moins 11 glycoprotéines distinctes. Les 
glycoprotéines de l’enveloppe sont gB (VP7 et VP8.5), gC (VP8), gD (VP17 et VP18), gE (VP12.3 et VP12.6), 
gG, gH, gI, gK, gL et gM. L’enveloppe peut aussi contenir au moins deux et possiblement plus de protéines 
virales intrinsèques non glycosylées (par exemple Us9, UL20) (1).  

II.2.2 La réplication virale  

Le cycle de réplication (Figure 2) est un processus regroupant de nombreuses étapes décrites dans les 
paragraphes suivants.  
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Figure 2 : Représentation schématique de la réplication virale du VHS. 
Adapté de (1). 1 : Le virus se lie à la surface de la cellule et l’enveloppe du virion fusionne avec la 

membrane plasmique (1 a) ou le virus entre par endocytose (1 b), libérant les protéines de la capside et du 
tégument dans le cytoplasme cellulaire. 2 : La capside est transportée vers un pore nucléaire, où l’ADN viral est 
libéré dans le noyau. 3 : La protéine vhs permet la dégradation des acides ribonucléiques (ARN) messager 
(ARNm) de la cellule hôte. 4 : VP16 se localise dans le noyau. 5 : L’ADN viral se circularise. 6 : Il est ensuite 

transcrit par l’ARN polymérase (ARN pol) II de l’hôte pour donner d’abord les ARNm a. La transcription des 

gènes a est stimulée par la protéine tégumentaire VP16. Cinq des six protéines immédiates et précoces 

agissent pour réguler l’expression des gènes viraux dans le noyau. 7 : les protéines a transactivent la 

transcription des gènes b. 8 : Les protéines b participent à la réplication de la molécule d’ADN viral. 9 : La 

synthèse de l’ADN viral stimule l’expression des gènes g. 10 : Les protéines participantes à l’assemblage de la 

capside migrent dans le noyau et selon le modèle de dé-enveloppement/réenveloppement, le réseau de lamine 
nucléaire est altéré afin de permettre la sortie des virions du noyau. 11 : L’ADN est incorporé dans la capside. 
12 : La capside contenant l’ADN bourgeonne à partir de la membrane nucléaire interne pour former un virion 
enveloppé, et le virion sort de la cellule par les mécanismes de bourgeonnement. 

 

Le VHS peut entrer dans la cellule par deux mécanismes distincts. La voie d’entrée dite primaire résulte 
de la fusion entre la membrane cellulaire et l’enveloppe virale. Elle nécessite l’interaction entre les glycoprotéines 
de l’enveloppe virale et des récepteurs spécifiques présents à la surface de la cellule hôte (7). La voie d’entrée 
dite auxiliaire passe par l’endocytose de la particule virale, et nécessite l’interaction entre les récepteurs de 
fusion présents à la surface de la particule virale et la membrane de la vésicule d’endocytose (1). 

La première étape d’entrée du virus par l’une ou l’autre de ces deux voies est amorcée par l’interaction 
de gB et gC avec les glycosaminoglycanes (GAGs) (6, 7). Dans la voie d’entrée principale du virus, cette 
interaction est renforcée par la liaison de gD avec un récepteur membranaire. Les nectines 1 et 2 (9, 10), 
l’« herpesvirus entry mediator » (HVEM), un membre de la famille des récepteurs du « tumor necrosis factor » 
(TNF) et finalement, une forme d’héparanes sulfates (1) peuvent servir de récepteurs pour la gD. L’entrée du 
virus par fusion a été décrite comme un mode d’entrée précoce après le contact de la cellule hôte avec le virus 
alors que l’entrée par endocytose pourrait survenir tout au long de l’exposition avec le virus (11, 12). Les 
récepteurs cellulaires engagés dans la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane des endosomes sont 
l’HVEM et les nectines. Après la fusion, la capside virale et le tégument sont relargués dans le cytoplasme. Une 
partie du tégument se dissocie de la nucléocapside et permet le relargage de certaines protéines pouvant 
moduler la cellule hôte afin de créer un environnement propice à la réplication virale. La nucléocapside, quant 
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à elle, est transportée jusqu’au noyau grâce au réseau des microtubules (13). La libération de l’ADN viral se fait 
par un pore nucléaire. Les protéines du tégument, relarguées en même temps que la capside, migrent vers le 
noyau, soit en même temps que la capside (p.ex. VP1/2) (14), soit indépendamment de la capside (p.ex. UL16) 
(15) ou alors se localisent dans le cytoplasme (p.ex. UL41) (16). 

Le génome viral code pour 90 acides ribonucléiques (ARN) messager (ARNm) dont 84 sont traduits en 
protéines. (1, 7). Lors de l’infection, les protéines du VHS-1 sont exprimées en cascade de façon très régulée. 
Elles sont classées selon la cinétique de transcription de leurs gènes respectifs. Il existe trois classes de gènes : 

a pour les gènes précoces immédiats, b  pour les gènes précoces (b1 et b2) et g  pour les gènes tardifs (g1 et 

g2) (1). La transcription de l’ADN viral se déroule dans le noyau. L’ARN polymérase (ARN pol) II de l’hôte est 

responsable de la transcription de tous les gènes viraux au cours de l’infection, bien que les produits des gènes 

viraux puissent modifier son activité. Les gènes immédiats précoces a sont exprimés en premier. Lors de la 

transcription des gènes précoces b1 et b2, de nombreuses enzymes vont être synthétisées incluant celles 

assurant la réplication du génome viral, c’est-à-dire la thymidine kinase virale (TK) et l’ADN polymérase (ADN 
pol) (1). Les gènes tardifs sont transcrits pendant et après la réplication virale. Ils codent entre autres pour des 
protéines de structure nécessaire à l’assemblage de la capside (VP5) et pour certaines glycoprotéines de 
surface (gB, gC, gD) (1, 6). L’enchainement des événements conduisant à l’expression des différentes classes 

de gènes est la suivante : 1 : activation de la transcription des gènes a par VP16, une protéine g présente dans 

le virion 2 : autorégulation de l’expression des gènes a. 3 : activation de la transcription des gènes b. 4 : 

activation de la transcription des gènes g par les produits des gènes a et b et la réplication de l’ADN viral. 5 : 

Désactivation de l’expression des gènes a et b par les produits des gènes g  en fin d’infection. 

La réplication du génome viral requiert la transformation de l’ADN linéaire en ADN circulaire (17). Elle 
nécessite 7 protéines et est communément décrite en deux étapes (1) (Figure 3).  
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Figure 3 : Réplication du génome du VHS. 
Adapté de (18) : 1) La protéine UL9 se lie à une des origines de réplication (oriL ou oriS) et amorce le 

déroulement de l’ADN viral. 2) La protéine ICP8 est recrutée et se lie à l’ADN sb. 3) Recrutement des 5 autres 
protéines (UL5, UL52, UL8, UL30, UL42) requises lors du processus de réplication. 4) La réplication est alors 
amorcée pour ensuite faire place à 5) la réplication virale sous forme de cercle roulant. 

L’assemblage de la capside se fait dans le noyau. Elle nécessite quatre protéines tardives VP5 (UL19), 
VP19C (UL38), VP23 (UL18) et VP26 (UL35). Des protéines mineures interviennent également dans les étapes 
de formation de la capside ainsi que dans l’encapsidation du génome viral. La protéine VP5 et la 
préprotéine VP22a forment un complexe dans le cytoplasme afin de migrer dans le noyau. Les protéines UL6, 
VP19C, VP23 et VP26 vont également intervenir dans la formation, la maturation et la sortie nucléaire de la 
procapside (17, 19). Plusieurs protéines permettent l’incorporation et le maintien de l’ADN viral au sein de la 
procapside (19). Elles reconnaissent des signaux d’encapsidation du génome viral et coupent les concatémères 
d’ADN en monomères.  

Trois mécanismes de sortie du VHS à l’extérieur de la cellule ont été proposés. Un premier modèle 
suggère que la capside enveloppée migre de la membrane nucléaire interne jusqu’à l’appareil de Golgi ou au 
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lumen du réticulum endoplasmique par le système vésiculaire de la cellule. Elle est ensuite relâchée par les 
voies de sécrétion de la cellule. Cependant, la composition de l’enveloppe des particules virales ressemble 
davantage à celle de la membrane cytoplasmique qu’à la membrane nucléaire (1). Dans un second modèle, les 
virus nouvellement formés fusionnent avec la membrane nucléaire interne. La particule virale est ensuite 
désenveloppée lors du passage au niveau de l’enveloppe nucléaire externe puis relâchée dans le cytoplasme. 
Les nucléocapsides sont ensuite transportées jusqu’aux endosomes et/ou à l’appareil de Golgi pour y être 
enveloppées, puis finalement relarguées à l’extérieur de la cellule par exocytose (1). Enfin, le troisième modèle 
suggère que les capsides virales sortent par les pores nucléaires. Elles rejoignent ensuite l’appareil de Golgi où 
elles sont enveloppées, transportées à la membrane plasmique par le système de vésicules et relarguées de la 
cellule par exocytose (1). 

II.2.3 Caractéristiques biologiques spécifiques  

Le VHS a deux propriétés biologiques spécifiques : la neurovirulence et la latence. La plupart du temps, 
le virus établit une latence, fournissant un réservoir pour la transmission du virus à d’autres individus, s’il est 
réactivé. Dans certains cas, le VHS peut envahir, se répliquer dans le système nerveux central (SNC) et induire 
une infection sévère ; l’encéphalite herpétique (HSE).  

II.2.3.1 Latence  

La capacité du VHS à établir une infection latente à vie chez son hôte humain est l’un des aspects les 
plus difficiles à comprendre de la biologie du VHS. Le VHS pourrait établir une latence en trois phases : la phase 
d’établissement, la phase de maintenance et la phase de réactivation (20). Après propagation dans le tissu au 
site primaire de l’infection, le virus pénètre dans les neurones sensitifs par fusion avec les extrémités axonales. 
La nucléocapside migre par transport axonal rétrograde vers le noyau dans le corps cellulaire du neurone. 

L’ADN viral persiste dans le noyau sous la forme d’un épisome circulaire associé aux nucléosomes 
(21). L’expression des gènes lytiques est réprimée à l’exception de la région codante pour les transcrits associés 
à la latence (LATs) qui est fortement transcrite (22). Aucun virus infectieux ne peut être détecté dans les 
ganglions sensitifs au cours d’une infection latente. Dans une fraction de neurones contenant du VHS latent, le 
virus est périodiquement réactivé. Le virus infectieux migre alors par transport axonal antérograde vers les tissus 
périphériques, généralement vers les cellules du site ou à proximité du site de l’infection initiale (Figure 4). Les 
mécanismes menant à la réactivation du virus restent inconnus, mais il semblerait qu’une région de 348 pb 
située près de la partie 5' des LATs participe dans ce processus (23). De plus, les premiers 1,5 kilo base de la 
séquence des LATs sont cruciaux pour permettre une réactivation du virus dans les modèles animaux. La 
réactivation se produit en présence d’une immunité humorale et cellulaire efficace. Elle peut être spontanée, 
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mais est souvent associée à un stress physique ou émotif, à la fièvre, à une exposition aux radiations 
ultraviolettes, à des lésions tissulaires et à l’immunosuppression (1). En fonction de plusieurs facteurs, y compris 
le statut immunitaire de l’hôte, la réactivation peut être asymptomatique ou conduire à des lésions récurrentes, 
dont la sévérité peut varier considérablement et se présenter sous forme de lésions ponctuées invisibles à l’œil 
nu ou de lésions sévères. 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la latence et de la réactivation du VHS. 
Adapté de (24) : Le VHS lyse les cellules épithéliales de la peau pour provoquer une infection primaire. 

(b) Certains virus pénètrent dans les terminaisons des neurones sensitifs. Ils migrent par transport rétrograde 
vers le noyau. Le virus établit ensuite la latence dans les ganglions sensitifs. (c) La réactivation périodique 
s’effectue par transport antérograde des particules virales et réinfection des cellules épithéliales, ce qui conduit 
à une excrétion asymptomatique ou à des lésions récurrentes. 

 

II.2.3.2 Neurovirulence  

La neurovirulence englobe à la fois la neuroinvasion des sites périphériques et la capacité du VHS à 
se répliquer dans les cellules neuronales et gliales. Une encéphalite aiguë, focale et nécrosante localisée dans 
les lobes temporaux et frontaux apparait alors de façon progressive (25).  
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Figure 1. The herpes simplex virus life cycle. (a) Herpes simplex virus (HSV) is shown undergoing the lytic
cycle (entry, uncoating, viral transcription and DNA replication in the nucleus, particle assembly, exit from the
cell) in epithelial cells of the skin to cause a primary infection. (b) Some virus enters the sensory neuron
terminals and travels retrogradely to the nucleus where it establishes latency. (c) Periodic reactivation results
in anterograde transport of viral particles, shedding from the neuron, and re-infection of epithelial cells, which
leads to asymptomatic shedding or recurrent lesions.
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Pour atteindre le système nerveux, le virus doit démontrer une très grande capacité de réplication (forte 
virulence) pour permettre le transport rétrograde des virions et ainsi l’infection des neurones. Bien que cette 

propriété soit probablement associée à plusieurs gènes, la délétion du gène g134.5, en particulier, supprime la 

capacité du VHS à envahir et à se répliquer dans le SNC. En effet, certaines mutations ou la suppression de ce 
gène produisent une réduction très importante de l’infection neuronale par le VHS autant chez la souris que 
chez l’humain, et ce, bien que le virus mutant puisse facilement se répliquer en culture cellulaire (26). Une des 
fonctions de ce gène est de protéger les cellules infectées de l’arrêt de la synthèse protéique cellulaire en 

interagissant avec les phosphatases de la cellule hôte (27). De plus, une autre fonction cruciale de g134.5 dans 

la neurovirulence est d’inhiber l’autophagie de la cellule hôte (28). Par ailleurs, la protéine VP22 est requise pour 
une neurovirulence, une réplication virale et une propagation virale efficace au niveau du cerveau chez la souris 
après une inoculation intracérébrale. En effet, une modification du motif Di-Leu de la protéine VP22 du VHS-1 
engendre une augmentation de la dose létale 50 % (LD50), une diminution de la charge virale au niveau de 
cerveau ainsi qu’une distribution du virus limitée à certaines zones du cerveau (29). Également, la 
phosphorylation Tyr288 de la protéine de surface gB par Us3 est requise pour une neurovirulence efficace chez 
la souris après une infection intracérébrale (30).  

En outre, plusieurs autres gènes (p.ex. l’ADN pol et la TK) intervenant dans la réplication virale 
semblent également participer à la neurovirulence. La délétion d’un seul de ces gènes diminue la capacité 
d’envahir le SNC et de s’y répliquer. En effet, un virus mutant pour la TK et/ou l’ADN pol (pouvant conférer une 
résistance aux antiviraux) n’affecte pas le taux de survie de 100 % chez un modèle murin d’encéphalite 
herpétique (31). Par ailleurs, en fonction du type de modification du gène de la TK (faible taux de production, 
TK déficiente, ou TK altérée), la neurovirulence peut être inaltérée ou diminuée comparativement à la 
souche VHS-1 sauvage (32, 33). En outre, il existe une bonne corrélation entre la capacité réplicative in vitro et 
le potentiel neurovirulent de différentes souches mutantes de VHS-1 pour l’ADN pol (31, 34). Finalement, 
puisque les cellules neuronales ne peuvent plus se diviser et ne produisent donc pas d’ADN cellulaire, le VHS-
1 est ainsi très dépendant des enzymes qu’il code pour être capable de se répliquer. 

II.2.4 Transmission et pathogenèse des virus herpès simplex  

Une primo-infection est la première infection d’une personne séronégative (ne possédant pas 
d’anticorps dirigés contre le VHS). Une infection initiale non primaire est une infection par le VHS-1 ou le VHS-
2 chez une personne possédant déjà des anticorps dirigés contre l’autre type de VHS (respectivement VHS-2 
ou VHS-1). Bien que très rare chez les personnes immunocompétentes séropositives pour le VHS-1 ou le VHS-
2, une réinfection avec une souche différente du même type à un site anatomique différent reste possible. 
Cependant, cette infection est généralement bien contrôlée par le système immunitaire (35). Finalement, la 
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réactivation du virus latent au niveau des ganglions sensitifs peut occasionner des lésions au site d’infection 
primaire, ce qui résulte en une infection récurrente (1).  

Le VHS-1 est principalement transmis par la salive et également lors d’exposition directe des 
muqueuses ou de la peau lésée d’une personne saine avec des lésions ou des sécrétions mucosales d’un 
individu infecté excrétant du virus. Par ailleurs, les contacts sexuels sont la principale voie de transmission du 
VHS-2, et ce de façon plus efficace lors d’infections symptomatiques (1). Actuellement, on rapporte une 
augmentation du nombre de cas de transmission orogénitale du VHS-1. 

À la suite d’une infection oropharyngée, le VHS-1 se réplique dans les cellules du site d’infection 
primaire et infiltre les nerfs sensitifs par lesquels il migre jusqu’aux ganglions trijumeaux. Le VHS-2, quant à lui, 
est contracté au niveau des voies génitales et se réplique dans les cellules des parois périgénitales. Par la suite, 
le virus colonise les ganglions sacrés où il établit la latence. Les particules virales peuvent se réactiver et 
retourner vers le site d’infection primaire causant des lésions récurrentes dont l’étendue dépend de la production 
virale (1). 

II.2.5 Épidémiologie et manifestations cliniques. 

II.2.5.1 Épidémiologie 

Les virus herpès simplex sont répandus à travers le monde, quel que soit le niveau de développement 
du pays. L’humain reste le seul réservoir du virus. Le virus est transmis par contact direct entre une personne 
infectée et une personne saine. Comme les infections herpétiques sont rarement fatales et que le virus devient 
latent, la séroprévalence associée au virus herpès simplex dépasse 50 %. Les individus séropositifs sont 
capables de transmettre le virus lors d’épisodes d’infection productive symptomatique ou non. La 
séroprévalence de l’infection au VHS peut être influencée par différents facteurs : la localisation géographique, 
le statut socio-économique ainsi que l’âge (36). La séroprévalence du VHS-1 est plus élevée que celle du VHS-
2. De plus, le VHS-1 est associé à 85 % des infections orolabiales alors que le VHS-2 est associé aux 15 % 
restant. À l’inverse, le VHS-2 est responsable de 60 à 70 % des infections génitales tandis que les autres cas 
sont causés par le VHS-1.  

II.2.5.2 Manifestations cliniques distinctes du système nerveux central 

Les symptômes associés aux infections primaires oropharyngées se présentent sous forme de fièvre, 
de maux de gorge, de lésions ulcératives et vésiculaires, de gingivostomatite, d’œdème, de lymphoadénopathie 
localisée, d’anorexie et/ou de malaises (37). Un tiers des patients symptomatiques présente une virémie 
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associée à l’infection oropharyngée primaire (38). La fréquence de la récidive varie selon les individus. Les 
facteurs responsables de la récurrence chez les humains sont à la fois très variables et mal définis (37).  

L’infection génitale primaire est associée à 
-a : de plus grandes quantités de virus se répliquant dans le tractus génital et  
-b : une période d’excrétion virale qui peut persister pendant 3 semaines en moyenne (1, 39).  
 

Pour des raisons inconnues, la gravité de l’infection primaire et son association avec des complications sont 
statistiquement plus élevées chez les femmes que chez les hommes (1). Les complications systémiques 
fréquentes s’observent chez 70 % de toutes personnes atteintes (40). Lors de l’infection primaire chez les 
femmes, les lésions apparaissent sur la vulve, sont généralement bilatérales et peuvent toucher également le 
périnée, les fesses, le col de l’utérus et/ou le vagin. Chez les hommes, les infections génitales primaires causées 
par le VHS sont le plus souvent associées à des lésions vésiculaires superposées à une base érythémateuse, 
apparaissant habituellement sur le gland ou sur le pénis. Des lésions extragénitales de la cuisse, des fesses et 
du périnée peuvent survenir. L’herpès génital récurrent est la forme la plus bénigne de la maladie. Un problème 
majeur est la fréquence des récidives, qui varie d’un individu à l’autre. Elle est directement liée à la sévérité de 
l’infection primaire. Chez les personnes atteintes d’une infection génitale causée par le VHS-1, la probabilité de 
récidive est significativement moindre en comparaison avec celle provoquée par le VHS-2 et est pratiquement 
nulle chez certains patients (41). Une transmission de l’infection à des partenaires sexuels peut se produire que 
les récurrences soient symptomatiques ou asymptomatiques.  

Les infections virales oculaires sont généralement causées par le VHS-1 excepté chez le nouveau-né. 
La kératoconjonctivite herpétique primaire est associée à une conjonctivite unilatérale ou bilatérale, Plus 
rarement, l’infection peut être associée à un ulcère de la cornée dans les cas de maladie progressive (37). 
Environ 300 000 cas d’infections oculaires herpétiques sont diagnostiqués chaque année aux États-Unis. Ces 
infections sont la seconde cause principale de cécité cornéenne aux États-Unis. Les infections oculaires 
récurrentes dues au VHS sont fréquentes. Le plus souvent, les récidives sont unilatérales (42). La voie de 
dissémination et la pathogenèse de l’infection restent inconnues.  

Les infections cutanées provoquées par le VHS se manifestent généralement par un eczéma 
herpétique chez les patients atteints d’une dermatite atopique sous-jacente. Les lésions peuvent être soit 
localisées ressemblant à des lésions zostériformes, soit disséminées. Des infections des doigts causées, par le 
VHS-1 ou le VHS-2, connues sous le nom de panaris herpétique, ont été rapportées et sont particulièrement 
fréquentes chez le personnel médical et dentaire (1). Les patients présentant des abrasions ou des brûlures 
cutanées semblent particulièrement sensibles aux infections cutanées causées par le VHS-1 ou le VHS-2 et 
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certains patients peuvent développer une infection disséminée. Des infections herpétiques cutanées ont 
également été décrites chez les lutteurs comme l’« Herpès gladiatorum » (1). D’autres infections associées à 
des lésions cutanées étendues incluent la maladie de Darier et le syndrome de Sézary (1). Des récidives 
localisées, suivies d’un second épisode de dissémination ont été rapportées. 

L’incidence des infections néonatales est estimée à 1 cas sur 3 000 ou 5 000 naissances et peut 
atteindre 1 cas sur 1 500 naissances. L’infection causée par le VHS-2 représente 60 à 70 % des cas. Il existe 
au moins quatre facteurs influençant la transmission de l’infection de la mère au fœtus. Premièrement, le risque 
de transmission d’une infection primaire ou d’un premier épisode génital maternel au cours du troisième trimestre 
est de 30 à 50 %, contre 3 % ou moins lors d’une infection récurrente (1, 37). Deuxièmement, la présence 
d’anticorps maternels semble avoir un effet bénéfique sur la fréquence d’acquisition de l’infection et sur la gravité 
de la maladie chez l’enfant. Troisièmement, une rupture prolongée des membranes (> 6 h) augmente le risque 
d’acquisition du virus. Quatrièmement, certaines formes d’intervention médicale lors du travail ou de 
l’accouchement peuvent augmenter le risque d’infection néonatale par le VHS. La transmission du virus de la 
mère à l’enfant peut se faire lors d’une acquisition in utero, intrapartum ou postnatale. La voie d’infection la plus 
courante (75 à 80 %) est par contact intrapartum du fœtus avec les sécrétions génitales maternelles infectées. 
(1, 43). L’acquisition postnatale du VHS par les bébés est principalement la conséquence de contacts entre les 
membres de la famille et/ou du personnel médical infectés avec le nouveau-né (43). Le VHS-1 est responsable 
de plus de 10 % des cas de transmission postnatale. L’HSE semble être une composante fréquente chez les 
enfants ayant une infection disséminée puisqu’elle survient chez environ 60 à 75 % des cas (43). La mortalité 
en l’absence de traitement antiviral dépasse 80 %, et la majorité des survivants conservent des séquelles 
neurologiques irréversibles (37).  

Les patients dont le système immunitaire est compromis sont exposés à un risque accru d’infections 
sévères au VHS. Les patients transplantés rénaux, hépatiques, cardiaques et de moelle osseuse sont 
particulièrement à risque de développer une infection herpétique. L’acquisition d’une infection au VHS à partir 
d’un organe transplanté a été rapportée. (37). La gravité de la maladie progressive chez ces patients semble 
être directement liée au type de traitement immunosuppresseur. À travers le monde, la séroprévalence des 
infections au VHS est plus élevée chez les patients atteints du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 
comparativement à la population générale. Elle s’élève à environ 90-100 % pour le VHS-1 et à 52-95 % pour le 
VHS-2 (44).  

II.2.5.3 Infections du système nerveux central  

Le VHS peut infecter presque toutes les régions anatomiques du système nerveux. Il peut causer entre 
autres une méningite, une myélite et une radiculite (1). La méningite aseptique est un phénomène fréquent chez 
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les personnes atteintes d’une infection génitale primaire au VHS. Des méningites aseptiques récurrentes 
(méningite de Mollaret) peuvent également survenir chez les patients atteints d’herpès génital (45). Une relation 
causale entre les infections herpétiques du cerveau et les maladies dégénératives, les troubles psychiatriques 
ou la paralysie de Bell n’a pas encore été clairement établie (46).  

Le VHS est également responsable d’infections plus dévastatrices. En effet, il est l’agent étiologique 
de l’HSE et est la principale cause d’encéphalite virale sporadique mortelle aux États-Unis (45, 47, 48). Elle est 
responsable d’environ 75 % des cas d’hospitalisation dus à des encéphalites virales. Son incidence reste faible 
(1 cas par 250 000 individus, soit un taux national annualisé d’environ 1250 cas aux États-Unis (49)) et elle 
touche préférentiellement les adultes de plus de 50 ans (50). Un tiers des cas survient chez les moins de 20 
ans et plus de 10 % des cas sont des enfants âgés de 6 à 10 ans. Le genre ne semble pas être un facteur de 
risque pour développer une HSE, bien que l’on note une légère prédominance de l’infection chez les hommes. 
Cette infection herpétique est souvent fatale. En effet, en l’absence d’un traitement antiviral, la mortalité associée 
à cette infection est de plus de 70 %. Elle est réduite entre 10 et 30 % chez les patients traités avec de l’ACV. 
Cependant, la majorité des patients survivants gardent des séquelles neurologiques. Près d’un tiers des cas 
survient lors de primo-infection alors que les deux autres tiers sont causés par une infection secondaire ou une 
réactivation du virus latent, bien que cela ne soit associé à aucune différence dans les signes cliniques. Les 
encéphalites herpétiques chez l’adulte sont principalement causées par le VHS-1 tandis que le VHS-2 n’est 
responsable que de 2 à 6 % des cas. La situation inverse est observée chez le nouveau-né (51). Les 
manifestations de l’HSE chez l’enfant (infection non néonatale) et l’adulte sont révélatrices des régions affectées 
du cerveau. La maladie ne présente pas de signes avant-coureurs ni de facteurs déclenchants, bien que les 
neurochirurgies (52) ou des irradiations thérapeutiques (53) du SNC aient été rapportées comme des facteurs 
pouvant augmenter les risques d’une HSE.  

Les manifestations cliniques sont principalement une encéphalite focale associée à de la fièvre, une 
altération de la conscience, un comportement étrange, des mouvements désordonnés, occasionnellement des 
hallucinations olfactives et des troubles neurologiques localisés. Ces signes et symptômes cliniques sont 
généralement associés à une infection localisée unilatéralement dans la région temporale et/ou frontale comme 
en témoignent les atteintes neurologiques (54). Aucune constatation pathognomonique n’existe pour l’HSE, 
mais un niveau de détérioration progressive de la conscience, de la fièvre, une formule anormale du liquide 
céphalorachidien (LCR) et des signes neurologiques focaux en l’absence d’autres causes doivent suggérer 
fortement cette maladie. La mortalité chez les patients non traités est supérieure à 70 %, et seulement 2,5 % de 
tous les patients retrouvent une fonction neurologique normale (36). 
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L’analyse d’isolats de VHS provenant du cerveau ainsi que de la lèvre ou de la bouche des patients 
atteints d’HSE, confirmés par la virologie, a démontré qu’environ 65 % des patients seulement présentaient des 
isolats identiques dans les deux sites. De plus, des études effectuées sur des tissus post-mortem ont montré 
que le virus pouvait être détecté dans les nerfs olfactifs et au niveau du cortex cérébral (55). Lors de l’HSE, on 
observe une encéphalite nécrosante affectant le lobe temporal, le lobe frontal inférieur et/ou le cortex insulaire 
(47), associée à une forte inflammation. Lors d’une maladie progressive, une hémorragie se produit dans la 
zone d’inflammation et les nécroses peuvent induire des cavités. La nécrose associée à une HSE met en jeu 
tous les types de cellules c’est-à-dire les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes. Des examens 
histopathologiques montrent des zones d’inflammation associées à une infiltration de cellules inflammatoires le 
long de corps d’inclusion intranucléaire de Cowdry de type A, caractéristique de la réplication du VHS (47). 

Lors de l’HSE, les dommages du SNC peuvent être attribués à la combinaison de la réplication virale 
et de mécanismes immunitaires. En effet, chez les patients présentant une HSE, des cytokines et des réceptors 

solubles de cytokines (p.ex : l’interleukine (IL)-6, l’interféron (IFN)-g, le TNF et le récepteur à l’IL-2) peuvent être 

détectés dans le sérum et le LCR à différents stades de la maladie. La présence de ces marqueurs 
inflammatoires signe une réponse immunitaire vigoureuse qui apparait au cours de l’HSE aiguë et suggère que 
l’inflammation puisse contribuer aux dommages pathologiques (55). 

II.2.5.4 Diagnostic de l’encéphalite herpétique 

Historiquement, le diagnostic des infections du SNC par le VHS n’était réalisé que par biopsie cérébrale 
et culture (47). Actuellement, les examens neurologiques standards sont utilisés pour l’évaluation des patients 
suspectés d’avoir une HSE et notamment l’analyse du LCR. Les anomalies caractéristiques du LCR chez les 
patients atteints d’HSE comprennent des niveaux peu élevés de cellules (généralement mononucléaires) et de 
protéines (56, 57). Les hématies sont également retrouvées dans le LCR de la plupart des patients. De nos 
jours, la détection de l’ADN viral dans le LCR par une réaction en chaîne par polymérase (PCR) est devenue la 
méthode diagnostique de choix (56). La sensibilité reliée à ce test est de plus de 95 % et la spécificité proche 
de 100 % (56). L’évaluation du LCR par PCR peut être utilisée pour suivre la réponse thérapeutique chez les 
patients atteints d’HSE. En général, il n’est suggéré de refaire les prélèvements du LCR qu’après 14 jours et 
seulement si les signes cliniques reliés à l’HSE persistent malgré le traitement. La persistance de l’ADN du VHS 
dans le LCR des nouveau-nés atteints d’encéphalite à la fin de la thérapie antivirale prédit des résultats 
neurologiques médiocres (56).  

En plus des analyses effectuées sur le LCR, des techniques d’imagerie cérébrale sont utilisées afin de 
faire le diagnostic de l’HSE. L’électroencéphalogramme (EEG) localise généralement l’activité de pointe et à 
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ondes lentes au niveau du lobe temporal. Le tracé d’une HSE peut être typique, avec la présence d’une activité 
pseudo-périodique (2 à 3/secondes) unilatérale ou bilatérale sur fond d’ondes lentes. Outre son intérêt 
diagnostique, l’EEG apporte un argument pronostique. L’imagerie par résonance magnétique (IRM) permettra 
la localisation de la maladie au lobe temporal. Peu de temps après le début de l’infection, seul un œdème est 
détectable. Il est suivi par une hémorragie et un changement de la ligne médiane dans les structures corticales. 
La biopsie peut encore être nécessaire pour le diagnostic de présentations cliniques inhabituelles ou lors de cas 
complexes (58, 59). 

II.2.6 Les traitements antiviraux 

Historiquement, le premier antiviral découvert est l’idoxuridine. La vidarabine a été le premier antiviral 
systémique utilisé pour traiter les patients souffrants d’une HSE prouvée par biopsie. De nos jours, les antiviraux 
se répartissent en trois catégories (Figure 5) (1) :  

- des analogues des nucléosides (acyclovir [ACV], et sa prodrogue le valacyclovir [VACV], le 
penciclovir [PCV], et sa prodrogue le famciclovir [FCV]),  

- un analogue des nucléotides (cidofovir [CDV])  
- un analogue des pyrophosphates (foscarnet [FOS]). 

 

 

Figure 5 : Les principales molécules antivirales et leurs mécanismes d’actions. 
Adapté de (60) : Les analogues nucléosidiques, tels que l’acyclovir (ACV) et le penciclovir (PCV), 

doivent d’abord être phosphorylés par la thymidine kinase virale (TK, UL23) puis par des kinases cellulaires afin 
d’être transformés en leur forme active. Les analogues de nucléosides tels que le cidofovir (CDV) doivent être 
phosphorylés uniquement par des kinases cellulaires pour être actifs. La forme triphosphate résultante des 
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analogues nucléotidiques et la forme diphosphate des dérivés nucléosidiques entrent en compétition avec le 
désoxynucléotide triphosphate (dNTP) pour inhiber la réplication virale. L’analogue du pyrophosphate foscarnet 
(FOS) inhibe directement l’activité de l’ADN pol virale.  : représente un groupement phosphate. 

 

II.2.6.1 Traitement de l’encéphalite herpétique 

Lorsqu’une infection du SNC par le VHS est suspectée, un début rapide du traitement antiviral est d’une 
importance capitale pour obtenir des résultats positifs. L’ACV est administré par voie intraveineuse afin de traiter 
l’HSE (47). La durée optimale du traitement n’est pas clairement établie, mais comme la majorité des survivants 
peuvent souffrir de séquelles neurologiques, une thérapie plus longue est souvent préférée, spécialement chez 
les individus immunosupprimés (61). Des rechutes sont possibles et peuvent survenir entre 1 semaine et 3 mois 
après l’arrêt du traitement. Il est suggéré qu’une thérapie à base de VACV, par voie orale durant cette période 
critique de 3 mois, ait un effet bénéfique à long terme, mais cela doit encore être validé. Certains cas de 
résistance à l’ACV peuvent apparaitre chez des patients atteints d’HSE. Le traitement suggéré est alors le FOS 
par voie intraveineuse, mais il doit être administré avec une grande précaution (54). 

Dans certains cas d’HSE, l’examen par IRM montre une déviation de la ligne médiane secondaire à un 
œdème cérébral. Celle-ci est reliée à une forte réponse inflammatoire qui semble contribuer à l’exacerbation de 
la maladie. Dans ce cas, des anti-inflammatoires sont administrés en combinaison avec l’agent antiviral afin de 
mieux contrôler la réponse inflammatoire (62). Des études ont suggéré que l’administration de corticostéroïdes, 
lors de la phase aiguë de la maladie, permettait l’amélioration du pronostic de la maladie (63, 64). Les 
glucocorticoïdes sont des immunosuppresseurs. Ils agissent sur la réponse immunitaire innée et la réaction 

inflammatoire qui s’en suit. Ils réduiraient l’activité du « nuclear factor-kappa B » (NF-kB) et permettraient une 

diminution de la réponse pro-inflammatoire (65). Une forte expression du gène NF-kB au niveau du cerveau a 

été décrite lors de l’HSE (33). Cependant, des études cliniques de grande échelle sont indispensables pour 
établir s’il existe un bénéfice de l’administration systématique des corticostéroïdes. Dans ce sens, une étude 
clinique allemande a été mise en place afin d’évaluer l’efficacité de la dexaméthasone lorsqu’elle est administrée 
en combinaison avec l’ACV (66). Cependant, cette étude est terminée en raison d’un trop faible recrutement. 
Récemment, au Royaume-Uni, une étude a été mise en place afin d’étudier l’effet de la combinaison de la 
dexaméthasone et de l’acyclovir dans le traitement de l’HSE (67). Par ailleurs, des études dans des modèles 
murins d’encéphalite herpétique ont démontré qu’un traitement tardif avec un glucocorticoïde permet une 
amélioration du pronostic de la maladie alors qu’un traitement précoce exacerbe celle-ci, suggérant une fois 
encore une composante immunitaire dans la pathogenèse de l’HSE (68).  
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II.2.7 La résistance aux antiviraux 

La résistance aux antiviraux est très rarement observée chez les individus immunocompétents lors du 
traitement ou de la thérapie suppressive. En revanche, l’émergence de souches résistantes à l’ACV, au VACV 
ou au CDV peut se développer particulièrement chez les individus immunosupprimés. Chez les individus 
immunocompétents, la résistance à l’ACV a une incidence très faible qui varie de 0,1 à 0,7 % selon les études 
et est souvent associée aux traitements d’infections génitales et oculaires récurrentes, de lésions disséminées 
et de l’HSE (69). En revanche, chez les individus immunosupprimés, de 3,5 à 10 % des patients excrètent un 
virus avec une susceptibilité réduite à l’ACV. La résistance à l’ACV a une incidence de 3,5 à 7 % chez les 
patients atteints du VIH, alors qu’elle varie de 2,5 à 10 % chez les receveurs d’organes solides. Cette incidence 
est encore plus élevée (4,1 à 10,9 %) chez les patients transplantés avec des cellules souches 
hématopoïétiques (69). 

Les mécanismes participant à la résistance à l’ACV sont associés, dans 95 % des cas, à des mutations 
dans le gène de la TK et dans 5 % à des mutations dans le gène de l’ADN pol virale. Les variants résistants au 
FOS présentent uniquement une substitution d’acides aminés dans l’ADN pol. De plus, les mutations 
responsables de la résistance au FOS peuvent induire une résistance croisée avec les analogues de 
nucléosides (60, 70). Certaines mutations connues pour conférer une résistance croisée à l’ACV et au FOS sont 
également responsables d’une sensibilité réduite au CDV (71).  

Le phénomène de résistance doit être pris très au sérieux chez les patients immunosupprimés, car il 
peut se manifester par des infections cutanées chroniques et peut aussi mener à des infections invasives des 
viscères et du SNC pouvant être fatales. 

 

III La réponse immunitaire  

III.1 Mise en place de la réponse immunitaire cérébrale contre le virus herpès 

simplex 1 

III.1.1 Les barrières anatomiques 

La structure anatomique unique et la physiologie du cerveau et de la moelle épinière font du SNC un 
organe longtemps considéré comme immunoprivilégié. Les barrières du SNC limitent l’entrée libre des solutés 
et des cellules du sang vers le parenchyme cérébral (72-74). À l’exception de différences structurales mineures, 
l’anatomie et la physiologie du système vasculaire du SNC sont assez semblables chez les humains et les 
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rongeurs (75). Selon les emplacements anatomiques, la composition structurale et la fonction, il existe au moins 
trois barrières principales du SNC ; à savoir, la barrière hématoencéphalique (BHE), la barrière 
hématocéphalorachidienne (BCSFB) et la barrière hématoleptoméningée (BLMB) (73).  

En 1900, Lewandowsky a été le premier à utiliser le terme BHE (76), mais cette barrière est également 
connue sous le nom d’unité neurovasculaire (NVU). Bien que la BHE soit présente dans tout le système 
microvasculaire du SNC (capillaires et veinules post-capillaires), elle présente certaines différences 
phénotypiques et fonctionnelles sur des sites anatomiques distincts. Aux veinules post-capillaires, les 
membranes basales endothéliales et parenchymateuses « glial limitans » sont séparées par un espace 
périvasculaire drainé par le LCR alors qu’elles sont complètement fusionnées au niveau capillaire (73). Ces 
différences phénotypiques sont à l’origine de la distinction fonctionnelle entre les veinules capillaires et post-
capillaires. Par conséquent, le transport des nutriments est plus commun aux capillaires où les neurones sont à 
proximité. Cependant, la migration des cellules immunitaires se produit principalement dans les veinules post-
capillaires où dans l’espace périvasculaire drainé par le LCR et les cellules présentatrices d’antigène (CPAs) y 
sont présentes (73). La BHE se trouve dans les microvaisseaux du SNC et est formée par les vaisseaux 
endothéliaux spécialisés entourés de péricytes, d’extrémités astrocytaires et de cellules microgliales. Ces 
différents types de cellules s’associent et forment une barrière ferme, qui limite l’entrée des cellules immunitaires 
dans le parenchyme du SNC (77). Les jonctions intercellulaires complexes et fermes limitent principalement la 
diffusion transcellulaire et paracellulaire des molécules de solutés dans le SNC (78) (Figure 6).  

 
Figure 6 : Les associations des cellules de la BHE 

Adapté de (79). Les cellules endothéliales cérébrales forment des jonctions serrées à leurs bords qui 
scellent la voie de diffusion paracellulaire aqueuse entre les cellules. Les péricytes sont distribués de façon 
discontinue le long des capillaires cérébraux et entourent partiellement l’endothélium. Les cellules endothéliales 
cérébrales et les péricytes sont entourés et contribuent à la membrane basale locale, qui forme une matrice 
extracellulaire périvasculaire distincte la lame basale 1 (BL1), de composition différente de la matrice 
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extracellulaire des extrémités gliales limitant le parenchyme cérébral (BL2). Les processus de pied des 
astrocytes forment un réseau complexe entourant les capillaires et cette association étroite de cellules est 
importante dans l’induction et le maintien des propriétés de barrière. 

 

La BCSFB, présente dans le ventricule du cerveau, est formée par les cellules épithéliales du plexus 
choroïdien et limite la diffusion libre de molécules présentes dans le LCR (80). Cependant, des rapports récents 
ont suggéré que la BCSFB fonctionne comme une barrière éducative plutôt que comme une barrière ferme qui 
donne accès aux cellules T mémoires pour l’immunosurveillance des antigènes et des agents pathogènes 
drainés par le LCR (81, 82). De plus, le plexus choroïdien joue un rôle central dans la formation et la régulation 
du LCR (83). 

Les BLMBs sont présentes à la surface méningée du cerveau et de la moelle épinière et sont 
constituées de vaisseaux endothéliaux méningés dépourvus d’extrémités astrocytaires. Elles séparent les 
espaces leptoméningés drainés par le LCR de la circulation sanguine (73). 

Par ailleurs, le cerveau est enveloppé par la membrane arachnoïdienne située sous la dure-mère. 
L’arachnoïde est avasculaire, mais se trouve près du sinus sagittal supérieur et en est séparée par la dure-
mère. L’arachnoïde est un épithélium multicouche avec des jonctions serrées entre les cellules de la couche 
interne qui forment un joint efficace. Les villosités arachnoïdiennes pénètrent dans le sinus sagittal à travers la 
dure-mère. Une quantité importante de LCR se déverse dans le sinus par l’intermédiaire de ces villosités qui ne 
permettent au sang de circuler que dans le cerveau.  

III.1.2 Les cellules immunitaires résidantes du cerveau  

À l’état d’équilibre, le SNC héberge plusieurs populations myéloïdes, dont la microglie 
parenchymateuse, les cellules périvasculaires, les macrophages méningés et les macrophages du plexus 
choroïdien (84). Malgré le fait que toutes ces populations de macrophages partagent de nombreux marqueurs 
spécifiques des cellules myéloïdes et des macrophages, incluant le « ionized calcium binding adaptor 

molecule 1 » (Iba-1), F4/80 (souris) et « CX3C chemokine receptor 1 » CX3CR1, les microglies ont leur 
signature unique (85). Par ailleurs, les populations myéloïdes, associées au SNC, ont une ontogenèse distincte. 
La vision actuelle soutient que les microglies proviennent exclusivement de progéniteurs hématopoïétiques 
dérivés du sac vitellin, tandis que les autres sous-ensembles de macrophages résidants du SNC apparaissent 
plus tard au cours du développement embryonnaire (86). Les microglies possèdent deux propriétés 
remarquables : leur origine prénatale restreinte et leur capacité d’autorenouvellement et de longévité. Une fois 
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le SNC complètement développé, la taille de la population microgliale est maintenue par un équilibre entre la 
mitose et l’apoptose (87). De plus, plusieurs fonctions homéostatiques vitales conduites par les microglies aident 
à établir et maintenir la santé globale du système nerveux, y compris la régulation de la survie et de la mort 
neuronale ainsi que la synaptogénèse (88-90). Par ailleurs, le nombre de microglies augmente au cours du 
vieillissement. Cependant, elles ont une morphologie moins élaborée, une distribution irrégulière dans les tissus 
et des réponses plus lentes aux signaux environnementaux (91, 92).  

Les microglies fonctionnent comme un médiateur immunitaire majeur dans le SNC et remplissent les 
fonctions nécessaires au recrutement du système immunitaire périphérique. Dans le SNC mature, les microglies 
sont apparemment dormantes (microglies au repos), mais surveillent activement l’environnement, contribuant 
au maintien de l’intégrité neurovasculaire afin d’empêcher l’accès à des éléments du système immunitaire 
périphérique potentiellement nuisibles. Les microglies présentent une morphologie « ramifiée » caractéristique 
de leur état de repos dans le parenchyme cérébral (93). Lors de l’activation, les microglies deviennent amiboïdes 
et migrent vers le site de la lésion où elles peuvent proliférer et libérer des cytokines pro-inflammatoires pour 
recruter des cellules immunitaires périphériques (comme les neutrophiles et les cellules « natural killers » [NKs]) 
afin de prévenir d’autres dommages au cerveau infecté (93). En tant que cellules immunitaires résidantes du 
SNC, les microglies constituent la première ligne de défense contre les pathogènes envahisseurs. Les 
microglies partagent de nombreuses caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles avec les macrophages 
périphériques (93). Les microglies communiquent avec d’autres cellules du SNC au moyen de cytokines et de 
chimiokines. Les microglies activées libèrent les cytokines IL-1β, TNF et IL-6. L’IL-1β entraîne la prolifération 
des astrocytes et la néovascularisation dans les tissus cérébraux endommagés. Par ailleurs, en réponse à divers 
stimuli inflammatoires, la microglie activée libère de l’acide arachidonique (AA), qui est rapidement converti en 
prostaglandines (PGE2, PGD2) catalysées par les cyclooxygénases (COX-1, COX-2). L’oxydation des AA par 
la lipoxygénase (5-LO) génère des leucotriènes (LTB4, LTC4), qui sont de puissants agents pro-inflammatoires 
et chimiotactiques, aidant à recruter des cellules immunitaires périphériques sur le site de l’inflammation. 
L’activation des métalloprotéinases matricielles (MMP) par les microglies entraîne une augmentation de la 
perméabilité de la BHE. L’infiltration locale des neutrophiles et d’autres leucocytes, qui libèrent des médiateurs 
pro-inflammatoires supplémentaires, permet d’activer davantage la microglie et d’exacerber la réponse 
inflammatoire. La libération des PGs et des LTs suivie de l’activation de leurs récepteurs respectifs est associée 
aux événements initiaux dans l’inflammation (par exemple, douleur, fièvre, œdème, vasodilatation) (Figure 7). 
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Figure 7 : Activation de la microglie  
Adapté de (94) : Les microglies au repos sont activées lors de l’exposition à divers stimuli du système 

nerveux central. La microglie déclenche la libération de cytokines et de chimiokines (par exemple, IL-1, IL-6, 
TNF), de l’oxyde nitrique (NO) ainsi que des espèces réactives de l’oxygène (ROS). L’activation des cascades 
de médiateurs lipidiques déclenche la libération d’acide arachidonique (AA), qui est facilement oxygéné par les 
cyclooxygénases (COX-1, COX-2) et les lipoxygénases (5-LO, 15-LO) pour former une série d’éicosanoïdes 
(par exemple, prostaglandines [PG], thromboxanes [TX], leucotriènes [LT] ou lipoxines [LX]). À la suite de la 
libération de médiateurs pro-inflammatoires, ce processus est rapidement amplifié par l’activation 
supplémentaire des microglies, entraînant une réponse inflammatoire aiguë qui peut être bénéfique pour le SNC. 

Lors de la reconnaissance du VHS, les microglies activées s’accumulent sur les sites de lésions 

tissulaires et sécrètent entre autres l’IL-1b, CXCL10, « CC chemokine ligand » (CCL)2 et CXCL9 (95, 96). De 

plus, afin de mettre en place une réponse immunitaire cérébrale efficace et coordonnée contre le VHS, les 
microglies communiquent avec les cellules avoisinantes du SNC à l’aide de cytokines et de chimiokines (95, 97-
102). Cependant, des études animales ont révélé que ces réponses microgliales ne sont pas suffisantes pour 
protéger contre l’infection par le VHS-1 (95, 96).  
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III.2 La reconnaissance du virus  

Le virus herpès simplex 1 est reconnu par de nombreux « pathogen recognition receptors » (PRRs). Ils 
comprennent plusieurs membres de la famille des « Toll-like receptors » (TLRs) et certains senseurs d’ADN et 
d’ARN (103). Les TLRs sont les premiers à avoir été découverts et identifiés comme des PRRs qui détectent 
les « pathogen-associated molecular pattern » (PAMPs). Les récepteurs « retinoic-acid-inducible gene-1-like 

receptors » (RLRs), y compris le « retinoic-acid-inducible gene 1 » (RIG-I) et le « melanoma differentiation-

associated protein 5 » (MDA5) ainsi que d’autres senseurs d’ARN peuvent détecter des structures d’ARN 
distinctes. L’ADN cytoplasmique est détecté par des senseurs d’ADN, tels que la « guanosine monophosphate 

(GMP)–adenosine monophosphate (AMP) synthase cyclique » (cGAS), l’« interferon gamma-inducible 

protein 16 » (IFI16), le « DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors » (DAI) et plusieurs autres 
protéines engagées dans la réponse à l’ADN (103). La reconnaissance des constituants viraux est la première 
étape de l’activation de la voie des interférons (IFNs) de type I. Ceux-ci induisent ensuite l’expression de 
plusieurs gènes stimulés par l’IFN (ISGs), ce qui résulte en des réponses antivirales innées. 

III.2.1 Les récepteurs  

III.2.1.1 Les récepteurs « Toll-Like »  

Les TLRs sont des récepteurs homologues aux récepteurs « Toll » découverts chez la drosophile. Ils 
ont été identifiés chez l’humain et leur rôle pivot dans l’immunité innée a été découvert dans les années 1990 
(104). Cette découverte a valu le prix Nobel de Médecine au Dr Hoffmann en 2011. À l’heure actuelle, dix TLRs 
humains et 13 TLRs murins ont été identifiés. Dans le SNC humain et murin, les TLRs sont exprimés sur 
différents types de cellules, et participent à la reconnaissance des virus neurotropiques (105). Au niveau 
cellulaire, certains TLRs sont exprimés dans le compartiment endosomal : c’est le cas des TLR3, TLR7, TLR8 
et TLR9 (ainsi que TLR11, TLR12 et TLR13 chez la souris) ou comme des récepteurs transmembranaires (tous 
les autres TLRs). Le VHS est détecté par les TLR2, TLR3 et TLR9. Le TLR2 se trouve à la surface de la cellule 
et reconnaît les glycoprotéines de surface tandis que le TLR3 et le TLR9 se localisent au niveau de la membrane 
endosomale et détectent les acides nucléiques (103). Après engagement par leurs ligands respectifs, les TLR2 
et TLR9 recrutent la protéine adaptatrice nommée « myeloid differentiation primary response 88 » (MyD88) 
tandis que le TLR3 va recruter la protéine « Toll/Interleukin (IL)-1 receptor (TIR)-domain-containing adaptor-

inducing IFN-b » (TRIF) (Figure 8 et 9). Par ailleurs, l’interaction entre la protéine membranaire du réticulum 

endoplasmique UNC-93B et certains TLRs (TLR3, TLR7 et TLR9) est essentielle à la mise en place des voies 
de signalisation qui découlent de la reconnaissance par ces TLRs (106). 
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Figure 8 : Aperçu des voies de signalisation passant par les TLRs membranaires 
Adapté de (103) : Les TLRs localisés à la surface cellulaire ou au niveau de la membrane endosomale 

reconnaissent le VHS et transmettent des signaux via MyD88 ou TRIF. En réponse à l’infection par le VHS, les 
récepteurs de reconnaissance des pathogènes de l’hôte amorcent un programme complexe qui active les 

facteurs de transcription NF-kB, AP-1, IRF3 et IRF7. Cela conduit à l’induction d’IFN-a/-b et de cytokines pro-

inflammatoires.  
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Figure 9 : Un aperçu des voies de signalisation passant par les TLRs endosomaux. 
Adapté de (103) : Les TLRs localisés niveau de la membrane endosomale reconnaissent le VHS et 

transmettent des signaux via MyD88 ou TRIF. En réponse à l’infection par le VHS, les récepteurs de 
reconnaissance des pathogènes de l’hôte amorcent un programme complexe qui active les facteurs de 

transcription NF-kB, IRF3 et IRF7. Cela conduit à l’induction d’IFN-a/-b et de cytokines pro-inflammatoires. La 

protéine UNC-93B est nécessaire à la localisation endosomale des TLRs.  

 

III.2.1.1.1 Le	récepteur	« Toll-Like »	2	

Le TLR2 est ancré dans la membrane plasmique et est probablement en complexe avec le TLR1. Le 
TLR2 reconnaît des PAMPs de nature hydrophobe, comme les lipopeptides. Il est possible que le TLR2 détecte 
les peptides hydrophobes des glycoprotéines gB et gH, qui sont seulement exposés durant la fusion entre 
l’enveloppe virale et la membrane plasmique cellulaire (107). Dans le cas du VHS-1, il existe aussi des indices 
d’une reconnaissance des glycoprotéines virales indépendante du TLR2 (108).  

Une fois activé, le TLR2 recrute les protéines adaptatrices MyD88 et « TIR-associated protein » 
(TIRAP). Une cascade de signalisation en aval de ces protéines se met en place et active le facteur de 
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transcription NF-kB et la protéine « activator protein 1 » (AP-1) induisant respectivement la production de 

cytokines inflammatoires et des IFNs de type I. 

Au niveau du cerveau, le TLR2 est exprimé constitutivement par les microglies et par les 
oligodendrocytes (109). L’expression du TLR2 par les astrocytes reste controversée. En effet, certaines études 
montrent une expression de TLR2 par les astrocytes et d’autres non (110). Cependant, la fonction du TLR2 au 
niveau de ces cellules reste inconnue. Des études chez les souris ont montré soit un effet protecteur, soit un 
effet délétère du TLR2 dans les défenses de l’hôte contre le VHS-1. En effet, des souris déficientes en TLR2 
sont protégées contre une HSE après une infection intrapéritonéale. Cette protection est due à une réduction 
de l’inflammation (111). D’autres études ont quant à elles montré un rôle protecteur du TLR2 lors d’infection 
avec le VHS-2. Des souris déficientes en TLR2 et TLR9 sont plus susceptibles à la dissémination du VHS-2 
dans le SNC que les souris déficientes seulement en TLR2 ou en TLR9 après une infection intrapéritonéale ou 
vaginale (112). Cette sensibilité accrue passe par une réduction de l’expression de cytokines et de l’activation 
des cellules NKs. Des études génétiques chez les humains ont aussi démontré un rôle protecteur du TLR2 au 
cours d’infection naturelle par les virus herpétiques. Deux haplotypes de TLR2 ont été associés avec une 
fréquence élevée de lésions à VHS-2 (113).  

III.2.1.1.2 Le	récepteur	« Toll-Like »	3	

Lors de la réplication virale, il y a accumulation intracellulaire de structures d’ARN db qui peuvent avoir 
la fonction d’agoniste du TLR3 (114). Cependant, l’ARN db spécifique qui stimule le TLR3 n’est pas encore 
caractérisé. Le TLR3 est constitutivement exprimé dans de nombreux types cellulaires. L’expression du TLR3 

spécifiquement chez les cellules dendritiques (DCs) CD8-a favorise la cross-présentation d’antigène du VHS-1 

et contribue au développement d’une réponse T efficace (115). De plus, des études chez les souris montrent 
que la déficience en TLR3 engendre une réponse T CD8 altérée, associée à une perte de contrôle de la 
réplication virale, à des temps tardifs post-infection (115). La signalisation du TLR3 jouerait ainsi un rôle dans 
la mise en place de la réponse immunitaire adaptative (116).  

La reconnaissance du virus par le TLR3 déclenche la voie de signalisation passant par la protéine 
adaptatrice TRIF. Cette voie de signalisation active en aval le facteur de transcription régulateur des IFNs (IRF) 
3 et IRF7, ce qui permet la production d’IFN de type I et d’autres cytokines inflammatoires (117, 118) [Voir 

section I.3.2.2.2]. D’autre part, le TLR3 peut également activer NF-kB via TRIF (114). La région C-terminale de 

TRIF contient le motif « C-terminal receptor interacting protein [RIP] homotypic interaction motif » (RHIM) (117). 

Des analyses indiquent que RHIM est nécessaire pour l’activation de NF-kB. Dans les cellules dépourvues de 

RIP1, l’activation de NF-kB par le TLR3 et l’activation subséquente de gènes cibles est altérée, indiquant que 
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les interactions TRIF et RIP1 participent à l’activation de NF-kB dans la signalisation via le TLR3 (119). TRIF 

possède également dans la région N terminale, trois domaines de liaison « TNF receptor-associated factor » 

(TRAF) 6. La surexpression du dominant négatif de TRAF6 inhibe l’activation de NF-kB par TRIF. De plus, une 

protéine TRIF mutée, qui ne se lie pas à TRAF6 est incapable d’activer NF-kB (120). Ces observations 

suggèrent que TRIF active NF-kB en recrutant TRAF6 et/ou en interagissant avec RIP-1.  

Dans le cerveau, les microglies expriment le TLR3 (109, 110) et répondent aux stimuli par l’expression 

de cytokines pro-inflammatoires incluant l’IFN-b, l’IL-1b et l’IL-6 (97). Les astrocytes peuvent également 

répondre aux stimuli via le TLR3 par la production de médiateurs pro-inflammatoires. De plus, les 
oligodendrocytes (109) ainsi que les neurones (121) expriment également le TLR3. L’importance de ce 
récepteur a été démontrée par l’identification de mutations monogéniques dans la voie de signalisation du TLR3 
chez des enfants susceptibles à une encéphalite herpétique (122). En effet, il a été révélé plusieurs étiologies 
génétiques d’encéphalite herpétique : une déficience autosomale récessive (AR) dans la protéine membranaire 

du réticulum endoplasmique UNC-93B, entraînant une altération des réponses antivirales interféron-a/-b (123), 

une déficience autosomale dominante (AD) (124) et AR (125) en TLR3, une déficience AD en TRAF3 (126) et 
une déficience AD en la protéine « TANK-binding kinase 1 » (TBK1) (122). Cependant, le TLR3 humain semble 
être largement redondant pour l’immunité antivirale en périphérie, car les patients déficients connus en TLR3 et 
en UNC-93B ont eu de nombreuses infections virales sans développer de maladies graves. Par ailleurs, une 
déficience AR et AD en TRIF ont été décelées bien que celles-ci ne soient pas apparentées à une encéphalite 
herpétique (127). Ces différentes études indiquent le caractère redondant de la signalisation par TLR3 pour 
l’immunité protectrice contre le VHS-1 dans le SNC ainsi que l’importance de TRIF dans la synthèse des IFNs 
de type I dans le SNC lors d’infection primaire chez l’enfant.  

Par ailleurs, plusieurs études dans des modèles murins ont aussi démontré le rôle important du TLR3 
(67). En effet, alors que des souris déficientes en la voie de signalisation passant par TLR3 présentent des 
charges virales inchangées dans le tissu périphérique (au niveau vaginal), les contrôles de la réplication virale 
et de la propagation dans le SNC du VHS-2 sont altérés, suggérant un rôle important de TLR3 dans le SNC. 
Par ailleurs, des études réalisées dans notre laboratoire ont montré qu’un prétraitement avec du 
« polyriboinosinic : polyribocytidylic acid » (poly [I : C]), qui est un agoniste chimique du TLR3, renforce les 
mécanismes de l’immunité innée et de la neuroprotection contre le VHS-1 dans un modèle murin d’encéphalite 
herpétique (128). De plus, nos travaux ont illustré l’importance de la voie de signalisation passant par TRIF au 
cours de l’encéphalite herpétique. En effet, comparativement aux souris sauvages C57BL/6, les souris TRIF -/- 
montrent une sensibilité accrue à l’infection intranasale par le VHS-1, associée à une perte de contrôle de la 
réplication virale, une dissémination du virus dans le cerveau et une production altérée d’IFNs de type I 
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combinée à une diminution de la phosphorylation d’IRF3 (129). D’autres études ont mis en avant un rôle antiviral 
des produits de la voie de signalisation du TLR3 dans une large gamme de types cellulaires du SNC (130). Le 
mécanisme antiviral en aval du TLR3 dans le SNC nécessite cependant une clarification. Bien que la croyance 
commune soit que l’immunité antivirale dans le SNC procède en grande partie par l’induction d’IFNs de type I, 
l’autophagie est probablement concernée. Il est possible que l’autophagie déclenchée par le TLR3 joue un rôle 
dans la protection contre le VHS-1 dans le SNC puisque les TLRs sont connus pour stimuler l’autophagie à 
travers une voie passant par TRIF (131). À la lumière de ceci, il est intéressant de noter que la protéine ICP34.5 
du VHS-1 cible la bectine-1. Elle est essentielle à l’autophagie et la fonction d’ICP34.5 en tant que facteur de 
neurovirulence dépend de la capacité à cibler cette protéine (28).  

III.2.1.1.3 Le	récepteur	« Toll-Like »	9	

Le composant viral le plus immunogène est surement l’ADN du VHS-1. Le TLR9 reconnaît l’ADN viral 
dans les endosomes cellulaires (132). Des études utilisant l’ADN naturel suggèrent que la teneur en « Cytosine-

phosphate-Guanosine » (CpG) et le niveau de méthylation du motif affectent fortement la capacité de l’ADN à 
activer le TLR9 (133). Ainsi, le mécanisme moléculaire de la détection de l’ADN du VHS par le TLR9 n’est pas 
complètement élucidé. Chez l’homme, l’expression du TLR9 est limitée aux cellules B et aux cellules 
dendritiques plasmacytoïdes (pDCs), alors que chez la souris, elle est largement exprimée par de nombreux 
types de cellules (134, 135). Par exemple, en plus des cellules immunitaires telles que les macrophages, les 
DCs et les lymphocytes B, le TLR9 est exprimé au niveau du système nerveux central par les microglies (97) et 
les astrocytes (110). 

Les premières études sur les infections causées par le VHS chez des souris déficientes en TLR9 n’ont 
pas montré d’effet sur l’activité antivirale (136). Par la suite, des effets modestes du déficit en TLR9 sur les 
réponses IFNs de types I conduites par les pDCs, la réponse inflammatoire précoce et l’activation précoce des 
cellules NKs après des infections avec le VHS ont été rapportés (112, 137, 138). Fait important, dans un modèle 
d’infection cornéenne avec le VHS-1, les souris déficientes en TLR9 présentent un phénotype d’infection plus 
prononcé. Les souris montrent une expression fortement compromise des ISGs, un niveau de recrutement des 
neutrophiles réduit et la perte du contrôle de la réplication virale (139). Par ailleurs dans le laboratoire, nous 
avons montré que le prétraitement de souris BALB/c, naturellement sensibles, avec des agonistes de TLR9 
avant l’infection par le VHS-1 réduit la charge virale cérébrale et les taux de cytokines dans le cerveau, ce qui 
entraîne une augmentation des taux de survie. Nous pensons que l’activation du TLR9 avant l’infection apporte 
un environnement cérébral qui empêche la réplication virale et par conséquent la production de médiateurs pro-
inflammatoires tardive, entraînant une diminution de la sévérité et de la mortalité au cours de l’HSE 
expérimentale. D’autre part, le traitement par des antagonistes du TLR9 (débuté 3 jours après l’infection) 
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améliore le pronostic de l’encéphalite herpétique chez les souris BALB/c par une diminution de la réponse 
inflammatoire tardive qui pourrait être préjudiciable (140). 

La reconnaissance du VHS par le TLR9 permet l’activation des facteurs de transcription IRF3, IRF7 et 

NF-kB par phosphorylation via la voie MyD88. Les IRF3 et IRF7 activent les gènes codant pour des médiateurs 

de l’inflammation tels que l’IFN-a/-b, l’IL-6 et l’IL-12 (141, 142). 

III.2.1.2 Les récepteurs « retinoic-acid-inducible gene-1-like »  

Les RLRs sont des PRRs cytoplasmiques qui détectent les ARNs entraînant la production d’IFNs de 

type I tels que l’IFN-a et l’IFN-b (143). La famille des RLRs est composée de trois récepteurs : RIG-I, MDA5 et 

le « laboratory of genetics and physiology 2 » (LGP2) (144). Les RLRs contiennent un domaine hélicase 
« DExD/H-box » et un domaine C-terminal (CTD) qui se lie à l’ARN. En outre, RIG-I et MDA5 ont un domaine 
« caspase recruitment domain » (CARD) à l’extrémité N-terminale (144, 145). Les RLRs participent à la mise en 
place d’une réponse immunitaire lors d’infection au niveau du SNC (146, 147) (Figure 10). 

 

Figure 10 : Un aperçu des voies de signalisation passant par les RLRs. 
Adapté de (103) : Les RLRs mitochondriaux ou péroxisomaux reconnaissent le VHS et transmettent 

des signaux via IPS-1. En réponse à l’infection par le VHS, les récepteurs de reconnaissance des pathogènes 
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de l’hôte amorcent un programme complexe qui active les facteurs de transcription NF-kB, IRF3 et IRF7. Cela 

conduit à l’induction d’IFN-a/-b et de cytokines pro-inflammatoires et à une réponse via les ISGs ». 

 

III.2.1.2.1 Les	 récepteurs	 « retinoic-acid-inducible	 gene	1 »	 et	 « melanoma	 differentiation-

associated	protein	5 »		

RIG-I est une ARN-hélicase avec un motif « DEAD box » (DDX 58 humaine) contenant deux domaines 
CARDs (144). RIG-I se lie préférentiellement à des ARNs db courts (<300 pb) qui ont des extrémités franches 
et un fragment 5'-triphosphate, facilitant la discrimination entre l’ARN db viral et celui de l’hôte (148, 149). Les 
structures cristallines de RIG-I liées à un ligand d’ARN db de 12 pb et de RIG-I libre ont fourni des informations 
détaillées sur le mécanisme d’activation de ce récepteur. En l’absence de ligands d’ARN db, RIG-I est dans un 

état autoréprimé. Cette conformation empêche ainsi la signalisation passant par l’« interferon-b 

promoter stimulator-1 » (IPS-1) via les motifs CARDs de RIG-I (150). 

MDA5, également connu sous le nom de Helicard, est structurellement similaire à RIG-I, qui contient 
également deux domaines CARDs et un domaine hélicase (151, 152). Contrairement à RIG-I, MDA5 se lie 
préférentiellement à l’ARN db long (> 1000 pb) sans spécificité de fin et s’assemble de manière coopérative sur 
l’ARN db (153). Les domaines CARDs de MDA5 ne sont pas séquestrés en l’absence de ligands (153). Une 
structure cristalline des domaines hélicase et CTD liés à l’ARN db a révélé comment MDA5, malgré une 
architecture de domaine similaire à celle de RIG-I, reconnaît l’ARN db d’une manière différente (153).  

Dans la signalisation RLR, le signal est propagé séquentiellement du RLR (via les domaines CARDs) 

lié à son ligand puis à IPS-1 qui à son tour active les facteurs de transcription NF-kB, AP-1 et IRF3 (154). NF-

kB et IRF3 activés migrent dans le noyau, où ils induisent l’expression d’IFNs de type I et d’autres molécules 

antimicrobiennes et inflammatoires (par exemple le TNF, l’IL-1b, IL1-6, IL-12). La sortie de signalisation d’IPS-

1 est différente selon qu’elle se produit à la membrane péroxysomale ou mitochondriale. IPS-1 péroxysomal 
permet l’expression rapide et interféron-indépendante des facteurs de défense, précédant l’activation de la 
principale voie dépendante de l’interféron par IPS-1 mitochondrial qui amplifie et stabilise la réponse antivirale 
(155). Ainsi, la signalisation IPS-1 dépend de la localisation cellulaire, et les peroxysomes sont un site important 
de la transduction du signal antiviral (155). La réponse résultant de la signalisation RLR pourrait se produire au 
détriment de la fonction tissulaire normale. En effet, la polymérisation d’IPS-1 peut provoquer un remodelage 
de la membrane mitochondriale et/ou péroxysomale, et causer la mort cellulaire en perturbant le potentiel de 
ces membranes et en activant les caspases (156). Des mécanismes de régulation multiples ont évolué pour 
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permettre une activation, une amplification et une inactivation rapide de la signalisation RLR, et pour obtenir le 
compromis optimal entre le coût et le bénéfice de la réponse inflammatoire (157). La signalisation RLR est 
notamment modulée par plusieurs protéines différentes, dérivées à la fois de l’hôte et des pathogènes.  

Dans le contexte de l’infection cérébrale au VHS-1, nous avons révélé l’importance de cette voie de 
signalisation passant par IPS-1. En effet, en utilisant des souris déficientes en IPS-1, nous avons observé une 
sensibilité accrue à l’infection, associée à une perte de contrôle de la réplication virale ainsi qu’une dissémination 
du virus dans le cerveau, une production altérée des interférons de type I, accompagnée d’un défaut de 
phosphorylation d’IRF7 (129).  

III.2.1.2.2 Le	récepteur	« Laboratory	of	Genetics	and	Physiology	2 »	

LGP2, le troisième RLR possède des domaines hélicase et CTD similaires à RIG-I et MDA5, mais il ne 
possède pas de CARDs (144). LGP2 reconnaît les terminaisons de l’ARN db par des contacts protéine-ARN 
similaires à RIG-I et MDA5 (144). L’hydrolyse de l’ATP améliore la reconnaissance de l’ARN par LGP2 (158).  

Parce qu’il est dépourvu de motifs CARDs, LGP2 ne peut pas activer IPS-1. Cependant, sa capacité à 
reconnaître l’ARN db lui permet de moduler les capacités de signalisation de RIG-I et MDA5. LGP2 diminue la 
signalisation de RIG-I (144). Cette activité a été attribuée à LGP2 reconnaissant de manière compétitive le 
même ligand viral que RIG-I. En revanche, LGP2 améliore la signalisation de MDA5 (158, 159). Le mécanisme 
moléculaire de cette amélioration reste peu clair, mais LGP2 semble faciliter la reconnaissance de l’ARN viral 
par MDA5 grâce à des interactions entre le CTD de LGP2 et l’ARN (160, 161). Il existe donc des rôles 
contradictoires de LGP2 dans la signalisation RLR. Les approches expérimentales utilisées pour étudier LGP2 
par rapport à MDA5 et RIG-I ont été différentes, ce qui pourrait expliquer certains résultats contradictoires. 
Cependant, comme les indices de rôles opposés de LGP2 sur la signalisation RLR s’accumulent, la perspective 
émergente est que LGP2 pourrait contrôler l’équilibre entre les réponses RIG-I et MDA5 au cours d’une infection 
virale. 

III.2.1.3 Les senseurs cytosoliques  

Au cours de la dernière décennie, de nombreux senseurs et adaptateurs d’ADN cytosoliques, y compris 
DAI, IFI16, cGAS et l’ARN pol III ont été identifiés et caractérisés (Figure 11). La plupart de ces senseurs d’ADN 
fonctionnent en amont du « stimulator of interferon genes » (STING) et déclenchent la production d’IFNs de type 
I dans divers types cellulaires (162-167).  
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Figure 11 : Un aperçu des voies de signalisation passant par les senseurs cytosoliques. 
Adapté de (103) : Les senseurs cytosoliques reconnaissent le VHS et transmettent des signaux 

principalement via IPS-1, STING et MyD88. En réponse à l’infection par le VHS, les récepteurs de 
reconnaissance des pathogènes de l’hôte amorcent un programme complexe qui active les facteurs de 
transcription IRF3 et IRF7. Cela conduit à l’induction d’IFN de type I et de type III. La reconnaissance via IFI16 
ou AIM2 active également l’inflammasome, conduisant à la production de cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IL-1b et l’IL18.  

 

Dans la recherche du facteur responsable de la signalisation innée lors de la stimulation par l’ADN 
cytosolique, DAI a été la première protéine proposée pour lier l’ADN cytosolique et participer à la réponse 

immunitaire innée (163). Dans les fibroblastes, DAI signale via IRF3 pour induire la réponse IFN-b tandis que 

IRF3 et IRF7 sont nécessaires pour l’induction des différents types d’IFN-a. Après stimulation avec de l’ADN 

cytosolique, DAI s’associe à TBK1 (163). Par ailleurs, DAI est phosphorylé sur plusieurs sites par TBK1, et cette 
phosphorylation est nécessaire pour l’induction de l’expression génique par IRF3 (168). En plus de signaler via 

IRF3, DAI a un rôle essentiel dans l’activation de NF-kB (163). L’activation de NF-kB par DAI dépend de 

l’interaction de DAI avec RIP1. Cette activation est soutenue lors de l’interaction avec RIP3 (169).  
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La déficience de DAI apporte une réduction de la réponse des microglies et des astrocytes infectés par 
le VHS-1 (170). Dans les cellules vaginales présentant une expression réduite de DAI, la réponse à l’infection 
par le VHS-2 ou la stimulation par l’ADN du VHS-2 s’est avérée être également altérée (171). Cependant, in 

vivo l’ARN interférence de DAI n’entraîne pas d’augmentation des titres viraux après une infection oculaire par 
le VHS-1 (172). La production des cytokines dans ces cellules n’est également pas affectée par la modulation 
de l’expression de DAI (173). 

IFI16 (p204 chez la souris) appartient à la famille « Pyrin and hematopoietic, interferon-inducible 

nuclear proteins (HIN) domain-containing » (PYHIN), avec un domaine pyrine à son extrémité N-terminale et 
deux domaines HINs en C-terminal. Il a également été identifié comme une protéine de liaison à l’ADN non 
redondante. Contrairement à d’autres senseurs cytosoliques d’ADN, IFI16 se localise dans le noyau et le 
cytoplasme, mais est principalement nucléaire, avec seulement une petite fraction détectée dans le cytoplasme 
à l’état de repos. Lors de l’infection, IFI16 reconnaît et s’associe directement à l’ADN dérivé du VHS-1 dans le 
noyau. Elle interagit ensuite avec l’histone acétyl-transférase p300 et est acétylée par celle-ci, entraînant sa 
redistribution vers le cytoplasme. Dans ce compartiment cellulaire, elle interagit avec STING et permet ensuite 
la phosphorylation d’IRF3 et la production d’IFNs pour restreindre la réplication virale (174, 175). IFI16 inhibe la 
réplication virale en se liant directement aux promoteurs du VHS-1 et en empêchant l’association avec des 
activateurs transcriptionnels par des modifications de l’histone (176). La détection de l’ADN du VHS-1 par IFI16 
a lieu indépendamment de l’entrée nucléaire de l’ADN viral. En effet, dans des lignées cellulaires et de 
macrophages dérivés de monocytes, IFI16 colocalise avec l’ADN du VHS-1 dans le cytosol (164, 177). 

Cependant, le NLS d’IFI16 s’est révélé essentiel pour l’induction de l’IFN-b lors d’une infection par le VHS-1 

dans des cellules U2OS (une lignée de cellules épithéliales humaines) transfectées par IFI16 (175). Une étude 
a montré que dans les cellules HFFs (fibroblastes de prépuce humain), la reconnaissance du génome du VHS-
1 dans le noyau permet la translocation d’IFI16 dans le cytosol où il permet l’activation de l’inflammasome (178). 
En effet, IFI16 pourrait interagir avec la protéine « Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing a 

CARD » (ASC) et la procaspase 1 pour assembler les inflammasomes pendant l’infection (178).  

IFI16/p204 permet la production d’IFN de type I et d’autres cytokines inflammatoires, telles que « C-X-

C chemokine ligand » (CXCL) 10, IL-6, et TNF, lors d’une infection par le VHS-1 de cellules humaines et murines 
(164, 172, 177, 179). L’expression des cytokines déclenchée par IFI16 passe par la voie STING/TBK1/IRF3 et 

la voie NF-kB (164). La présence de STING est essentielle pour la signalisation via IRF3 dans les HFFs infectés 

par le VHS-1 (179). Un rôle important de IFI16/p204 dans la réponse immunitaire innée a également été 

proposé. De plus, une réduction de l’induction de l’IFN-a et une augmentation des titres viraux après infection 

par le VHS-1 et le VHS-2 ont été démontrées par l’utilisation d’ARNs interférence d’IFI16 dans un modèle murin 
(172). Par ailleurs, l’inhibition par ARN interférence d’IFI16 bloque la translocation nucléaire de IRF3 et de NF-
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kB dans des macrophages murins infectés par le VHS-1 (164). La perte d’IFI16, par ARNs interférence, a 

également bloqué la translocation nucléaire d’IRF3, mais pas la translocation d’IRF7 dans les cellules de 
l’épithélium cornéen humain immortalisées par la télomérase en réponse au VHS-1 (172). Ces études 
suggèrent, que les productions d’IFN de type I et de cytokines menées par la voie de signalisation passant par 

IFI16 serait IRF3-dépendante et/ou NF-kB-dépendante, mais IRF7-indépendante.  

La voie de détection de l’ADN passant par cGAS/STING est importante pour les réponses cellulaires 
innées et la résistance intrinsèque à l’infection par les virus à l’ADN (180, 181). Il a été démontré que la capside 
du VHS-1 peut subir une ubiquitination par la protéine K48 et être dégradée par le protéasome. Il en résulte une 
libération de l’ADN génomique dans le cytoplasme (177). En outre, le VHS-1 déclenche un stress mitochondrial, 
conduisant à la libération de l’ADN mitochondrial dans le cytosol (182). Ces deux processus aboutissent à 
l’exposition d’un fragment d’ADN au senseur d’ADN cytosolique cGAS, qui utilise ensuite la guanosine 
triphosphate (GTP) et l’ATP afin d’activer STING. Ce dernier recrute alors TBK1 ce qui conduit à l’activation de 
IRF3 et à la production d’IFNs de type I. 

 

Lors de la découverte de RIG-I, des études ont révélé son rôle dans la détection de l’ADN cytosolique, 
mais il n’a pas été trouvé que RIG-I se lie directement à l’ADN db (183). Des études ont démontré que l’activation 
de RIG-I se produit via un ARN intermédiaire (184). L’ARN intermédiaire a été identifié comme étant db et est 
synthétisé par l’ARN pol III (184, 185). La liaison de l’ADN à l’ARN pol III dépend vraisemblablement de la 
composition nucléotidique de l’ADN puisque l’ADN riche en C+G ne peut pas être transcrit (185). Au stade 
actuel, l’importance physiologique de la voie de l’ARN pol III dans la reconnaissance du VHS-1 reste non 
résolue, puisque les données publiées sont contradictoires. La désactivation de l’activité de l’ARN pol III par un 

inhibiteur chimique bloque l’induction de l’IFN-b en réponse au VHS-1 dans les cellules RAW264.7 (cellules 

macrophagiques murines) (185, 186). Cependant, une autre étude a démontré que les cellules qui contiennent 
un système ARN pol III/RIG-I fonctionnel, n’ont pas répondu à l’ADN du VHS (187). 

 

Des indices croissants montrent que STING est une protéine adaptatrice importante pour l’induction de 
l’IFN de type I par l’ADN cytosolique. Elle est exprimée dans les lymphocytes T, les DCs, les macrophages, les 
cellules endothéliales, les cellules épithéliales et les fibroblastes, et joue un rôle essentiel dans la signalisation 
immunitaire innée (188, 189). STING est ancré dans le réticulum endoplasmique à travers quatre domaines 
transmembranaires résidant dans sa région N terminale, tandis que son extrémité C-terminale recrute TBK1 et 
IRF3, et facilite la phosphorylation de IRF3 par TBK1. STING a récemment été identifié comme un ISG. Son 
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expression ectopique dans les cellules HEK293T (cellules de foie fœtal humaines) pourrait induire une 

production robuste d’IFN-b (190). Des souris déficientes en STING sont significativement plus sensibles au 

VHS-1 par rapport aux souris de type sauvage (181). Ces données suggèrent que STING pourrait jouer un rôle 
important dans la restriction de l’infection par le VHS-1.  

III.2.2 Les facteurs de transcription 

L’engagement de ces différents PRRs, à la suite d’une infection par le VHS-1, conduit à l’activation 

principalement de trois voies de signalisation : les voies de NF-kB, des « mitogen-activated protein kinases » 

(MAPKs) et des IRFs (1, 114, 187, 191-193).  

III.2.2.1 Les facteurs de transcription « nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cell » et « activator protein 1 » 

NF-kB est un facteur de transcription dimérique qui appartient à la famille des protéines contenant le 

domaine « Rel homology », qui comprend p65/RelA, p50/NF-kB1, p52/NF-kB2, RelB et c-Rel (194). On pense 

que, dans la plupart des types de cellules, les sous-unités p65 et p50 forment l’hétérodimère qui constitue la 

forme active de NF-kB (194). Dans les cellules non stimulées, le « nuclear factor of k light polypeptide gene 

enhancer in B-cells inhibitor » (IkB) séquestre NF-kB dans le cytoplasme sous forme inactive. Lors d’une 

stimulation avec différents ligands de TLRs, les IkBs sont phosphorylés au niveau des résidus sérine par un 

complexe « inhibitor k kinases » (IkK) constitué des protéines kinases IkK-a et IkK-b et d’une molécule 

régulatrice, IkK-g/« NF-kB essential modulator » (Nemo). La phosphorylation cible IkB, ce qui conduit à son 

ubiquitination et à sa dégradation par le protéasome, permettant à NF-kB d’être libéré dans le noyau, de se lier 

au site kB et d’activer la transcription des gènes cibles.  

Des membres de la famille cJun, Fos, « activating transcription factor » (ATF) et la sous-famille 
« macrophage arming factor » (Maf) composent l’hétéroprotéine AP-1. Parmi les membres de la famille AP-1, 
cJun semble jouer un rôle central dans la réponse inflammatoire (195, 196). L’activation d’AP-1 dans la 
signalisation via les TLRs passe principalement par des MAPKs telles que « c-Jun N-terminal kinases » (JNK), 
p38 et des membres de la famille « extracellular signal–regulated kinases » (ERK). De nombreux ligands des 
TLRs activent ces MAPKs avec des cinétiques similaires (195, 196). 

III.2.2.2 Les facteurs de transcription « interferon regulatory factors » 3 et 7  

Les IRFs régulent la transcription en interagissant avec des séquences de promoteurs de gènes, 
appelées « IRF-element » (IRF-E). Les IRFs se lient également à des séquences d’ADN étroitement 
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apparentées, dénommées « interferon-stimulated response elements » (ISRE). Elles se retrouvent dans le 
promoteur d’un groupe de gènes inductibles par le virus et dont les IFNs de type I amplifient la transcription 
(197-200). Le domaine de liaison à l’ADN (DBD) hautement conservé des IRFs, et caractérisé par un motif 
hélice-tour-hélice unique contenant des résidus tryptophane conservés, est situé dans leur région N-terminale 
(201). Dans certains IRFs, l’homologie de séquence s’étend au domaine associé à l’IRF (IAD) qui permet la 
formation d’homo- ou hétérodimères d’IRF ou l’association d’IRF avec d’autres facteurs de transcription. La 
partie C-terminale moins conservée comprend le domaine d’activation de la transcription (TAD), un domaine 
riche en proline, les signaux d’export et de localisation nucléaire (NES et NLS) et le domaine de phosphorylation 
sérine/thréonine (également appelé domaine de régulation ou de réponse) (201). Le TAD définit la spécificité 
de chaque IRF à interagir, directement ou en association avec d’autres facteurs de transcription, avec différents 
composants du complexe de préinitiation de la transcription et des coactivateurs de la transcription tels que « C-

AMP response element-binding protein (CREB) binding protein » (CBP/p300) ou « p300/CBP-associated 

factor/general control of amino acid synthesis protein 5 » (PCAF/GCN5) (202). Bien que le rôle des différents 
domaines contenus dans la région C-terminale ne soit pas encore compris, ils régulent, au moins dans certains 
cas, la localisation subcellulaire des IRFs en réponse à une infection virale (203, 204). 

Les rôles fonctionnels des IRFs, via des interactions entre eux ou avec d’autres membres de la famille 
des facteurs de transcription, dans la régulation de la défense de l’hôte, y compris les réponses immunitaires 
(innée et/ou adaptative), ont été fortement étudiés. Des études approfondies sur la localisation subcellulaire de 
l’IRF3 et de l’IRF7 ont révélé leurs mécanismes d’activation distincts par rapport aux autres membres de la 
famille des IRFs.  

L’IRF3 a été identifié à la suite de recherches dans une base de données « expressed sequence tag » 
(EST) pour les homologues d’IRF1 et d’IRF2 (205). L’ARNm de l’IRF3 est exprimé constitutivement dans tous 
les tissus et n’est pas provoqué par une infection virale ou un traitement par les IFNs (205). Dans les cellules 
non infectées, l’IRF3 migre entre le noyau et le cytoplasme. La localisation cytoplasmique y est prédominante 

et dépend de l’interaction de l’exportine 1 et d’un sous-ensemble de récepteurs de l’importine-a avec les 

séquences NES et NLS, respectivement (204). L’IRF3 contient également un domaine IAD situé à l’extrémité 
C-terminal. Des interactions intramoléculaires maintiennent IRF3 dans une conformation fermée, masquant à la 
fois le DBD et l’IAD, dans le cytoplasme des cellules non infectées (203). La phosphorylation d’un groupe 
sérine/thréonine (Ser385, Ser386) situé dans l’AID, provoquée par le virus, conduit à un changement de 
conformation de l’IRF3 qui lève l’auto-inhibition intramoléculaire et permet la translocation vers le noyau (202, 
203, 206, 207). Des mutations de ces résidus abolissent l’activation menée par le virus (202, 203). 
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Le NLS permet l’accumulation nucléaire d’IRF3 phosphorylé qui peut se lier à la protéine CBP/p300 
résidant dans le noyau, cette association empêchant l’export d’IRF3 vers le cytoplasme. L’IRF3 séquestré dans 
le noyau peut ainsi former des complexes liant l’ADN tel que « viral induced factor » (VIF). Il est essentiellement 
formé par les homodimères d’IRF3, de « double strand RNAs-activated factor 1 » (DRAF1) ou de « virus 

activated-IRF » (VA-IRF) formé par IRF3 et CBP ou p300 (202, 208). IRF3 s’associe à l’IRF7 pour former avec 
CBP et p300, le complexe de liaison à l’ADN « virus-activated factor » (VAF). Ce complexe reconnaît avec une 
haute affinité l’ISRE du promoteur du gène ISG-15 qui est sensible à l’IFN ou au virus (198). 

 

L’IRF7 a d’abord été identifié comme un nouveau membre de la famille des IRFs et directement soumis 
à la base de données GeneBank. Par la suite, l’ADNc de l’IRF7 a été cloné en 1997 en tant que facteur qui se 
lie à la région du promoteur Q (Qp) du virus d’Epstein Bar en utilisant le système hybride de levure (197). Le 
gène humain Irf7 est situé sur le chromosome 11p15.5, et code pour quatre isoformes, IRF7A, -B, -C et -H (209). 
L’IRF7 est un facteur spécifique lymphoïde, qui est exprimé de manière constitutive dans le cytoplasme des 
lymphocytes B, des pDCs, des monocytes de la rate, du thymus et des lymphocytes du sang périphérique. Il est 
inductible par les IFNs de type I, l’infection virale et d’autres stimuli dans différents types cellulaires (209). La 
phosphorylation de la sérine (Ser) dans le domaine régulateur C-terminal, hautement homologue à la région 
correspondante de l’IRF3, est également requise pour l’activation de l’IRF7. Le domaine IAD de la partie C-
terminale de l’IRF7 n’a pas encore été déterminé avec précision. Cependant, une mutation ou une délétion dans 
cette région entraîne l’inactivation de ce facteur (210, 211).  

Le domaine régulateur d’IRF7 est également engagé dans le contrôle de la rétention de la protéine 
phosphorylée dans le noyau ainsi que dans la capacité de l’IRF7 à former des homodimères ou des 
hétérodimères avec d’autres facteurs de transcription (212, 213). L’activation transcriptionnelle par IRF7 a été 
localisée dans deux régions distinctes. L’activation des deux régions est nécessaire pour une activité complète 
tandis que toutes leurs fonctions sont inactives dans IRF7 latent. Par ailleurs, la rétroaction régulatrice positive 
entre l’IRF7 et les IFNs de type I pendant les réponses immunitaires antivirales est la principale source 
d’expression d’IRF7 dans la cellule (210, 211, 214). Au stade précoce de l’infection virale, le faible taux d’IRF7 

endogène dans la cellule est phosphorylé et activé par la signalisation déclenchée par les PRRs. Avec NF-kB 

et IRF3, également activés par les mêmes voies en amont, l’IRF7 se lie aux IRF-E des promoteurs des IFN-a 

et IFN-b et permet la production de petites quantités d’IFN de type I (215). L’IRF7 joue un rôle central dans 

l’expression des gènes IFN-a (210). La liaison des IFNs à leurs récepteurs entraîne la synthèse de novo d’IRF7. 

Plus tard, l’IRF7 nouvellement synthétisé est activé et promeut la production d’IFN de type I, de sorte que de 
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plus en plus d’IRF7 et d’IFN de type I sont produits, mais IRF3 à un stade avancé est dégradé par l’infection 
virale (216). 

L’IRF3 et l’IRF7 sont étroitement liés l’un à l’autre en termes de structures primaires (217, 218). Il existe 
également des indices que IRF3 et IRF7 forment des homo- ou hétérodimères. Chacune des trois combinaisons 

différentes de dimères peut affecter sélectivement les sous-familles des gènes de l’IFN-a et de l’IFN-b (198, 

207, 210, 216). Ces facteurs peuvent également subir une modification en réponse à d’autres types de stimuli 
(217). La modification et la coopération d’IRF3 et IRF7 ont été étudiées plus largement dans le contexte de la 

régulation des gènes IFN-a/-b dans des cellules infectées par un virus. 

III.3 La réponse interféron de type I 

Les interférons, découverts en 1957, jouent un rôle unique, car ils peuvent à la fois activer les cellules 
immunitaires et inhiber directement la réplication virale. Ils ont été largement étudiés dans le contexte de la 
défense de l’hôte contre l’infection virale. Les IFNs sont des membres de la famille des cytokines qui 
interviennent dans diverses réponses biologiques et cellulaires, parmi lesquelles on retrouve la résistance aux 
infections virales, la régulation de la survie cellulaire, la promotion des activités antitumorales et la modulation 
de la réponse immunitaire (219). 

Les interférons de type I humains comprennent 13 IFN-a (14 chez la souris) similaires avec une 

homologie de 80 % ainsi que les IFN-w, IFN-k, IFN-e et IFN-b unique avec une homologie plus faible (30 à 

50 %). En plus du type I, il existe des interférons de type II (avec un seul membre : IFN-g) et de type III (IFNs-

l). L’activation de l’activité antivirale est commune à tous les interférons. Cependant, les composants du ligand 

et du récepteur diffèrent entre les interférons de type I, II et III. De manière intéressante, les différents interférons 
partagent plusieurs des mêmes composants de cascade de signalisation.  

L’IFN de type II est produit par les lymphocytes T activés et les cellules NKs. Les IFNs de type III (IFN-

l1 (IL-29), IFN-l2 (IL-28A), IFN-l3 (Il-28B), et IFN-l4), découverts il y a une quinzaine d’années (220, 221), 

présentent des activités similaires aux IFNs de type I (222-224). Cependant, ils exercent leur action à travers 
un complexe récepteur distinct des IFNs de type I (220, 221). 

Après une activation par les PAMPs du VHS, les microglies, les macrophages, les DCs et les astrocytes 
provoquent la libération d’IFN de type I, ainsi que la production des ISGs. Les IFNs de type I limitent la 
propagation virale en augmentant la régulation des protéines antivirales, en recrutant des cellules immunitaires 
périphériques et en modifiant les protéines de jonction serrées endothéliales pour diminuer la perméabilité de 
la barrière hématoencéphalique (BHE) (225, 226). Par ailleurs, l’absence de signalisation IFN empêche la 
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différenciation de la microglie vers une forme activée, diminue la proportion des monocytes périphériques 
circulants et augmente significativement le nombre de cellules myéloïdes résidentes du SNC infecté (227). 

Les IFNs de type I sont retrouvés chez tous les vertébrés. Ils n’ont pas d’introns et ont subi une 
duplication et une évolution des gènes relativement rapides (228). Les IFNs de type I sont des composants 
centraux de la défense de l’hôte contre le VHS, notamment par un contrôle de réplication virale rapide, une 
production de cytokines pro-inflammatoires et d’ISGs. Les souris incapables de répondre à cette classe de 
cytokines ont une sensibilité élevée aux infections par le VHS (229). Cependant, les IFNs de type I ont également 
des fonctions potentiellement pathologiques (230). En effet, une production excessive d’IFN au cours d’infection 
ou dans des conditions stériles entraîne des lésions tissulaires et est associée à la maladie (231, 232). Parmi 

les IFN de type I, les IFN-a et -b sont de loin les plus étudiés et sont les deux sous-types qui ont démontré des 

rôles à la fois bénéfiques et délétères dans la défense immunitaire et la maladie.  

La plupart, sinon la totalité, des cellules nucléées ont la capacité de produire et de répondre aux IFNs 

de type I (233). L’expression d’IFN-a/-b engendrée par le virus est stimulée par les PRRs [voir section I.3.1]. 

Les IFNs de type I ont une action autocrine ou paracrine. Ils sont engendrés par des infections virales à des 
niveaux élevés, mais sont également exprimés constitutivement à des niveaux très bas (234). La signalisation 
de l’IFN conduit à une faible expression constitutive des ISGs, qui affecte les équilibres homéostatiques dans le 
système immunitaire et établit également le seuil pour les réponses immunitaires aux infections. Les processus 
affectés par la signalisation de l’IFN comprennent certaines des réactions immunitaires précoces telles que les 
facteurs de restriction, qui sont des ISGs.  

Les protéines IFNs de type I sont des cytokines sécrétées et agissent par liaison aux récepteurs des 

IFN-a/-b (IFNARs), qui comprend les chaînes IFNAR1 et IFNAR2 (219). L’IFNAR émet des signaux à travers 

les kinases « Tyrosine kinase 2 » (TYR2) et « Janus kinase 1 » (JAK1) pour activer le complexe « interferon-

stimulated gene factor 3 » (ISGF3). Il comprend un transducteur de signal, un membre de la famille des « signal 

transducers and activators of transcription » (STAT1 ou STAT2) et IRF9, pour stimuler l’expression des ISGs. 
Les facteurs de transcription STAT peuvent également former des homodimères et des hétérodiméres 
(Figure 12). 
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Figure 12 : Voies de signalisation activées par les IFN de type I 
Adapté de (219) : Les IFNs de type I lient leur récepteur spécifique et induisent la production de 

protéines antiprolifératives, pro-inflammatoires et stimulent l’expression des ISGs. Les voies de signalisation 
engagée passent par l’activation des protéines JAK/STAT et la formation de l’ISGF3 : STAT1/STAT2/IRF9.  

 

Plusieurs centaines d’ISGs ont été rapportées (235), et ils exercent de nombreuses fonctions. Un 
important sous-ensemble des ISGs a une activité antivirale directe grâce à leur capacité à bloquer des étapes 
spécifiques du cycle viral (235). Les mécanismes d’action de plusieurs de ces ISGs ont été décrits (Figure 13). 
Certains des plus connus sont la résistance à « myxovirus 1 » (MX1), la « protein kinase R » (PKR) codée par 
« eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2 «  (EIF2AK2), la « 2’-5’-oligoadénylate synthetase » (2'-
5'OAS), les protéines « interferon-induced transmembrane proteins » (IFITMs), l’« Apolipoprotein B–editing 

enzyme, catalytic polypeptide-1 » (APOBEC1) et la famille de molécules « tripartite motif » (TRIM) (236). La voie 
OAS/« Ribonuclese L » (RNAse L) semble engagée dans la restriction de la dissémination du VHS-1 dans les 
infections oculaires (237). Par ailleurs, les infections oculaires par le VHS-1 semblent plus sévères chez la souris 
PKR -/- que chez les souris PKR +/+ indiquant que l’enzyme joue un rôle important dans le contrôle de la 
réplication du virus (238). 
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Figure 13 : Différentes fonctions des principaux ISGs 
Adapté de (239). Les interférons de type I induisent la synthèse de composés antiviraux. Parmi ceux-

ci, les protéines MX qui induisent l’inhibition virale, la RNAse L qui permet la dégradation de l’ADN viral et 

l’apoptose des cellules infectées, le facteur « eukaryotic translation initiation factor 2’a » (eIF2’a) qui inhibe la 

traduction et provoque également l’apoptose des cellules infectées.  

 

Les effets des IFNs-a/-b sur la réponse de l’hôte à l’infection ne sont pas limités à la réponse antivirale 

aiguë intrinsèque décrite ci-dessus. L’IFN-a/-b a des effets à la fois sur la réponse immunitaire cellulaire innée 

et adaptative. L’IFN-a/-b affecte les cellules myéloïdes, les lymphocytes T et les cellules NKs, améliorant ainsi 

la réponse immunitaire, résolvant plus efficacement l’infection virale et améliorant la génération de réponses 
mémoires qui permettront de répondre aux défis viraux futurs (Figure 14) 
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Figure 14 : Effets des IFNs de type I sur les différentes populations de cellules immunitaires 
Adapté de (240). Les cellules infectées produisent des IFNs de type I en réponse à une infection virale 

et/ou un contact avec des produits viraux. La rétroaction des IFNs de type I sur des cellules infectées et des 
cellules voisines entraîne l’induction des ISGs, qui bloquent le cycle de réplication virale. Les IFNs de type I sont 
également produits par et agissent sur des cellules immunitaires innées, y compris des cellules présentatrices 
d’antigène (CPAs) professionnelles, en réponse à une infection virale et aux produits viraux. Les IFNs de type I 
agissant sur les CPAs peuvent améliorer la fonction de présentation de l’antigène de ces cellules. Ils peuvent 
également améliorer la fonction antivirale des cellules NKs et des cellules immunitaires adaptatives, y compris 
les lymphocytes B et les cellules T, qui limitent l’infection virale par la production d’anticorps (lymphocytes B) et 
de réponses cytotoxiques (lymphocytes T et cellules NK). 

 

Les cytokines dérivées des macrophages, y compris l’IFN-b, jouent un rôle clé dans la différenciation 

des cellules immunitaires effectrices, aidant ainsi à orchestrer les réponses immunitaires innées et adaptatives. 
Les cellules présentatrices d’antigène (CPAs) comme les macrophages et les DCs produisent à la fois des IFNs 
de type I et II. Elles expriment des niveaux élevés du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I et 
II qui permettent l’activation des réponses des lymphocytes T (241).  
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De nombreuses études dans les systèmes humains et murins indiquent que les IFNs-a/-b sont 

engagés à différents stades de l’activation des réponses cellulaires immunitaires adaptatives par les DCs, 

activant ou inhibant ces cellules en fonction du contexte. L’IFN-a/-b inhibe ou favorise la différenciation des 

précurseurs en DCs (242, 243). Par ailleurs, l’IFN-a/-b stimule l’activité des lymphocytes T, en améliorant 

l’expression du CMH et des molécules costimulatrices (CD80, CD86) à la surface des DCs (244, 245). L’IFN-

a/-b favorise également la capacité des DCs à présenter des antigènes viraux sur le CMH-II aux lymphocytes 

T CD8. Enfin, l’IFN-a/-b peut favoriser la migration des DCs vers les ganglions lymphatiques, en régulant à la 

hausse l’expression des récepteurs des chimiokines, favorisant ainsi l’activation des lymphocytes T (246, 247). 

Les IFNs-a/-b peuvent également agir directement sur les cellules T CD4 et CD8 (248). L’IFN-a/-b a 

été décrit comme ayant des effets inhibiteurs et stimulateurs sur la survie et la prolifération des lymphocytes T, 

la production de cytokines (IFN-g), la fonction cytotoxique et la formation de la mémoire. Les différents effets 

sont régulés par l’activation des molécules STATs en aval des IFNARs (249). 

Les IFNs-a/-b favorisent également la fonction et la survie des cellules NKs, par des moyens directs 

et indirects. Les conditions inflammatoires lors d’infections virales spécifiques semblent dicter les effets des 

IFNs-a/-b sur la fonction des cellules NKs. Par exemple, dans l’infection au CMV murin (mCMV), la signalisation 

conduite par les IFNs-a/-b via STAT1 est nécessaire pour l’accumulation de cellules NKs et la fonction 

cytolytique, mais pas pour la production d’IFN-g (250). 

III.4 Les cellules immunitaires périphériques infiltrant le système nerveux central  

Normalement, le parenchyme cérébral contient très peu de leucocytes provenant de la périphérie. 
L’infiltration de cellules inflammatoires allant des neutrophiles aux cellules NK, en passant par les macrophages 
et enfin les lymphocytes, a lieu en réponse à une série de signaux provenant de molécules chimioattractantes.  

Les polymorphonucléaires neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants dans le sang humain, 
constituant environ 50-70 % de la population de leucocytes et contribuent aux premiers stades de la réponse 
immunitaire innée contre les agents pathogènes. Les neutrophiles sont les premiers à réagir à l’invasion virale. 
On constate une augmentation spectaculaire de leur nombre dans le microenvironnement local après une 
infection virale. Le nombre de neutrophiles recrutés à la périphérie au cours d’une infection virale est augmenté 
et la durée de vie des neutrophiles infiltrants est prolongée. Cela permet aux neutrophiles de recruter des cellules 
immunitaires supplémentaires et d’empêcher la dissémination du virus (251).  
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Les neutrophiles possèdent notamment la capacité de reconnaître, de séquestrer et de tuer 
directement les agents pathogènes ainsi que de favoriser les interactions entre les cellules immunitaires (252). 
Les neutrophiles phagocytent classiquement les pathogènes opsonisés en présence du système du 
complément et les cellules infectées, mais ils peuvent aussi reconnaître directement les agents pathogènes par 
l’intermédiaire des PRRs comme les TLRs (253, 254). Les pathogènes sont détruits par des médiateurs stockés 
ou générés dans des granules neutrophiles, y compris des peptides antimicrobiens, des enzymes protéolytiques 
et des espèces réactives de l’oxygène (ROS) (251). Les « neutrophil extracellular traps » (NETs), produisent 
par les neutrophiles, sont des structures extracellulaires composées d’ADN génomique en complexe avec des 
protéines nucléaires et granulaires telles que des histones, des défensines et diverses protéases. Au cours 
d’une infection virale, les NETs peuvent éliminer les virus ou au moins empêcher la propagation locale dans les 
tissus de l’hôte. Ils peuvent jouer un rôle bénéfique dans l’élimination et la limitation de la dissémination virale, 
mais possèdent également des propriétés nuisibles en réponse à plusieurs infections virales. Une meilleure 
compréhension est donc nécessaire pour élucider l’importance des NETs dans la défense antivirale (255) 
(Figure 15). 

 

Figure 15 : Modes d’action des polynucléaires neutrophiles au cours de la réponse antivirale.  
Adapté de (256) : Mécanismes antiviraux par lesquels les neutrophiles contribuent à la défense de 

l’hôte. (i) Les neutrophiles peuvent phagocyter le virus et amorcer un programme antiviral ou devenir activés par 
des PRRs tels que MDA5 et les TLRs. (ii) Les neutrophiles peuvent produire divers agents antimicrobiens 
inactivant le virus. (iii) Les neutrophiles à travers les NETs peuvent piéger le virus et l’inactiver via des molécules 
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antimicrobiennes liées aux NETs. (iv) Les neutrophiles, par leur interaction avec d’autres populations de cellules, 
telles que les cellules T CD8 + et les cellules NKs, peuvent orchestrer des réponses antivirales. 

 

Les neutrophiles interagissent avec les cellules infectées par le virus et les virions. En utilisant la 
microscopie électronique, van Strijp et collaborateurs (et.coll.) ont observé des fibroblastes infectés par le VHS 
entourés de neutrophiles et des neutrophiles capturant des virions (257). Les défensines, contenues dans les 
granules des neutrophiles sont capables de se lier directement aux particules virales en interagissant avec les 

bicouches lipidiques, les glycoprotéines et les glycolipides du VHS (258). De plus, l’a-défensine des 

neutrophiles humains inactive in vitro le VHS-1 et -2 (259). Les neutrophiles produisent des ROS en réponse au 
VHS-1 qui possèdent des effets virucides endommageant directement l’ADN viral et induisant également la mort 
cellulaire par apoptose des cellules infectées par le virus pour limiter sa dissémination (260). D’autre part, de 
nombreux neutrophiles infiltrent la cornée lors d’une kératite herpétique stromale expérimentale. Le rôle 
important des neutrophiles dans l’élimination du virus au cours de cette maladie herpétique a été observé par 
l’appauvrissement en neutrophiles. En effet, dans ces conditions, les titres viraux cornéens sont augmentés 
(261). Par ailleurs, les neutrophiles migrent en réponse à la libération d’IL-8 par des cellules épithéliales 
cornéennes et des cellules stromales infectées par le VHS-1 (262). De plus, les neutrophiles peuvent protéger 
la rétine lors d’infections herpétiques oculaires (263).  

Outre les neutrophiles, les monocytes et les macrophages jouent un rôle crucial, mais distinct dans 
l’homéostasie tissulaire et l’immunité. Les monocytes jouent un rôle clé dans l’inflammation, alors que les 
macrophages résidants dans les tissus jouent un rôle important dans le développement, l’homéostasie tissulaire 
et la résolution de l’inflammation. Les monocytes sont définis par leur localisation, leur phénotype et leur 
morphologie, ainsi que par les signatures d’expression caractéristique des gènes et des « miRNA » (microARN) 
(264-266). Chez les souris et les humains, les monocytes représentent respectivement 4 % et 10 % des cellules 
nucléées dans le sang, avec des réserves marginales considérables dans la rate et les poumons qui peuvent 
être mobilisées à la demande (267). Des études ont établi l’existence de deux sous-populations de monocytes 
dans le sang humain (268). Il s’agit des monocytes CD14high (qui peuvent être subdivisés en populations 
distinctes de monocytes CD14high, CD16- et CD14high, CD16+) qui sécrètent des cytokines inflammatoires 
essentielles lors d’une stimulation in vitro et des monocytes CD14low CD16high. Chez les souris, les sous-
ensembles de monocytes « colony-stimulating factor 1 receptor 1 » (CSF1R) positifs comprennent les 

monocytes inflammatoires « lymphocyte antigen 6 complex locus C1 » (Ly6Chi), « CX3C chemokine 

receptor 1 » (CX3CR1low), « , C-C chemokine receptor 2 » (CCR2high), « L-selectine » (CD62L+), CD43low, les 
monocytes intermédiaires Ly6Chigh, CX3CR1int, CCR2int et les monocytes patrouilleurs Ly6Clow, CX3CR1high, 
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CCR2-, CD62L-, CD43high (269-271). Ces trois sous-ensembles de monocytes expriment des récepteurs de 
chimiokines distincts et des molécules d’adhésion qui reflètent leurs fonctions respectives et leurs schémas 
migratoires (272) (Figure 16). Les monocytes inflammatoires infiltrent les tissus inflammés d’une manière 
dépendante de CCR2 et exercent des fonctions pro-inflammatoires, phagocytaires et protéolytiques essentielles 
à la digestion des tissus endommagés et à l’élimination des débris (273-275). En revanche, les monocytes 
patrouilleurs exercent des fonctions anti-inflammatoires et interviennent dans la régénération tissulaire, la 
croissance, l’angiogenèse et le dépôt matriciel (276-278).  

 

Figure 16 : Différentes sous-populations de monocytes. 
Adapté de (272) : Les monocytes humains sont classés en trois sous-types basés sur l’expression 

différentielle de CD14 et CD16 : monocytes classiques ou inflammatoires CD14++ CD16− (Ly6Chigh, CX3CR1low, 
CCR2high chez la souris), les monocytes intermédiaires CD14++ CD16+ (Ly6Chigh, CX3CR1int, CCR2int chez la 
souris) et les monocytes non classiques ou patrouilleurs CD14+ CD16++ (Ly6Clow, CX3CR1high, CCR2low chez la 
souris). 

 

Des indices suggèrent qu’à l’état d’équilibre, les sous-ensembles de monocytes sanguins Ly6Chi se 
différencieraient, très probablement dans la circulation, en cellules Ly6Clow (279). Les cellules de souris Ly6Clow, 
et leurs équivalentes humaines CD14low, CD16+, peuvent donc être des macrophages résidants dans le sang, 
différenciés en phase terminale plutôt que des monocytes authentiques. En effet, il existe maintenant des indices 
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suggérant que la fonction principale des cellules Ly6Clow est d’assurer l’intégrité endothéliale (276, 280). En 
revanche, les monocytes Ly6Chi chez la souris représentent des « monocytes classiques » qui sont recrutés aux 
sites d’inflammation et peuvent agir comme précurseurs des phagocytes mononucléaires périphériques (281). 

Les monocytes et les neutrophiles infiltreraient le SNC au cours de l’infection par le VHS-1 (282). De 
plus, l’infiltration des cellules immunitaires périphériques, principalement des neutrophiles et des macrophages 
dérivés de monocytes induirait une susceptibilité à l’infection intranasale par le VHS-1 chez les souris 129S6 
(283). En outre, des études réalisées dans notre laboratoire ont montré par cytométrie de flux que les monocytes 
sanguins et les neutrophiles infiltrent le SNC de souris chimériques C57BL/6 au cours de l’encéphalite 
herpétique. Plus précisément, nous avons utilisé des souris C57BL/6 traitées par chimiothérapie et 
transplantées avec la moelle osseuse de souris C57BL/6 transgéniques hémizygotes exprimant la green 

fluorescent protein [GFP+] sous promoteur de la b-actine de poulet et de l’activateur de CMV. Ainsi les cellules 

périphériques de sang expriment la GFP alors que les cellules résidantes du cerveau ne l’expriment pas. Nos 
résultats ont révélé que les profils d’infiltration des monocytes inflammatoires « Ly6Chi » et patrouilleurs 
« Ly6Clow » dans le cerveau des souris infectées suivent des cycles temporels différents avec une migration 
retardée pour les monocytes « Ly6Clow ». En outre, les analyses immunohistochimiques ont indiqué que ces 
cellules colonisent principalement les bulbes olfactifs et plusieurs régions du tronc cérébral, y compris le cerveau 
intermédiaire et le cerveau postérieur, où les particules virales sont disséminées. De plus, dans le modèle 
expérimental d’encéphalite herpétique utilisé au laboratoire, les cellules immunitaires infiltrent le SNC d’une 
manière fonctionnelle sans nécessiter une altération de la BHE. Une fois dans le SNC, les cellules de la lignée 
monocytaire (GFP+/Iba-1+) ont la capacité de se différencier en macrophages (284).  

Lors d’infections virales, les cellules NKs, qui sont des lymphocytes innés, jouent un rôle majeur dans 
les défenses cellulaires, avant qu’une réponse adaptative efficace soit générée (285). Les cellules NKs ont la 
capacité spécifique de reconnaître et de lyser les cellules cibles sans exposition préalable. Elles ont deux 
fonctions effectrices principales : la cytotoxicité et la production de cytokines. Les réponses des cellules NKs 
ont été considérées comme non spécifiques en raison de l’expression des récepteurs codés par la lignée 
germinale qui ne se recombinent pas pour générer des récepteurs spécifiques de l’antigène comme les cellules 
T et B (286). Les cellules NKs partagent, en particulier avec les lymphocytes T, non seulement les progéniteurs 
lymphoïdes communs et bipotents T/NK, mais aussi une série de caractéristiques fonctionnelles. En effet, les 
cellules NKs sont activées par les DCs (287), participent à la réponse auto-immune (288), et sont capables de 
reconnaître et de répondre aux peptides viraux (289, 290). De plus, les cellules NKs interagissent avec les 
cellules immunitaires innées et adaptatives pour coordonner les réponses antivirales appropriées. En effet, les 

cellules NKs produisent précocement de hauts niveaux de cytokines pro-inflammatoires comme l’IFN-g, une 

cytokine aux effets pléiotropes, capable de potentialiser les effets de l’immunité innée et de l’immunité adaptative 
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(291). De plus, les cytokines telles que l’IL-12, IL-15, IL-18, TNF et IFN-b recrutent et modulent d’autres cellules 

immunitaires, telles que les neutrophiles, les macrophages, les cellules T et autres (292, 293). Les cellules NKs 
possèdent également une cytotoxicité naturelle via un ensemble de récepteurs activateurs qui détectent une 
variété d’antigènes de stress typiquement exprimés à la surface des cellules cancéreuses ou infectées par un 
virus. La maturation des cellules NKs s’accompagne de l’expression d’un certain nombre de récepteurs 
activateurs et inhibiteurs (294). Les récepteurs sensitifs du CMH-I transmettent des signaux inhibiteurs qui 
épargnent les cellules saines (295). Les principaux récepteurs activateurs responsables de la cytotoxicité 
spontanée des NKs engagent leurs ligands exprimés à la surface des cellules « stressées » en l’absence de 
signaux inhibiteurs, conduisent à l’activation des cellules NKs et à la mort cellulaire (294, 296) (Figure 17).  

 

Figure 17 : Régulation de la réponse des cellules NKs par des récepteurs activateurs et 
inhibiteurs. 

Adapté de (297). (A) Lorsque les récepteurs inhibiteurs engagent l’« human leukocyte antigen » (HLA) 
en l’absence d’une interaction récepteur/ligand activateur, un signal négatif net est généré, ce qui entraîne 
l’absence de lyse des cellules cibles. (B) Inversement, lorsque les récepteurs d’activation engagent leurs ligands 
sur les cellules cibles en l’absence d’interaction récepteur/ligand inhibiteur, un signal d’activation net est généré, 
ce qui entraîne la lyse des cellules cibles.  

 

Un autre récepteur activateur important est le récepteur à faible affinité pour l’IgG, capable de se lier 
aux complexes immuns et aux cellules opsonisées revêtues d’IgG. La liaison de ce récepteur avec le fragment 
cristallisable d’IgG sur les cellules cibles opsonisées active les cellules NKs pour tuer par le mécanisme 
« antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity » (ADCC). (Figure 18) 



 

 49 

 

Figure 18 : Les différents mécanismes cytotoxiques des cellules NKs. 
Adapté d’une figure disponible à la page 101 du document suivant : 

https://www.sec.gov/Archives/edgar/data/1326110/000119312515229037/d917371ds1.htm#toc917371_23. 
Les cellules NKs peuvent être activées et induire la destruction des cellules via le mécanisme ADCC, en liant 
son récepteur CD16. 
 

Enfin, les sous-populations NKs effectuent une expansion clonale de façon stable en réponse à 
certaines infections virales ou certains cancers et semblent capable de contrôler à long terme ces maladies 
(298-300). De plus, une série d’études récentes a remis en question la nature « innée » des cellules NKs. En 
effet, il existerait des cellules NKs à mémoire vive. À la suite de l’infection de souris par le mCMV, des cellules 
NKs ont pu être retrouvées 70 jours après l’infection. Ces cellules NKs « mémoires » sont fonctionnelles 

puisqu’elles produisent de l’IFN-g et libèrent le contenu cytotoxique de leurs granules après stimulation ex vivo 

(301). Similairement, d’autres études révèlent la contribution de ces cellules NKs « mémoires » dans le contrôle 
viral lors d’infections latentes ou à la suite d’une réinfection (302, 303). Par ailleurs, les réponses des cellules 
NKs peuvent être spécifiques d’un ligand. En effet, des souris infectées avec le virus mCMV ont un nombre de 
NKs augmenté au cours de l’infection, ce qui n’est pas le cas des souris infectées avec le virus dépourvu de 
m17, suggérant ainsi que m17 est essentiel à la prolifération des NKs (301). Les cellules NKs possèdent donc, 
en plus de leurs deux fonctions effectrices principales, des caractéristiques adaptatives et une potentielle activité 
de type mémoire (304, 305) (Figure 19). 
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Figure 19 : Différents modes d’action des cellules NKs au cours de la réponse antivirale 
Adapté de (292) : Les cellules NKs ont le potentiel (A) de reconnaître et de tuer les cellules infectées 

par le virus ou de libérer des cytokines antivirales pro-inflammatoires pouvant inhiber la réplication du virus. Ces 
activités peuvent être protectrices, mais peuvent également contribuer à (B) des dommages pathologiques des 
tissus hôtes. L’inflammation et les antigènes viraux peuvent également déclencher le développement de cellules 
NKs « mémoires » (C) de longue durée qui peuvent protéger contre la réinfection ou empêcher la réactivation 
virale de la latence. En revanche, la promotion ou l’inhibition des cellules immunitaires adaptatives par les 
cellules NKs (cellules T et B, par exemple) ou d’autres cellules innées (cellules dendritiques, par exemple) peut 
influencer la réponse immunitaire globale contre le virus, ce qui peut avoir des conséquences sur le contrôle du 
virus (E) ou sur la pathogenèse de la maladie et l’issue de l’infection. 

 

Les patients présentant des mutations génétiques entraînant une diminution du nombre de cellules 
NKs ou de leur fonction succombent aux infections récurrentes à l’herpès virus, soulignant l’importance de ces 
cellules dans le contrôle de cette infection virale (306). D’autre part, des patients présentant une déficience en 
cellules NKs développent des encéphalites herpétiques plus sévères (307). Les cellules NKs seraient capables 
de restreindre la dissémination du VHS-1. En effet, la déplétion des cellules NKs conduit à une plus grande 
dissémination du virus dans le SNC ainsi qu’à une augmentation de la susceptibilité des souris. Lors d’une 
infection intranasale avec le VHS-1, les cellules NKs agiraient au niveau de la cavité nasale et des ganglions 
trijumeaux, mais ne seraient pas les seules cellules immunitaires à participer à la restriction de la dissémination 
du VHS au niveau du tronc cérébral (308). 
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Depuis qu’elles ont été décrites pour la première fois à la fin des années 1980, les cellules « natural 

killer T » (NKTs) invariantes (iNKTs) ont été reconnues comme une population de lymphocytes T avec des 
fonctions diverses dans le système immunitaire. Le nombre de cellules iNKT dans le sang périphérique humain 
est très variable et varie de 0,03 à 0,78 % des lymphocytes (309). Ils fonctionnent de manière similaire aux 
cellules du système immunitaire inné, car ils présentent moins de spécificité et une activation plus rapide par 
rapport aux cellules immunitaires adaptatives (310). Les cellules NKTs sont définies de manière étroite comme 
une lignée de cellules T exprimant des récepteurs de la lignée NK, y compris NK1.1, en plus d’un « T-cell 

receptor » (TCR) αβ semi-invariant restreint par CD1d (311), une molécule de CMH type I non classique 
exprimée sur des CPAs (312, 313). Contrairement aux cellules T conventionnelles, qui reconnaissent les 
antigènes peptidiques présentés sur les molécules du CMH classiques, les cellules iNKTs reconnaissent les 
antigènes lipidiques présentés sur CD1d (314). 

Les cellules iNKTs activées peuvent rapidement produire diverses cytokines T auxiliaires et interagir 
avec d’autres populations cellulaires dans le système immunitaire. Ainsi, elles sont un facteur important dans le 
résultat des réponses immunitaires globales contre les maladies infectieuses (315). L’activation bidirectionnelle 
entre les cellules iNKTs et les DCs conduit à l’induction de réponses immunitaires innées et adaptatives, y 
compris la transactivation des cellules NKs (316) et la réponse accrue des cellules T CD4 et CD8 classiques 
aux antigènes peptidiques (310, 317, 318). Les rôles protecteurs des cellules iNKTs en réponse à l’infection par 
les VHS ont été démontrés chez la souris. En effet, les souris dépourvues de cellules iNKTs sont plus sensibles 
aux infections par les virus herpès simplex 1 et 2. (319, 320). En plus des cellules iNKTs ou NKTs de type 1, il 
existe une autre population de cellules NKTs appelées « diverse NKT » (dNKT) ou cellules NKT de type 2. Les 
cellules dNKTs expriment des TCRs plus diversifiés et reconnaissent différents ensembles d’antigènes 
lipidiques par rapport aux cellules iNKTs (314).  

Équipées d’une large gamme de PRRs, les DCs sont très efficaces pour détecter les agents 
pathogènes et les PAMPs. Plusieurs études ont donc examiné la capacité des DCs à reconnaître le VHS et 
évalué comment cette reconnaissance conduit à la sécrétion de cytokines antivirales essentielles. L’exposition 
in vitro de DCs dérivées de la moelle osseuse au VHS entraîne la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 (321). La 

reconnaissance du VHS par les DCs mène également la libération d’IFN-a/-b (322). Ceux-ci ont des activités 

antivirales puissantes telles que le blocage de l’expression immédiate des gènes du VHS, la libération des 
virions des cellules infectées et la limitation de la progression de l’infection des tissus périphériques au système 
nerveux (323). Un rôle central des DCs dans les infections virales est d’activer des lymphocytes T cytotoxiques 
(CTLs) spécifiques des antigènes naïfs dans les ganglions lymphatiques. Plusieurs études ont démontré que 
les DCs isolées des ganglions lymphatiques, drainant le site de l’infection par le VHS, peuvent stimuler 
efficacement les réponses des lymphocytes T spécifiques au virus (324-326). Par toutes leurs activités, les DCs 
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sont au centre de la coordination des réponses immunitaires innées et adaptatives aux infections primaires à 
VHS. (Figure 20) 

 

Figure 20 : Actions des cellules dendritiques au cours de la réponse immunitaire. 
Adapté de (327) : À la suite de l’absorption de l’antigène viral, les sous-ensembles de DCs myéloïdes 

et plasmacytoïdes (mDC, pDC) migrent vers le tissu lymphoïde pour amorcer les lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

naïfs. De plus, les DCs activées produisent une gamme de cytokines, telles que IFN-a, IL-12 et IL-15, qui 

activent à leur tour les cellules NKs et influencent la survie et la différenciation des cellules T. En fonction du 
signal de cytokine, les cellules T CD4+ se différencient en cellules T CD4+ de type Th1 ou Th2. La sécrétion 

d’IFN-g à médiation Th1 stimule l’activation des cellules T CD8+ cytotoxiques (CTL) et la production d’IgG par 

les cellules B. La production de cytokines par les Th2 agit sur les cellules B pour simuler la production d’IgG, 
mais a également la capacité d’inhiber l’activation des cellules T de type Th1. Les anticorps spécifiques du virus 
peuvent neutraliser et prévenir la réinfection virale. Les cellules NKs et les CTLs inhibent la réplication virale par 

la sécrétion d’IFN-g ou la lyse de cellules infectées par le virus par la libération de molécules cytotoxiques 

(perforine, granzymes). De plus, les pDCs se caractérisent par leur capacité à produire de grandes quantités 
d’IFN de type I en réponse à de nombreux virus et, par conséquent, à produire une première vague importante 

d’IFN-a, qui non seulement inhibe la réplication virale, mais constitue également un puissant activateur pour la 

cytotoxicité menée par les NKs.  
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Il est maintenant bien établi que les cellules dendritiques sont constituées de plusieurs sous-groupes 
dont le phénotype et la fonction diffèrent (328, 329). Les organes non lymphoïdes contiennent au moins deux 
types de DCs conventionnelles (cDCs) caractérisés par l’expression de CD11b ou de CD103 (330, 331). Ces 
cDCs sont dans les tissus périphériques non lymphoïdes et ont la capacité de quitter le tissu d’origine, de 
pénétrer dans les vaisseaux lymphatiques et de migrer vers les ganglions lymphatiques locaux. Ces DCs sont 
souvent appelées DCs migratoires. Mis à part les DCs migratoires, les organes lymphoïdes contiennent 
également une population distincte de DCs résidantes localement. Le sous-ensemble CD11blow contient des 

DCs CD8-a chez les souris et chez les humains (332). Seules les DCs migratoires collectent des antigènes 

dans les tissus non lymphoïdes. Les DCs résidantes ont accès aux antigènes présents dans le tissu lymphoïde 
particulier qu’elles occupent. Les DC plasmacytoïdes diffèrent sensiblement des DCs migratoires et résidantes. 
En plus des cDCs et pDCs, l’inflammation peut également conduire à la différenciation in situ des 
monocytes CCR2+ Ly6Chi en DCs inflammatoires ou dérivées de monocytes (moDCs) à la fois dans la périphérie 
et les organes lymphoïdes (333) (Figure 21). 

 

Figure 21 : Les différents sous-types de cellules dendritiques 
Adapté de (334) : Les sous-ensembles de DC chez l’homme et la souris peuvent être alignés en quatre 

sous-ensembles principaux, quelle que soit leur localisation dans les tissus lymphoïdes secondaires ou dans le 

parenchyme d’organes non lymphoïdes. Ils correspondent aux CD103+/CD8-a cDCs, CD11b+ cDCs, pDCs et 

moDCs.  
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Les lymphocytes T jouent un rôle central dans l’immunité adaptative cellulaire de l’hôte contre de 
nombreux agents pathogènes intracellulaires dont les virus (335). Les cytokines produites par les DCs vont 
permettre la différenciation des lymphocytes T CD4 immature (Th0) en lymphocytes Th1 et Th2. Lors d’une 
infection, les cellules T CD4 sont les premières à infiltrer le site de lésions, suivies par les cellules T CD8 

permettant ainsi l’élimination du virus. La réponse cellulaire débute quand une cellule CD4 reconnaît un CMH-
II sur une CPA. À la suite de cette reconnaissance, les cellules CD4 Th1 vont synthétiser des cytokines comme 

le TNF, l’IFN-g, l’IL-2 et l’IL-12 qui à leur tour vont activer plusieurs cellules comprenant les cellules T CD8. Les 

cellules T CD8 naïves peuvent se différencier en CTLs (Tc)1, Tc2 ou Tc17 (336, 337). Au cours de l’infection 
virale, la réponse immunitaire des lymphocytes T CD8 est divisée en trois phases caractéristiques : l’activation 
initiale et l’expansion, une phase de contraction et l’établissement et le maintien de la mémoire (338). Au cours 
de la phase aiguë de l’infection virale chez l’homme, les réponses immunitaires robustes des cellules T CD8 ont 
également été observées (339). Lors d’une stimulation antigénique, les expressions des granzymes et de la 
perforine sont régulées à la hausse par les lymphocytes T CD8, puis ces cellules deviennent cytolytiques et 
acquièrent la capacité d’entrer dans les tissus non lymphoïdes (338, 340, 341). Les lymphocytes T CD8 

secrètent également l’IFN-g en réponse à l’infection virale. L’IFN-g favorise la présentation des antigènes aux 

lymphocytes T CD8. En effet, la présence de cette cytokine permet un meilleur chargement des peptides viraux 
dans le CMH-I, ce qui soutient la réponse immunitaire par une présentation antigénique plus robuste et inhibe 
l’infection virale (342). Ces lymphocytes T CD8 sont fortement engagés dans la réponse immunitaire adaptative 
lors d’infection au VHS-1 (343). Cependant, la résistance naturelle des souris C57BL/6 lors de l’HSE serait le 
résultat d’une redondance du système immunitaire. C’est-à-dire que la déplétion d’une seule population 
immunitaire ne permet pas la dissémination du virus dans le SNC (308). Cependant, la participation des 

lymphocytes T CD8 producteurs d’IFN-g au niveau du SNC serait essentielle dans la réponse immunitaire lors 

de l’HSE (282).  

De plus, les cellules T sont les principaux fournisseurs d’aide pour le développement d’anticorps par 
les lymphocytes B. Les lymphocytes B sont les cellules sécrétrices d’anticorps neutralisants, participant à 
l’immunité adaptative humorale. L’infection par le VHS conduit à une forte production d’anticorps qui sont 
principalement dirigés contre les glycoprotéines de surface. En effet, les premiers anticorps synthétisés après 
l’infection sont dirigés contre les protéines gB, gC, gD, gE, gG-1, gG2, IPC4 et des protéines de structures (344). 
Les premiers anticorps synthétisés sont des IgM suivis par des IgG et des IgA. Les IgG vont être présents chez 
l’hôte à vie. Cette présence d’anticorps peut servir à des fins diagnostiques, permettant même de faire la 
différence entre le VHS-1 et le VHS-2. La réponse humorale par les lymphocytes B peut être supportée par les 
lymphocytes Th2 qui synthétisent des cytokines, dont l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-10. Le rôle des lymphocytes B dans 
l’immunité anti-VHS est encore controversé. Une meilleure compréhension de leur rôle est nécessaire (345).  
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III.5 La neuroinflammation 

La réponse inflammatoire aiguë est généralement bénéfique pour neutraliser les menaces potentielles 
pour le système nerveux central en minimisant les dommages cellulaires (346). Cependant, une réponse 
neuroinflammatoire de longue durée peut être préjudiciable et conduire à une lésion neuronale et à une 
neurodégénérescence via une accumulation soutenue de médiateurs neurotoxiques pro-inflammatoires. 
Lorsque l’inflammation aiguë ne produit pas de résolution et de réparation et ne cesse pas ensuite dans un laps 
de temps relativement court, l’inflammation devient chronique et souvent pathologique (347). La réponse 
inflammatoire réparatrice, autrefois protectrice, entre dans un cycle destructeur qui perpétue les dommages 
provoqués par le déclencheur initial. Le terme neuroinflammation désigne généralement une inflammation 
chronique du SNC. Les microglies sont les premières cellules à participer à la neuroinflammation. Le 
dérèglement ou la suractivation de la microglie et l’inflammation chronique prolongée et non résolue qui en 
résulte ont des conséquences neurotoxiques pouvant entraîner la mort des neurones et des cellules gliales. 
L’accumulation de microglies activées, connue sous le nom de microgliose (348), résulte soit d’une suractivation 
directe due à des stimuli neurotoxiques, soit d’une réaction à des lésions neuronales. (Figure 22)  

 

Figure 22 : Activation de la microglie dans la neuroinflammation et la neurodégénérescence 
Adapté de (94) : Les microglies au repos sont activées lors de l’exposition à une variété de stimuli du 

SNC. Lors de l’activation, la microglie déclenche la libération de médiateurs pro-inflammatoires. À la suite de la 
libération de médiateurs pro-inflammatoires, ce processus est rapidement amplifié via l’activation 
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supplémentaire des microglies, entraînant une réponse inflammatoire aiguë pouvant être bénéfique pour le 
SNC. La réponse inflammatoire prolongée et non résolue conduit à une inflammation chronique destructrice 
(neuroinflammation) entraînant la mort neuronale.  

 

Par ailleurs, il existe un rôle discutable des monocytes au cours de la neuroinflammation. En effet, dans 
plusieurs modèles de maladie du SNC, les monocytes inflammatoires Ly6Chi provoquent des dommages et une 
destruction importante dans le cerveau, contribuant directement à la morbidité et à la mortalité. Dans le cas des 
maladies encéphaliques, des études menées utilisant le « West Nile virus » (WNV) ainsi que d’autres utilisant 
le « Theilers’s encephalomyelitis virus » (TMEV) ont montré que les monocytes Ly6Chi sont recrutés dans le 
cerveau infecté où ils contribuent de manière significative à l’immunopathogénèse de la maladie. L’inhibition de 
la migration des monocytes inflammatoires dans le cerveau infecté par le WNV ou le TMEV peut réduire 
considérablement la morbidité et la mortalité (349, 350), alors qu’un défaut de recrutement des monocytes 
inflammatoires, amené par la déficience hématopoïétique en CCR2, est responsable d’une mortalité accrue lors 
de l’encéphalite herpétique expérimentale (351). Cependant, l’abrogation de la migration des monocytes dans 
le système nerveux central au cours de l’encéphalite au « mouse hepatitis virus » (MHV) entraîne l’apparition 
tardive de la maladie démyélinisante (352). Les voies précises par lesquelles les monocytes inflammatoires 
contribuent à la pathologie font encore l’objet de recherches approfondies.  

D’autre part, le TNF est cytotoxique et entraîne la démyélinisation des oligodendrocytes (353). La 
surexpression de l’IL-6 chez les souris transgéniques entraîne une augmentation de la maladie neurologique en 
corrélation avec le niveau de cette cytokine (354). De plus, l’infection par le VHS-1 entraîne une régulation à la 
hausse des ROS (355), de l’oxyde nitrique synthase induite (iNOS) et de l’hème oxygénase, causant ainsi des 
dommages oxydatifs au tissu cérébral (356). Cependant, il est clair que la différenciation en cellules effectrices 
telles que les macrophages et les DCs joue un rôle important. Une fois différenciées, ces cellules sont des 
productrices importantes d’oxyde nitrique (NO), de MMPs et d’autres facteurs connus pour aboutir à la 
destruction tissulaire, à la dégradation de la BHE et aux dommages neuronaux. Par ailleurs, le dérèglement des 
cytokines et des chimiokines est un élément central du développement de la neuroinflammation, de la 
neurodégénérescence et de la démyélinisation dans le système nerveux central et périphérique (Figure 23). 
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Figure 23 : Processus neuroinflammatoires.  
Adapté de (357) : Les affections neuro-inflammatoires classiquement définies, telles que celles 

observées dans les maladies démyélinisantes inflammatoires (par exemple, la sclérose en plaques) et les 
infections (encéphalite bactérienne et virale) sont caractérisées par une invasion des leucocytes par le 
parenchyme du système nerveux central et une perte importante d’intégrité de la barrière hématoencéphalique. 
Ici, les lymphocytes et les cellules myéloïdes sont les principaux médiateurs des lésions tissulaires et délivrent 
des cytokines au tissu, alimentant ainsi la cascade inflammatoire. L’interleukine-1 β (IL-1β) et l’IL-6 peuvent être 
détectées par toutes les cellules du système nerveux central inflammé et jouent un rôle central dans le processus 
inflammatoire. 

 

IV Nouvelles approches thérapeutiques 

IV.1 Les vaccins préventifs et thérapeutiques  

La vaccination reste la méthode idéale pour la prévention des maladies virales. Cependant, la 
prévention des infections causées par le VHS pose des défis uniques en raison des récurrences de la maladie 
en présence de réponses immunitaires à médiation humorale et cellulaire. Néanmoins, une protection contre 
une maladie potentiellement mortelle peut être obtenue dans des modèles animaux avec des vaccins 
glycoprotéiques avirulents, inactivés ou sous-unitaires. De nombreuses stratégies ont été mises en place pour 
trouver un vaccin candidat : (a) virus inactivé ou tué (b) vaccins sous-unitaires (c) vaccins vivants (d) les virus 
recombinants et (e) les « virus like particles » (VLP) (358).  
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Les premiers vaccins inactivés ont été fabriqués à partir de tissus provenant d’animaux infectés et 
traités au phénol. En raison du risque de démyélinisation associé à l’administration de protéines d’animaux, ces 
vaccins ont été peu étudiés (1). L’utilisation de virus purifié inactivé a permis de mettre en évidence que malgré 
des inoculations répétées, les titres d’anticorps restent inchangés chez la plupart des patients ou ont seulement 
montré de légères augmentations. Il existe plusieurs vaccins vivants atténués ou présentant des défauts de 
réplication. Un vaccin contre le VHS-2 (HSV529) défectueux pour la réplication est entré dans les essais de 
phase I pour des indications à la fois préventives et thérapeutiques. Un virus vivant atténué pour gD2 a prévenu 
des maladies cutanées, neuronales et vaginales chez la souris, et constitue également la première construction 
vaccinale permettant d’éliminer la latence dans les ganglions de la racine dorsale (359). Plus récemment, un 
virus VHS-1 KOS-NA présentant des mutations pour ICP6 a été identifié et montre une neuro-atténuation 
significative. Le virus KOS-NA pourrait être le fondement d’un vaccin prophylactique efficace pour prévenir ou 
limiter les maladies oculaires dues au VHS-1 (360). Par ailleurs, la construction d’un vaccin à ADN avec une 
délétion complète du gène UL18 du génome du VHS-1 pouvant induire une réponse immunitaire efficace a été 
réalisée (361). D’autre part, GEN-003 est un nouveau vaccin thérapeutique composé d’un mutant 
transmembranaire par délétion de la glycoprotéine D, d’un grand fragment d’ICP4.2 et de la protéine matricielle-
M2, avec un adjuvant dérivé de saponine (Novavax, Gaithersburg, MD). Un essai clinique avec ce vaccin a 
démontré que la réduction de l’excrétion virale du VHS-2 et du taux de lésion est durable pendant 12 mois sans 
aucun effet indésirable grave notable (362). 

L’immunogénicité des glycoprotéines gD et gB de l’enveloppe a été démontrée chez les animaux. 
Cependant, la prédictivité de ces modèles pour les études humaines est décevante. L’essai clinique le plus 
important d’un vaccin sous-unitaire contre le VHS, Herpevac, utilisant de la glycoprotéine D-2 (gD2) n’a pas 
montré d’efficacité contre la maladie à VHS-2. Cependant, le vaccin prévient l’infection génitale à VHS-1 
(efficacité du vaccin = 58 %) (363). Les vaccins préventifs de deuxième génération peuvent avoir besoin de 
stimuler des titres d’anticorps neutralisants plus élevés ou d’induire d’autres réponses immunitaires pour une 
protection plus complète contre le VHS-1 ou le VHS-2. De plus, le nombre d’épitopes reconnus par le sérum 
immun de cobaye est en corrélation avec la protection contre les lésions génitales. Par ailleurs, en faisant une 
étude rétrospective de l’essai clinique de phase II Herpevac, les auteurs montrent que les humains produisent 
des anticorps qui bloquent significativement moins d’épitopes cruciaux de la glycoprotéine gD2 que les cobayes, 
et que les réponses en anticorps pour certains épitopes linéaires sont pratiquement absentes (359).  

Pendant des décennies, les vaccins à virus vivants ont été considérés comme les plus susceptibles de 
fournir un niveau de protection élevé, comme c’est le cas pour la rougeole, les oreillons et la rubéole. Ces 
vaccins nécessitent habituellement de plus petites quantités d’antigènes et, par conséquent, sont plus 
économiques. Plusieurs approches de vaccins à virus vivant ont été tentées, y compris des mutants du VHS, 
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des virus herpès hétérologues, des antigènes exprimés dans des vecteurs viraux non VHS et des virus 
génétiquement modifiés. 

La technologie actuelle permet la construction de VHS recombinants comme vaccins prototypes. Ces 
vaccins ont été conçus pour être atténués afin de ne pas provoquer de maladie primaire ou ne pas réactiver et 
être capable de protéger contre la maladie causée par le VHS-1 ou le VHS-2. Une hypothèse actuelle propose 
qu’un vaccin induisant une réplication vigoureuse d’un agent pathogène puisse être critique pour déclencher la 
réponse immunitaire la plus puissante et la plus équilibrée possible. Par conséquent, il convient d’éviter toute 
atténuation/inactivation (comme dans les vaccins conventionnels). Au lieu de cela, la sécurité nécessaire est 
assurée en plaçant la réplication de l’agent pathogène sous un contrôle rigoureux et en activant une réplication 
limitée dans le temps de l’agent pathogène strictement dans une région d’administration dans laquelle la 
pathologie ne peut pas se développer (364). Par ailleurs, des résultats indiquent que l’inclusion du peptide TpD 
auxiliaire de cellules T CD4 dans le vaccin sous-unitaire gD de VHS-2 peut induire une immunité protectrice à 
long terme, fournissant des informations pour une conception rationnelle de vaccins contre les VHS (365). 

Enfin, d’autres stratégies vaccinales telles que des préparations à base de VLPs et des lipopeptides 
sont prometteuses, mais peu d’entre elles ont été approuvées pour un usage chez l’humain (358, 366).  

À mesure que l’épidémiologie de l’herpès génital évolue, il est reconnu que les candidats vaccins 
doivent inclure des épitopes immunodominants de cellules T, à réactivité croisée VHS-1/-2, ainsi que des 
épitopes d’anticorps neutralisants pour les deux types. Une connaissance accrue des voies naturelles de 
l’immunité innée et adaptative à l’herpès primaire permettra d’éclairer les principales exigences à respecter dans 
un vaccin. En particulier, il est nécessaire de définir les sous-ensembles de DCs spécifiques à cibler (de la peau 
et/ou des muqueuses) afin de stimuler les réponses effectrices appropriées, y compris les lymphocytes T CD8 
cutanés/muqueux en plus des lymphocytes T CD4 et des anticorps neutralisants (lymphocytes B). En outre, il 
est nécessaire de définir des adjuvants qui activent spécifiquement ces DCs afin d’optimiser ces réponses. 
Enfin, le recrutement et l’activation d’autres cellules innées critiques, telles que les cellules NKs, doivent 
également être pris en compte lors de la sélection des adjuvants (366).  

IV.2 Les nouveaux composés ayant une activité antivirale 

En l’absence de vaccins préventifs efficaces, et avec l’augmentation des souches de VHS résistantes 
aux antiviraux, il existe un besoin critique de développer de nouveaux traitements anti-herpétiques. Au cours 
des dernières années, de nombreux composés ont été étudiés.  
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IV.2.1 Les nouveaux composés antiviraux 

L’aménamevir (ou ASP2151), initialement découvert et développé par Astellas, est un inhibiteur du 
complexe hélicase-primase contenant de l’oxadiazolylphényle ayant une activité à la fois contre le VHS et le 
virus varicelle-zona (VVZ). Dans une étude de phase II, l’efficacité de l’aménamevir était comparable à celle du 
valacyclovir administré, le délai de guérison des lésions ayant été réduit d’un à deux jours (367). Les résultats 
indésirables d’un essai clinique ont conduit Astellas à suspendre le développement, mais le développement 
clinique a été repris entre-temps par Maruho Co., Ltd. au Japon chez des patients présentant des lésions 
orofaciales ou génitales multiples (étude de phase III). Cette étude est complétée, mais les résultats ne semblent 
pas disponibles (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02209324). Par ailleurs, Maruho Co., Ltd. a également 
réalisé une étude clinique de phase III chez des patients présentant un zona. Cette étude révèle une efficacité 
de l’aménamevir identique à celle du VACV ainsi qu’une bonne tolérance de la molécule (368). Il est 
actuellement commercialisé au Japon sous forme de comprimés oraux.  

Le pritélivir (PTV [BAY57-1293]) a été découvert par Bayer et est actuellement en développement 
clinique par AiCuris. Il a démontré une activité supérieure à l’ACV dans un modèle d’infection disséminée chez 
la souris et le rat (369-371), d’herpès génital chez le cochon d’Inde (372) et d’infection oculaire chez le lapin et 
la souris (373). De plus, deux études de phase II ont été réalisées. Ces études montrent une réduction de 
l’excrétion virale de 90 % et de la durée des lésions herpétiques (374) ainsi qu’une meilleure efficacité que le 
VACV pour diminuer le taux d’excrétion du virus et le taux de lésions herpétiques (375, 376). Par ailleurs, une 
étude récente a révélé un effet antiviral du PTV lors de l’encéphalite herpétique expérimentale chez la souris. 
Dans cette étude, le PTV a démontré une activité antivirale in vivo contre le VHS-1, y compris les souches 
résistantes à l’ACV, lorsque le traitement était retardé de 72 h après l’inoculation virale (377).  

Par ailleurs, une étude présente le SC93305 en tant que nouvelle substance antivirale puissante, très 
efficace non seulement contre différentes souches de VHS-1, mais également contre des souches 
multirésistantes de VHS-1. Le SC93305 présente une activité antivirale sans interférer avec l’activation de 
cellules immunitaires spécifiques. L’étude rapporte que le SC93305 n’affecte pas la fonction biologique des 
cellules dendritiques pour induire des réponses immunitaires antivirales ni la stimulation des cellules T et la 
libération de cytokines inflammatoires (378). 

IV.2.2 Les molécules dérivées de plantes 

Depuis plusieurs années, de nombreuses études analysent la possibilité de créer de nouveaux 
médicaments antiviraux à partir de plantes médicinales présentant un potentiel élevé pour le traitement des 
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infections herpétiques. Les essences végétales et leurs huiles sont utilisées en médecine traditionnelle et 
possèdent de nombreuses molécules telles que phénoliques, flavonoïdes, alcaloïdes, saponines, esteroïdes, 
glycosides et tanins, qui peuvent être utilisées pour le traitement de maladies infectieuses. Par exemple, le thé 
noir qui est dérivé des feuilles de Camellia sinensis, est riche en polyphénols de théaflavine, en particulier la 
théaflavine (TF) 1, le théaflavine-3-monogallate (TF2A), la théaflavine-30-monogallate (TF2B) et la théaflavine-
3,30 digallates (TF3). Ces théaflavines présentent un effet anti-VHS-1 dépendant de la dose (379). Par ailleurs, 
des extraits ou des huiles essentielles de E. caesia (380), R. officinalis (381), A. arborescens (382), 
Chamaecyparis obtusa (383), Tripterygium hypoglaucum (384), Z. multiflora, A. kermanensis et S. hotensis L 

(385) ont montré in vitro une activité antivirale contre VHS-1 et/ou -2. De plus, les proanthocyanidines de type 
A purifiées (PACs-A) contenues dans un extrait de canneberge (Oximacro®) ont la capacité d’inhiber la 
réplication in vitro du VHS-1 en empêchant l’adsorption du VHS-1 sur les cellules cibles. D’autre part, une étude 
a démontré que le PHA76749 (1,5,6,7-Tetrahydro-2-(4-pyridinyl)-4H-pyrrolo[3,2-c]pyridin-4-one hydrochloride), 
rapporté comme un médicament antitumoral, bloque efficacement la réplication virale du VHS-1. Ainsi, 
PHA767491 pourrait être un agent prometteur pour le développement d’un nouveau traitement anti-VHS (386).  

IV.3 Les stratégies immunomodulatrices 

Une réponse immunitaire saine avec une expression et une résolution optimale du processus 
inflammatoire est une clé de voûte pour une bonne santé, mais un système immunitaire constamment actif avec 
une inflammation chronique peut entraîner de nombreuses affections problématiques nécessitant des 
interventions thérapeutiques (387). 

L’IFN-b possède un large spectre antiviral et est nécessaire pour contrôler une infection par l’un des 

VHS. L’IFN-b, en combinaison avec l’ACV, exerce un effet inhibiteur synergique sur l’infection au VHS-1 (388, 

389), de manière dépendante des lymphocytes T (390). Cependant, des études cliniques doivent être réalisées 

afin de déterminer les modalités de combinaison de traitements (jour d’administration de l’IFN-b, dose).  

Plusieurs agonistes synthétiques de différents TLRs ont été testés chez l’humain et ont été très bien 
tolérés (391, 392). La modulation de la réponse immunitaire par les agonistes ou les antagonistes des TLRs 
administrés avant ou après l’infection des souris, respectivement, améliore l’évolution de l’encéphalite 
herpétique (128, 140). 

Parmi les molécules inflammatoires ayant un rôle néfaste potentiel au cours de l’infection à VHS, l’IL-1b, 

l’IL-6, le TNF, le NO et les ROS ont été les plus rapportés in vitro et in vivo. Plusieurs études ont donc analysé 
l’action d’inhibiteurs, notamment des inhibiteurs d’iNOS et de TNF (393-395). Parmi celles-ci, la N-nitro-L-
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arginine (L-NA) (394), la S-Methyl-Isothiouré (SMT) (395) et plusieurs molécules anti-TNF (396, 397) ont un 
effet anti-inflammatoire bénéfique au cours de l’infection au VHS. Bien que ces molécules montrent un potentiel 
certain sur le traitement des infections au VHS, l’administration doit se faire avec précaution. En effet, plusieurs 
cas d’infection du SNC à VHS ont été rapportés chez des patients traités par des anti-inflammatoires et la moitié 
présentait une HSE (398, 399).  

IV.3.1 Les dérivés de l’artémisinine 

L’artémisinine est une substance active extraite de la plante « Artemisia annua L. » dont la vertu 
médicinale est connue en Chine depuis plus de 2 000 ans. Il s’agit d’une lactone sesquiterpénique portant un 
groupe peroxyde responsable de son efficacité thérapeutique. Afin d’améliorer la solubilité et les propriétés 
pharmacocinétiques de l’artéminisine, une large gamme d’artémisinines semi-synthétiques et synthétiques a 
été développée (l’artééther, la dihydroartémisinine, l’acide artélinique et l’artésunate [ART]) (400). Ces études 
représentent une percée dans la découverte de l’artémisinine (401) qui a valu au Dre Youyou Tu, le prix Nobel 
de Médecine en 2015. 

Des données suggèrent que les artémisinines peuvent également moduler différents éléments du 
système immunitaire (402). Il a été montré des effets immunomodulateurs des artémisinines sur les cellules 
immunitaires, y compris les neutrophiles (403), les macrophages (404), les lymphocytes T (405, 406) et les 
lymphocytes B (407). Par ailleurs, il a été rapporté que l’artémisinine inhibe la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF et l’IL-6 d’une manière dose-dépendante. Ces effets sont probablement liés au 

blocage de l’activation de NF-kB par l’artémisinine (408-413). D’autres études ont démontré que l’artésunate 

exerce une activité immunomodulatrice en modulant les voies des TLR2 et TLR9 dans des modèles murins 
d’infections bactériennes (414, 415). L’artésunate a également montré un fort potentiel anti-inflammatoire en 

diminuant de manière dose-dépendante la production d’IL-1b, IL-6 et IL-8 dans des fibroblastes isolés de 

patients atteints d’arthrite rhumatoïde comme les synoviocytes stimulées par le TNF. L’artésunate permet 

également le blocage de NF-kB et l’inhibition de la voie de signalisation « phosphoinositide 3-kinase »/« protein 

kinase B » (PI3K/Akt) (416). 

Par ailleurs, l’artésunate a également été rapporté comme étant efficace contre les infections 
multirésistantes causées par le VHS-2 chez des receveurs de cellules souches hématopoïétiques (417).  

IV.3.2 La rapamycine  

La rapamycine (RAPA) a été découverte en 1964. Elle a été isolée à partir d’échantillons de plantes 
provenant de l’île de Pâques. Son nom lui a été donné en référence au nom indigène de l’île de Pâque : « Rapa 
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Nui ». Elle a été utilisée comme antifongique, mais étant donné ses caractéristiques immunosuppressives, elle 
a été mise de côté. C’est en 1987 que la rapamycine a de nouveau été étudiée. En effet, elle possède une 
composition chimique similaire à celle du tacrolimus, qui avec la cyclosporine, est à l’origine d’une innovation 
dans le domaine de la transplantation d’organes. La rapamycine a ensuite été commercialisée en 1999 sous le 
nom de Rapamune® (sirolimus). La rapamycine pourrait agir sur les voies de signalisation dépendante de 
« mammalian TOR » (mTOR). L’ARNm de mTOR est exprimé de manière ubiquitaire dans la plupart des types 
cellulaires et des tissus. MTOR est le centre catalytique de deux complexes protéiques nommés « mammalian 

target of rapamycin complex » (mTORC) 1 et mTORC2 (418).  

La rapamycine peut bloquer la sécrétion d’IFN-a en réponse à la stimulation par les ligands de TLR4, 

TLR7 et TLR9, mais pas en réponse à la stimulation de TLR3 (419). Par ailleurs, l’équipe de Zhao a montré que 
la rapamycine peut moduler la voie de signalisation cellulaire passant par TLR3 (420). Dans cette étude, les 
auteurs montrent que la signalisation via mTOR est indispensable et joue un rôle important dans la modulation 
de la réponse stimulée par le TLR3 par des mécanismes directs et indirects (Figure 20).  

 

Figure 24 : La régulation de la voie mTOR activée par TLR3 
Adapté de (420). La stimulation du TLR3 par le poly (I : C) conduit à l’activation de PI3K. L’activation de PI3K 
par le TLR3 recrute Akt. L’Akt est ensuite activé par phosphorylation de la Ser473 par la PI3K. La PI3K/Akt 
activée phosphoryle la Ser2448 de mTOR. MTOR phosphorylé contrôle l’activation de JNK sur la 

thréonine183/tyrosine185 et NF-kB via IkKa pour induire des cytokines pro-inflammatoires et la 
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phosphorylation de la Ser396 de IRF3 pour induire la production de l’IFN-b dans les kératinocytes. La 

rapamycine inhibe l’activité de mTor. 

 

D’autre part, la rapamycine agit en inhibant l’expansion clonale des lymphocytes T stimulés par les 
cytokines (Figure 21) (421, 422). Dans des modèles murins de kératite herpétique, la rapamycine réduit la 
gravité des lésions en diminuant la réponse inflammatoire (423). 

 

Figure 25 : Effet de la rapamycine sur les lymphocytes T et les pDCs 
 Adapté de (421) : La rapamycine permet la suppression de l’expansion clonale des lymphocytes T 
effecteurs, la différenciation des lymphocytes T régulateurs. Elle permet également la diminution de la réponse 
antivirale par les pDCs, notamment par la diminution de la production des interférons de type I, et la diminution 
de la phosphorylation et la translocation nucléaire d’IRF7. 
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V Hypothèse et Objectifs de recherche 

V.1 Hypothèse et Objectifs 

Malgré un traitement antiviral puissant, l’issue clinique de l’HSE reste médiocre (47). En effet, 
l’encéphalite herpétique cause des symptômes sévères et laisse des séquelles neurologiques permanentes 
chez une grande partie des patients atteints (47, 424). La réponse immunitaire cérébrale qui se développe au 
cours de l’encéphalite herpétique est importante pour la survie ainsi que pour le contrôle de la réplication virale. 
D’autre part, des études réalisées autant chez des modèles animaux que chez l’humain suggèrent qu’une 
neuroinflammation délétère participerait aux dommages cérébraux en plus de ceux causés par la réplication du 
virus (54, 283, 425).  

La réponse immunitaire à la suite de l’infection du SNC par les VHS-1 est activée par les microglies qui 
sont la première ligne de défense. Ces cellules exercent des fonctions phagocytaires et produisent des 

médiateurs inflammatoires tels que CCL2, TNF, CCL5, IL-1b, IL-6 et les IFNs de type I (426). Une réponse 

interféron de type I rapide a été révélé dans la résistance naturelle des souris C57BL/6 à l’HSE (436). À cet 
égard, la déficience dans la réponse IFN amène une susceptibilité accrue à l’HSE aussi bien chez l’homme que 
chez les souris (437). La réponse interféron de type I est mise en place lors de la reconnaissance du virus par 
différents PRRs. La détection du VHS-1 par ces PRRs déclenche des voies de signalisation et l’activation des 

facteurs de transcription comme NK-kB et plusieurs membres de la famille des IRF tels que IRF3, IRF7 (438). 

L’activation de ces facteurs de transcription permet la production de cytokines pro-inflammatoires et des 
interférons de type I (439). D’autres parts, en réponse à l’infection virale, l’infiltration des leucocytes 
périphériques dans le SNC est considérée comme la signature d’une inflammation cérébrale, comme c’est le 
cas au cours de l’HSE. L’infiltration de ces cellules peut avoir un effet protecteur en contrôlant l’infection virale. 
Au contraire, une infiltration non contrôlée de cellules immunitaires périphériques pourrait participer aux 
dommages cérébraux et aggraver la pathologie, comme cela a été suggéré dans plusieurs cas de maladies 
reliées à des troubles neurologiques (356, 427). Les connaissances accumulées sur la réponse immunitaire 
cérébrale innée au cours de l’HSE ont été acquises par l’utilisation de différents modèles murins. Depuis le 
premier indice, en 1975, d’une différence de susceptibilité à l’infection par le VHS-1 chez différentes souches 
de souris, de nombreuses études ont été réalisées afin d’identifier les facteurs participants à cette différence 
(428). La grande majorité de ces études ont été réalisées chez les souris C57BL/6 résistantes à l’infection. La 
résistance naturelle des C57BL/6 inclue de multiples loci en relation avec les cellules NKs (283, 429-431). 
Cependant, d’autres cellules immunitaires comme les DCs, les macrophages, les lymphocytes T et les 
lymphocytes B sont importantes lors de la réponse contre le VHS-1 (425, 432, 433). D’un autre côté, des études 
chez les souris BALB/c ont montré une sensibilité accrue à l’infection par le VHS-1 (283). Bien que cela ne soit 



 

 66 

pas complètement démontré, il est proposé que l’infiltration de cellules immunitaires périphériques soit délétère 
et exacerbe la maladie chez les souris BALB/c (68, 283, 434, 435).  

La réponse immunitaire cérébrale innée aurait donc des effets contradictoires au cours de l’encéphalite 
herpétique. D’un côté, il est essentiel de contrôler la réplication et la dissémination du VHS dans le SNC au 
début de l’infection, notamment par la réponse interféron. Mais de l’autre, la réponse immunitaire cérébrale 
innée pourrait également entraîner une réponse neuroinflammatoire chronique pouvant devenir préjudiciable.  

La neuroinflammation semble être une composante importante de l’encéphalite herpétique. En effet, 
les patients atteints d’une HSE ont un taux élevé de cytokines pro-inflammatoires retrouvées dans le LCR à 
différents stades de la maladie (55). Par ailleurs, dans certains cas d’HSE, il y a une déviation de la ligne médiale 
secondaire à un œdème cérébral, relié à une forte inflammation. Dans ces cas-là, des anti-inflammatoires sont 
administrés en complément de la thérapie antivirale. À cet égard, une corticothérapie adjuvante est suggérée 
comme permettant une amélioration du pronostic de la maladie (63, 64). De plus, des traitements combinés 
entre le VACV et des molécules anti-inflammatoires (glucocorticoïdes, anti-TNF) ont montré un effet bénéfique 
sur le pronostic de l’encéphalite herpétique expérimentale comparativement au traitement antiviral seul (68, 
397). Par ailleurs, plusieurs études animales ont démontré le rôle très important de la réponse immunitaire innée 
développée au cours de l’encéphalite herpétique via les TLRs, notamment les TLR2, TLR3 et TLR9. En ce sens, 
nous avons démontré au laboratoire en utilisant un modèle d’infection par le VHS-1 chez les souris sensibles 
BALB/c, l’efficacité thérapeutique de l’administration retardée d’un antagoniste du TLR9 à la journée 3 post-
infection permettant ainsi d’augmenter le taux de survie des souris (140) et indiquant que la réponse immunitaire 
cérébrale innée doit être contrôlée plus tardivement au cours de l’infection pour éviter tout excès d’inflammation 
qui pourrait exercer un impact négatif chez la souris sensible BALB/c. 

Ces données marquent l’importance de développer des thérapies afin de moduler la réponse 
neuroinflammatoire qui se développe au cours de l’infection. Combiner un traitement immunomodulateur à des 
agents antiviraux serait une stratégie intéressante. Pour cela, une meilleure compréhension des mécanismes 
immunitaires participants au contrôle de la réplication virale et la neuroinflammation lors de l’encéphalite 
herpétique est nécessaire. 

En dépit des connaissances accumulées sur la pathogenèse de l’encéphalite herpétique, des 
interrogations restent en suspens quant aux mécanismes par lesquels l’infection au SNC cause la mortalité. Est-
ce que la réaction inflammatoire cérébrale serait exagérée et/ou incontrôlée et au cœur de la sensibilité à 
l’encéphalite herpétique ?  
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Ce projet de doctorat vise principalement à comprendre quelles sont les composantes de la réponse 
immunitaire cérébrale innée participantes au contrôle et à l’exacerbation de l’HSE expérimentale.  

Mon hypothèse de travail est qu’en plus d’une réplication virale non contrôlée, une infiltration des 
cellules immunitaires périphériques inadéquate, un défaut de la réponse interféron, passant par 
l’activation des facteurs de transcription IRF3 ou IRF7, ainsi qu’une neuroinflammation délétère, induite 
par la reconnaissance du virus par les TLR2 et/ou TLR9, participeraient au mauvais pronostic de 
l’encéphalite herpétique expérimentale. 

Afin de répondre à cette hypothèse, j’ai défini trois objectifs :  

- Démontrer que, comparativement aux souris naturellement résistantes C57BL/6, la sensibilité 
des souris BALB/c est associée à une infiltration altérée des cellules immunitaires périphériques et à une 
neuroinflammation. 

- Démontrer que la déficience en IRF3 ou en IRF7 engendre une sensibilité accrue des souris 
à l’infection intranasale par le VHS-1, associée à une altération de la production d’IFN de type I et à une 
neuroinflammation. 

- Démontrer que la neuroinflammation ayant lieu au cours de l’HSE expérimentale peut être 
diminuée par l’ajout d’un traitement immunomodulateur, agissant sur les voies de signalisation passant par les 
TLR2 et/ou TLR9, à la thérapie antivirale.  

Les résultats de ces trois objectifs de recherche sont présentés dans les chapitres I, II et III.  

V.2 Aperçu des résultats et contribution scientifique.  

Mes travaux de doctorat ont démontré un rôle très important de la cinétique de la réponse immunitaire 
cérébrale innée au cours de l’encéphalite herpétique. En effet, la résistance naturelle des souris C57BL/6 est 
associée non seulement à un contrôle de la réplication virale au sein du système nerveux, mais également à 
une réponse immunitaire rapide, soutenue et coordonnée. À cet égard, l’infiltration des monocytes 
inflammatoires, des cellules NK/NKT, des cDCs, et des pDCs a débuté très tôt après l’infection intranasale par 
le VHS-1. L’infiltration des monocytes inflammatoires a persisté au cours du temps et a été suivie par celle des 
lymphocytes T. Alors que chez les souris BALB/c, naturellement sensibles, en plus d’une réplication virale non 
contrôlée, l’infiltration des cellules immunitaires périphériques dans le SNC est retardée, de courte durée et non 
coordonnée. En effet, seule l’infiltration des monocytes inflammatoires et des lymphocytes T a lieu au cours de 
l’HSE expérimentale chez ces souris et ce, uniquement au pic de l’infection soit au jour 6 post-infection. Par 
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ailleurs, la réponse inflammatoire résultante est beaucoup plus importante chez les souris BALB/c sensibles que 
chez les souris C57BL/6 résistantes.  

De plus, les résultats obtenus grâce à l’utilisation des souris déficientes en IRF3 ou en IRF7 ont conforté 
l’importance de la cinétique d’intervention dans la réponse immunitaire cérébrale innée au cours de l’HSE 
expérimentale. En effet, cette étude m’a permis de démontrer qu’IRF3 et plus particulièrement IRF7 joue un rôle 
important pour orchestrer une réponse immunitaire cérébrale innée efficace précocement au cours de l’HSE 
expérimental. En ce sens, la susceptibilité accrue des souris déficientes en IRF3 ou en IRF7 est liée à des 
patrons de production des interférons de type I altérés (plus tardive) et une neuroinflammation excessive 
associée à une perte du contrôle de la réplication virale comparativement aux souris C57BL/6 sauvages.  

Enfin, l’importance de bloquer la neuroinflammation excessive existante lors de l’HSE a été démontrée 
par l’ajout d’ART ou de la RAPA au traitement antiviral dans le modèle d’encéphalite herpétique murin, mimant 
les situations cliniques du traitement antiviral non optimal. En particulier, l’ajout d’ART (agissant sur les voies de 
signalisation en aval des TLR2 et TLR9) au traitement antiviral VACV permet une diminution de l’inflammation 
chronique, sans effet antiviral, et l’amélioration du pronostic des souris, comparativement aux souris BALB/c 
sensibles traitées avec l’antiviral seul. 
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Chapitre I : La cinétique d’infiltration de cellules 

immunitaires périphériques et la réponse 

inflammatoire engendrée au niveau du système 

nerveux central participent à la différence de 

pronostic de l’encéphalite herpétique entre les 

souris résistantes C57BL/6 et les souris sensibles 

BALB/c. 

I Avant-propos 

Ce chapitre correspond à l’article intitulé « The Recruitment of Peripheral Blood Leukocytes to the Brain 

Is Delayed in Susceptible BALB/c Compared to Resistant C57BL/6 Mice during Herpes Simplex Virus 

Encephalitis » publié en 2019 dans « Journal of NeuroVirology » (PMID: 30758810, DOI : 10.1007/s13365-019-
00730-5). J’en suis la première auteure et l’article est présenté tel que publié. Dans le cadre de cet article, j’ai 

réalisé les expériences animales, les qPCR, l’évaluation des titres viraux, le dosage de l’IFN-b par ELISA et des 

autres cytokines et chimiokines par Luminex ainsi que les expériences de cytométrie en flux (FACS) que j’ai 
préalablement mises au point. J’ai également effectué l’analyse des résultats. Olus Uyar et Chantal Rhéaume 
m’ont supportée dans les expériences animales, notamment lors des prélèvements de cerveau. Olus a 
également pris une grande part dans la mise au point et la réalisation des expériences de FACS. Quant aux Dre 
Piret et Dr Boivin, ils ont supervisé le projet de recherche ainsi que coordonné et corrigé le manuscrit.  

II Résumé 

L’impact de la souche génétique de la souris sur la réponse immunitaire cérébrale au cours de 
l’encéphalite herpétique a été évalué chez des souris sensibles BALB/c et résistantes C57BL/6 
(symptomatiques et asymptomatiques). La charge virale, les titres infectieux, les taux de cytokines/chimiokines 
et l’infiltration des leucocytes périphériques ont été déterminés dans des homogénats cérébraux. La mortalité 
des souris BALB/c est supérieure à celles des animaux C57BL/6 et est associée à une charge virale, des titres 
infectieux ainsi que des taux de cytokines/chimiokines plus élevés par rapport aux animaux C57BL/6. D’autres 
parts, nos observations suggèrent qu’un recrutement rapide, soutenu et coordonné des leucocytes 
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périphériques dans le cerveau des souris C57BL/6 symptomatiques permet un contrôle efficace de la réplication 
virale et de la réponse inflammatoire. En revanche, l’infiltration retardée des cellules immunitaires chez les souris 
BALB/c est associée à une réponse inflammatoire exacerbée au cours de l’HSE. 
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Abstract 

The cerebral immune response induced by herpes simplex virus (HSV) encephalitis (HSE) was 
evaluated in susceptible BALB/c and resistant C57BL/6 mice. BALB/c and C57BL/6 (named C57BL/6-high) mice 
were respectively infected intranasally with 1x103 and 5x105 plaque forming units (PFUs) of HSV-1. C57BL/6 
mice (named C57BL/6-low) infected with a low inoculum (1x103 PFUs) of HSV-1 were tested in parallel. Mice 
were monitored for weight loss, sickness signs and survival for 21 days. The viral load, infectious titers, 
cytokine/chemokine levels and peripheral leukocyte infiltration were determined in brain homogenates on days 0 
(non-infected), 4, 6 and 8 post-infection (p.i.) by qPCR, plaque assay, ELISA/Luminex™ and flow cytometry, 
respectively. Our results showed that the mortality of BALB/c mice (67%) was higher compared to those of 
C57BL/6-low (0%; P≤0.01) and C57BL/6-high (20%; P≤0.05) animals. This higher mortality was associated with 
increased infectious titers and cytokine/chemokine levels in brains of BALB/c compared to C57BL/6 mice. 
Recruitment of inflammatory monocytes, dendritic cells, natural killer and natural killer T cells to the brain was 
higher in C57BL/6-high compared to BALB/c animals on day 4 p.i. Infiltration of inflammatory monocytes and T 
cells in brain of BALB/c mice was seen on day 6 p.i. Our data suggest that a rapid, sustained and coordinated 
recruitment of peripheral leukocytes to the brain of C57BL/6-high mice results in an effective control of viral 
replication and inflammation whereas the delayed infiltration of immune cells in brain of BALB/c mice was 
associated with an exacerbated inflammatory response during HSE. 
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Introduction 

Herpes simplex virus encephalitis (HSE) is the most common cause of lethal viral encephalitis in 
Western countries (Tyler 2004). In adults, herpes simplex virus (HSV) 1 is responsible of 90% of HSE cases 
(Rozenberg, Deback et al. 2011). In the absence of antiviral treatment, the mortality rate is estimated to be 70%. 
Despite early intravenous administration of acyclovir, the antiviral of choice for the treatment of HSE, the mortality 
rate is still close to 30% with 60% of survivors developing neurological sequelae (Kennedy and Steiner 2013, 
Tuppeny 2013). The pathogenesis of HSE remains incompletely understood. It is believed that the high mortality 
rate associated with this disease could involve both virally- and immune-mediated damage in the central nervous 
system (CNS) (Sergerie, Boivin et al. 2007, Lundberg, Ramakrishna et al. 2008, Conrady, Drevets et al. 2010, 
Canivet, Menasria et al. 2015, Piret and Boivin 2015). In this respect, HSE consists in a diffuse inflammatory 
process in brain parenchyma associated with signs of cerebral dysfunctions.  

Several factors, such as genetic immune deficiency and use of immunomodulatory drugs, are known 
to predispose individuals to HSE emphasizing the importance of a coordinated immune response to HSV-1. The 
immunological control of HSV-1 infection first involves the early innate response, which limits virus spread to 
target organs and subsequently orchestrates an effective adaptive immune response (Braciale and Hahn 2013). 
Components implicated in the innate immune response are phylogenetically acquired and exhibit host variability 
(Kimbrell and Beutler 2001). The first evidence of a difference in susceptibility of inbred mouse strains to HSV-
1 infection was reported by Lopez and colleagues in 1975 (Lopez 1975). In this study, the authors demonstrated 
that, after intraperitoneal infection, the inoculum of HSV-1 that was lethal for 50% (LD50) of BALB/c mice was 
1x103 plaque forming units (PFUs) whereas the LD50 for C57BL/6 animals was greater than 106 PFUs. BALB/c 
and C57BL/6 mice were thus respectively considered as moderately susceptible and resistant to HSV-1 
infection.  

It was first reported that a rapid interferon (IFN) response was implicated in resistance of C57BL/6 mice 
to HSV-1 infection (Zawatzky, Gresser et al. 1982). Further studies then demonstrated the inherited character 
of natural resistance of inbred mouse strains to lethal HSE as well as the role of various components of the 
innate immune response (Pepose and Whittum-Hudson 1987). Natural resistance to HSV-1 infection in inbred 
mouse strains is complex and likely involves multiple interacting loci (Lundberg, Ramakrishna et al. 2008). 
Indeed, resistance of C57BL/6 mice to lethal HSE was associated with three different loci that have been mapped 
to chromosome 6. These three distinct loci were shown to play specific roles in several steps of HSV-1 infection 
when studied in different experimental models using various mice and viral strains as well as routes of 
inoculation. The first identified resistance locus, named the herpes resistance locus (Hrl), was closely related to 
the tumor necrosis factor (TNF)-α p55 receptor (TNFR1) (Lundberg, Welander et al. 2003). However, later 
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studies demonstrated that TNF-/- mice were more susceptible to ocular infection with HSV-1 compared to p55-/- 
and wild type (WT) C57BL/6 counterparts (Lundberg, Welander et al. 2007). It was thus concluded that TNF-α 
was involved in resistance of C57BL/6 mouse strain to lethal HSE but that this effect could be independent of 
TNFR1 signaling pathways. The second locus, called resistance to herpes simplex virus 1 (Rhs1), is linked to 
the complex locus of natural killer (NK) cells. The expression of this locus could play a role in the restriction of 
viral spread to the sensory ganglia and in a better control of viral reactivation leading to a delay in the 
development of a zosteriform rash in C57BL/6 mice compared to BALB/c animals (Pereira, Scalzo et al. 2001). 
The authors suggested a role for NK and NKT cells in mediating the effect of Rhs1 locus. Finally, the third locus, 
named Hrl2, was shown to be involved in the restriction of viral spread in brains of mice infected via the oral 
mucosa with HSV-1. The Hrl2 locus is also mapped to a segment linked to NK cells on chromosome 6 and 
restriction of viral spread in the CNS was shown to involve NK1.1-expressing cells (Kastrukoff, Lau et al. 2015). 
Furthermore, other components of innate immune system such as dendritic cells (DCs) and macrophages as 
well as elements of adaptive response such as T cells and specific antibodies were shown to be important factors 
in host defense against HSV-1 infection in various mouse models using different viral strains (Paludan, 
Melchjorsen et al. 2002, Lundberg, Ramakrishna et al. 2008, Kastrukoff, Lau et al. 2012, Lucinda, Figueiredo et 
al. 2017). By using C57BL/6 mice infected via the oral mucosa with HSV-1, it was also suggested that the roles 
played by different types of immune cells in the restriction of viral spread in the CNS are redundant rather than 
cell specific (Kastrukoff, Lau et al. 2010). However, the mechanisms mediating resistance of inbred mouse 
strains to lethal HSE are still incompletely understood. 

In this study, we compared the cerebral immune response in susceptible BALB/c and resistant C57BL/6 
mice infected by the intranasal route with a neurovirulent strain of HSV-1 using an inoculum corresponding to 
the LD50 determined for BALB/c mice (1x103 PFUs) and an inoculum corresponding to 500-times this LD50 value 
(5x105 PFUs) for C57BL/6 mice. We determined the kinetic of viral replication, cytokine/chemokine levels and 
infiltration of peripheral immune cells in brain homogenates by qPCR/plaque assay, enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)/magnetic bead-based immunoassay and flow cytometry, respectively.  

 

Materials and methods  

Animals and experimental procedures  

BALB/c and C57BL/6 male mice at 5 to 6 weeks of age were purchased from Charles River Canada 
(St-Constant, QC, Canada). Animals were housed three to five per cage and acclimated to standard laboratory 
conditions for one week. All animals were used in accordance to the Canadian Council on Animal Care 
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guidelines and the protocol was approved by the Animal Care Ethics Committee of Laval University (protocol 
no. 2017072).  

BALB/c and C57BL/6 mice were infected intranasally with 1x103 PFUs or with 5x105 PFUs (high 
inoculum; referred to as C57BL/6-high) of the neurovirulent clinical HSV-1 strain H25 described elsewhere 
(Sergerie, Boivin et al. 2007). C57BL/6 mice infected with 1x103 PFUs (low inoculum; referred to as C57BL/6-
low) of the same HSV-1 strain by the intranasal route were also tested in some experiments. Viral titers were 
determined by plaque assay in Vero cells after virus stock production and at the end of each experiment (back 
titration).  

For survival curve experiments, mice were monitored for the appearance of HSE-related signs (i.e., 
weight loss, isolation with no social interaction, limited movements, swollen eyes, neurological disorders, 
convulsions and mortality) for 21 days. Animals were sacrificed when a weight loss equal to or greater than 20% 
or a combination of two other obvious sickness signs were recorded.  

To determine the viral DNA loads, infectious viral titers, cytokine and chemokine levels in brain 
homogenates, non-infected animals (i.e., day 0) and subsets of infected mice were sacrificed on days 4, 6 and 
8 post-infection (p.i.). Mice were anesthetized with a ketamine/xylazine mixture and intracardiac perfusion was 
performed with cold 0.9% saline. Brains were harvested and homogenized in phosphate-buffered saline (PBS) 
containing a protease inhibitor cocktail (cOmplete, Mini, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets) and a 
phosphatase inhibitor cocktail (PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets) (both from Roche 
Diagnostics, Laval, QC, Canada).  

 

Viral DNA load and infectious titer measurements  

Total DNA was extracted from volumes of homogenates containing 10 mg of brain tissue using the 
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit II (Roche Molecular System, Laval, QC, Canada) and eluted in 200 µL of 
elution buffer according to the manufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed using 5 µL of 
extracted total DNA mixed with LightCycler® 480 Probes Master on a LightCycler® 480 system (both from Roche 
Molecular System). External standards were run in parallel as described elsewhere (Boivin, Goyette et al. 2006). 
Primers and probes targeted a conserved region of the DNA polymerase of HSV-1. The limit of detection of the 
assay is 200 copies/mg of brain. Infectious viral titers were determined in brain homogenates by a standard 
plaque assay on Vero cells. Briefly, monolayers of Vero cells were infected with serial dilutions of brain 
homogenates in minimum essential medium (MEM) supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS; Life 
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Technologies, Burlington, ON, Canada) and 1% of a mixture of gentamicin [1 mg/mL (Life Technologies)], 
vancomycin [0.1 mg/mL (PharmaScience, Montreal, QC, Canada)] and amphotericin B [0.125 mg/mL (MultiCell 
Technologies, Woonsocket, RI)] (GVF). Plates were centrifuged at 800 x g for 45 min at room temperature. 
Samples were removed and replaced by MEM + 2% FBS + 1% GVF containing 0.4% SeaPlaque agarose 
(Lonza, Walkersville, MD) for 3 days. Cells were fixed, stained and the number of plaques was counted. The 
limit of detection of the assay was 5 PFUs per well. 

 

Cytokine and chemokine levels measurements  

Brain homogenates were centrifuged at 10 000 x g for 10 min at 4 °C. IFN-β protein levels were 

measured in supernatants by ELISA (Life Technologies). Levels of IFN-γ, interleukin (IL)-1a, IL-1b, IL-6, IL-10, 

IL-12p40, IL-12p70, C-X-C motif chemokine ligand (CXCL)1, C-C motif chemokine ligand (CCL)2, CCL3, CCL4 
and CCL5 were determined in supernatants by magnetic bead-based immunoassays using the Bio-Rad Bio-
Plex mouse cytokine group I plex assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) according to the 
manufacturer’s instructions. Data were analyzed with the Bio-Plex system equipped with the Bio-Plex Manager 
Software v6.0 (Bio-Rad Laboratories). 

 

Analyses of infiltration of leukocytes in the CNS  

Non-infected animals (i.e., day 0) and subsets of infected mice (4-5 animals per group for each time 
point) were sacrificed on days 4, 6 and 8 p.i. Mice were deeply anesthetized and perfused intracardially with ice-
cold Dulbecco’s PBS without Ca2+ and Mg2+ (DPBS; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). Brains were 
extracted, immediately homogenized with a plunger in 20 mL of DPBS supplemented with a cocktail of enzymes 
[Liberase (1.54 mg/mL) and DNAse (5 U/mL)] and Nα-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride 
(10 mg/mL) (all from Sigma-Aldrich). After an incubation period of 1 h at 37 °C, brain homogenates were filtered 
through a 70-µm cell strainer (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada). The cell suspension was centrifuged 
at 300 x g for 10 min at room temperature. The supernatant was aspirated and cells were gently resuspended 
in 7 mL of 37% Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). The cell suspension was underlaid beneath 80% 
Percoll and centrifuged at 600 x g for 40 min with slow acceleration and without deceleration rates. The cell ring 
at the interphase was collected and mixed thoroughly with DPBS without Ca2+ and Mg2+ containing 2% of 
inactivated FBS. Cells were then centrifuged at 300 x g for 10 min and washed twice with DPBS without Ca2+ 
and Mg2+ supplemented with 2% of inactivated FBS. Cells were first incubated with Fixable Viability Stain 510 
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(FVS510; BD Biosciences) on ice for 35 min. After two washing steps, cells were incubated with purified rat anti–
mouse CD16/CD32 (Mouse Fc Block; clone 2.4G2; BD Biosciences) on ice for 35 min. After a washing step, 
cells were incubated for 1 h on ice with the pool of antibodies described in Table 1. Flow cytometry analyses 
and data acquisition were performed using a BD SORP LSR II (BD Biosciences) equipped with the FlowJo 
software V10 (FlowJo LLC, Ashland, OR), respectively. 

Statistical analyses  

All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software v6 (GraphPad Software, 
San Diego, CA). Differences in mouse survival rates were analyzed using the Log-Rank (Mantel-Cox) test. 
Differences in weight changes were analyzed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey multiple 
comparison post-test. Differences in viral DNA loads, infectious viral titers, levels of cytokines/chemokines were 
analyzed by a two-way ANOVA with Tukey multiple comparison post-test using log transformed data. 
Percentages of infiltrating cells in the CNS were analyzed by a two-way ANOVA with Tukey multiple comparison 
post-test. All statistical analyses were performed after excluding outliers by Grubb’s test. A P value ≤ 0.05 was 
considered as statistically significant. 

  

Results 

BALB/c mice are more susceptible to HSV-1 infection than C57BL/6 animals. 

To evaluate the impact of mouse genetic background on the susceptibility to lethal HSE, BALB/c and 
C57BL/6-high mice were respectively infected with 1x103 PFUs and 5x105 PFUs of HSV-1 strain H25 by the 
intranasal route whereas C57BL/6-low mice were infected with a low inoculum (1x103 PFUs) of the same strain. 
Fig. 1a shows that the mortality rate of BALB/c mice (67%) was higher than those of C57BL/6-low (0%; P≤0.01) 
and C57BL/6-high (20%; P≤0.05) animals. Body weight changes were not statistically different between BALB/c 
and C57BL/6-high groups during the infection. The differences in weight changes between BALB/c and 
C57BL/6-low groups were significant on days 5 (P≤0.05), 6, 7, 8 (P≤0.001 for the three) and 11 (P≤0.05) p.i. 
(Fig. 1b). The weight loss of C57BL/6-high mice was significantly greater compared to that of C57BL/6-low on 
days 4 (P≤0.01), 5 and 6 (both P≤0.001) p.i. Thus, as expected, BALB/c mice were more susceptible to HSE 
than both groups of C57BL/6 animals. 
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Viral replication is uncontrolled in the brain of BALB/c mice. 

The influence of mouse genetic background on the control of viral replication in the CNS was then 
evaluated in the different groups of animals after intranasal challenge with HSV-1. Brains were harvested on 
days 4, 6 and 8 p.i. Fig. 2a shows that the viral DNA load in brain homogenates of BALB/c mice was significantly 
higher compared to that of C57BL/6-low animals on days 6 (P≤0.01) and 8 (P≤0.05) and to that of C57BL/6-
high group on day 8 (P≤0.05) p.i. The infectious viral titers were significantly increased in brain homogenates of 
BALB/c mice compared to those of C57BL/6-low animals on days 4, 6 and 8 (P≤0.001 for all) and to those of 
C57BL/6-high group on days 6 (P≤0.001) and 8 (P≤0.05) after the infection. As expected, infectious viral titers 
in brains of C57BL/6-high mice were higher compared to those of C57BL/6-low counterparts on days 4 (P≤0.05), 
6 and 8 (both P≤0.001; Fig. 2b) p.i. These results show that viral replication was uncontrolled in the CNS of 
BALB/c animals compared to that seen in both groups of C57BL/6 mice. 

 

The inflammatory response is uncontrolled in the CNS of BALB/c mice. 

The levels of cytokines and chemokines were determined in brain homogenates of BALB/c and 
C57BL/6-high mice after intranasal challenge with HSV-1 (Fig. 3). Brains were harvested in non-infected animals 
(i.e., day 0) and in subset of infected mice on days 4, 6 and 8 p.i. In BALB/c mice, the levels of a series of 
cytokines/chemokines were significantly increased compared to those of non-infected animals on days 4 [IFN-

b (P≤0.001) and CCL2 (P≤0.05)], 6 [IFN-b, CCL2 (both P≤0.001), CCL5 (P≤0.01), IFN-g, IL-1a, IL-6, IL-10, 

CXCL1 and CCL3 (P≤0.05 for the six)] and 8 [IFN-b, IFN-g, IL-1a, IL-12p40, CCL2, CCL3, CCL5 (P≤0.001 for 

the seven), IL-1β, IL-6, IL-10, CXCL1, CCL4 (P≤0.01 for the five) and IL-12p70 (P≤0.05)] after infection (P 
values not indicated in Fig. 3). In contrast, the levels of only a few immune mediators were increased in C57BL/6-
high mice compared to those of non-infected animals on days 4 [IFN-β (P≤0.001) and CCL2 (P≤0.01)], 6 [IFN-

β, CCL2, CCL5 (P≤0.001 for the three) and CCL3 (P≤0.05)] and 8 [IFN-b (P≤0.001), CCL5 (P≤0.01), IL-12p40 

and CCL2 (both P≤0.05)] p.i. (P values not indicated in Fig. 3).  

No significant differences were observed between the levels of cytokines and chemokines measured 
in brains of BALB/c and C57BL/6-high mice on day 4 p.i. On day 6 p.i., the level of IL-1α (P≤0.05) was increased 

in BALB/c mice compared to that of C57BL/6-high animals. On day 8 p.i., levels of IL-1a, CCL2, CCL3 (P≤0.001 

for the three), IL-1b, IL-6 (both P≤0.01), IFN-β, IFN-γ, IL-10, CXCL1 and CCL4 (P≤0.05 for the five) were 

significantly higher in the CNS of BALB/c mice compared to those of C57BL/6-high group. Taken together, these 
data suggest that the inflammatory response was exacerbated in the CNS of BALB/c mice compared to 
C57BL/6-high animals. 
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Recruitment of peripheral immune cells to the CNS is delayed in BALB/c mice. 

Infiltration of blood leukocytes into the brain of BALB/c and C57BL/6-high mice was evaluated by flow 
cytometry analyses on days 4, 6 and 8 after intranasal challenge with HSV-1 and compared to non-infected 
counterparts (i.e. day 0). The gating strategy presented in Fig. 4 shows that single cells were selected from live 
cell population. The CD45 marker was used to discriminate resident microglia (i.e., CD45low; gate A) from 
infiltrating leukocytes (i.e., CD45high; gate B). DCs were identified from CD45high population based on the 
expression of both CD11b and CD11c markers (i.e., CD11bpos/CD11cpos; right upper quadrant C). The 
expression of B220 and BST2 markers was used to further differentiate DCs into conventional dendritic cells 
(cDCs; i.e., B220neg/BST2pos; left upper quadrant D) and plasmacytoid dendritic cells (pDCs; i.e., 
B220pos/BST2neg; right lower quadrant E). B cells were excluded from the non-DC population based on the 
granularity and expression of B220 marker (i.e., B220pos; gate F). In the B220neg population, the expression of 

NK1.1 and CD3e markers was used to separate NK cells (i.e., NK1.1pos/CD3eneg; left upper quadrant G), natural 

killer T cells (NKT; i.e., NK1.1pos/CD3epos; right upper quadrant H) and T cells (i.e., NK1.1neg/CD3epos; right lower 

quadrant I). Neutrophils were identified as Ly6Gpos cells (gate J) in the NK1.1neg and CD3eneg cells. Total 

monocytes were selected from Ly6Gneg cells based on the expression of CD115 and CD11b markers (i.e., 
CD115/CD11bpos; gate K). Finally, inflammatory monocytes were identified based on the levels of expression of 
both Ly6C and CCR2 markers (i.e., Ly6Chigh/CCR2high; gate L) and separated from intermediate monocytes (i.e., 
Ly6Cint/CCR2int; gate M) and patrolling monocytes (i.e., Ly6Clow/CCR2low; gate N). 

 

Based on this gating strategy, Fig. 5 shows that the percentage of CD45high cells (infiltrating leukocytes) 
was respectively 3.5- and 5.6-fold higher in brain homogenates of BALB/c and C57BL/6-high mice on day 6 p.i. 
compared to their non-infected counterparts (i.e., day 0). In BALB/c mice, percentages of T cells and 
inflammatory monocytes were respectively 4.1- (P≤0.01; P value not indicated in Fig. 5) and 12.0-fold (P≤0.05; 
P value not indicated in Fig. 5) higher in the CNS on day 6 p.i. compared to non-infected animals. In C57BL/6-
high mice, percentages of cDCs, NK, NKT, pDCs and inflammatory monocytes that infiltrated the brain were 
respectively 12.8-, 9.7-, 12.8- (P≤0.001 for the three; P values not indicated in Fig. 5), 10.1- and 4.6-fold (both 
P≤0.01; P values not indicated in Fig. 5) higher on day 4 p.i. compared to non-infected counterparts. Compared 
to the non-infected group, percentages of inflammatory monocytes and T cells that are recruited to the brain 
were 13.0- and 3.4-fold (P≤0.001 for both; P values not indicated in Fig. 5) higher in C57BL/6-high mice on 
days 6 and 8 p.i., respectively. Recruitment of B cells, neutrophils, intermediate monocytes and patrolling 
monocytes to the brain was not different between infected and non-infected animals for the two groups of mice 
at all time points investigated (data not shown).  
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On day 4 p.i., percentages of cDCs, NK, NKT, inflammatory monocytes and pDCs were respectively 
9.3-, 14.2-, 5.8- (P≤0.001 for the three), 4.5- and 2.6-fold (both P≤0.05) higher in the CNS of C57BL/6-high 
animals compared to BALB/c mice. On day 6 p.i., NKT and T cells that infiltrated the brain were respectively 7.9- 
(P≤0.01) and 4.8-fold (P≤0.001) higher in BALB/c mice compared to C57BL/6-high animals. On day 8 p.i., 
infiltration of T cells was 3.7-fold (P≤0.001) higher in brains of C57BL/6-high mice compared to BALB/c animals. 
Taken together, our results showed that the recruitment of immune cells to the brain is delayed in BALB/c mice 
and could be ineffective to control viral replication. 

Discussion 

In the present study, we compared the cerebral immune response in susceptible BALB/c and resistant 
C57BL/6 mice during HSE. Using the intranasal route of inoculation, we confirmed that BALB/c mice were more 
susceptible to infection with a neurovirulent clinical strain of HSV-1 than C57BL/6 animals. This higher mortality 
rate was associated with increased viral DNA loads and infectious titers in brains of BALB/c animals compared 
to those seen in C57BL/6 mice. The recruitment of NK/NKT cells, cDCs, pDCs and inflammatory monocytes to 
the brain of C57BL/6-high mice started as early as day 4, with a persistence of inflammatory monocytes 
infiltration on day 6, followed by T cells infiltration on day 8 after infection. In contrast, an infiltration of both 
inflammatory monocytes and T cells in brains of BALB/c mice occurred only at the peak of viral replication (day 6 
p.i.). These results suggest that a rapid, sustained and coordinated infiltration of peripheral immune cells in the 
CNS as seen in resistant C57BL/6-high mice is critical for an early and effective control of viral replication in the 
CNS. In contrast, the recruitment of peripheral leukocytes to the brains of susceptible BALB/c mice was delayed, 
short lasting, uncoordinated and limited to inflammatory monocytes and T cells that could result in increased 
infectious viral titers in this tissue and mortality. Furthermore, the production of inflammatory cytokines and 
chemokines was increased in brains of BALB/c mice compared to that of C57BL/6-high animals. We suggest 
that, in addition to uncontrolled viral replication, such higher cerebral inflammatory response could contribute to 
the increased mortality rate of BALB/c mice. 

Our results show that the viral titers in brains of BALB/c mice were significantly higher compared to 
those of C57BL/6 animals with a peak of viral replication on day 6 p.i. It was previously reported that, after 
infection through oral mucosa with HSV-1, the virus spreads throughout the brain of susceptible BALB/c mice 
whereas it is restricted to the brainstem of resistant C57BL/6 animals (Kastrukoff, Lau et al. 2010). These authors 
suggested that the ability of the host to restrict viral spread in the CNS could be one of the factors that are 
involved in resistance to lethal HSE. The control of HSV-1 infection in the CNS is mainly dependent on the 
immune response mediated by microglia (Lokensgard, Hu et al. 2001, Marques, Hu et al. 2006). Furthermore, 
the infiltration of peripheral blood leukocytes in the brain has been shown to contribute to the global immune 
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response (Menasria, Canivet et al. 2015) but also to worsen the outcome of HSE by amplifying the cerebral 
inflammatory state (Marques, Cheeran et al. 2008). 

The role of NK and NKT cells in the restriction of viral spread at the site of virus inoculation and in 
sensory ganglia is controversial and differs according to animal models of mucosal and cutaneous HSV-1 
infections (Ghiasi, Cai et al. 2000, Cornish, Keating et al. 2006, Grubor-Bauk, Arthur et al. 2008). The 
involvement of NK cells in the control of HSV-1 infection in the CNS was first reported using C57BL/6 mice 
infected by the intraperitoneal route with HSV-1 and depleted in NK cells activity by multiple intravenous 
injections of anti-sialo GM1 antibodies. Mice depleted in NK cells demonstrated increased viral titers in brains 
that were associated with a higher mortality rate compared to control animals (Habu, Akamatsu et al. 1984). 
NKT cells are innate lymphocytes that respond rapidly to an infection. NKT cells recognize lipid-derived antigen 
presented by class I major histocompatibility complex related protein CD1d. Using mice deficient in CD1d or in 
Jα18 T-cell receptor and infected cutaneously with HSV-1, it was reported that NKT cells contribute to the control 
of viral replication at the site of infection and in sensory ganglia as well as to the prevention of neuroinvasion, 
loss of sensory neurons and mortality (Grubor-Bauk, Arthur et al. 2008). Furthermore, the role of both NK/NKT 
cells in the restriction of viral spread in the CNS has been demonstrated using C57BL/6 mice that were infected 
with HSV-1 via the oral mucosa and treated with an anti-NK1.1 (PK136) monoclonal antibody (Kastrukoff, Lau 
et al. 2015).  

DCs play a pivotal role in immunity against herpesvirus infections by establishing a link between innate 
and adaptive immune responses. C57BL/6 mice depleted in CD11c-positive DCs by intraperitoneal injection of 
diphtheria toxin and infected in the footpad with HSV-1 had shortened survival rate and higher infectious viral 
titers in the CNS compared to controls. The increased mouse susceptibility was attributed to impaired NK and T 
cell activation in the absence of DCs (Kassim, Rajasagi et al. 2006). Both cDCs and pDCs are involved in the 
promotion of NK cell activation and immunity against HSV based on cytotoxic T cells (Andrews, Scalzo et al. 
2003). In our experiments, an infiltration of NK/NKT cells, cDCs and pDCs was observed as early as day 4 p.i. 
in brain of C57BL/6-high mice but not in BALB/c animals. These results suggest that the lack of infiltration of 
NK/NKT cells and DCs in the CNS of BALB/c mice after the infection could be responsible for an uncontrolled 
viral replication. 

Our group already reported that inflammatory monocytes infiltrate the CNS of chimeric C57BL/6 mice 
transplanted with bone marrow-derived cells expressing the green fluorescent protein after intranasal challenge 
with HSV-1 (Menasria, Canivet et al. 2015). This study also demonstrated that infiltrating monocytes has the 
ability to differentiate into macrophages that are activated during HSE. Inflammatory monocytes were shown to 
infiltrate inflamed cerebral tissue and exert pro-inflammatory and phagocytic activities (Shechter, London et al. 
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2013). Depletion of monocytes by multiple intraperitoneal injections of liposomal clodronate to C57BL/6 mice 
infected by corneal inoculation increased the mortality rate compared to animals receiving empty liposomes and 
suggests a protective role for infiltrating monocytes during HSE (Lundberg, Welander et al. 2007). Our group 
also demonstrated that chimeric C57BL/6 mice with a hematopoietic deficiency in CCR2 and infected 
intranasally with HSV-1 exhibited a reduced infiltration of inflammatory monocytes in the CNS leading to an 
uncontrolled viral replication and an increased mortality compared to WT animals (Menasria, Canivet et al. 2016). 
In this respect, the recruitment of inflammatory monocytes to the CNS of susceptible BALB/c mice was delayed 
and short lasting (day 6 p.i.; peak of viral replication) compared to that of C57BL/6-high animals (days 4 and 6 
p.i.) which could also contribute to a lack of control of HSV-1 replication.  

C57BL/6 mice deficient in CXCL10 (a cytokine critical for the mobilization of both innate and adaptive 
immune cells) infected with HSV-1 via the cornea exhibited higher mortality rate and viral titers in the CNS 
compared to WT animals (Wuest and Carr 2008). This was associated with defects in leukocyte recruitment in 
brainstem including NK cells and HSV-1 specific CD8+ T cells. By using C57BL/6 mice treated with anti-CD8+ 
and anti-NK1.1 monoclonal antibodies prior to HSV-1 infection of oral mucosa, it was demonstrated that CD8+ 
T-cells and NK/NKT cells are important to restrict the spread of HSV-1 in the brainstem compared to untreated 
infected controls (Kastrukoff, Lau et al. 2010). Our results showed that the recruitment of T cells to the brain of 
C57BL/6-high mice occurred on day 8 p.i. and followed the infiltration of NK/NKT cells, DCs and inflammatory 
monocytes whereas T cell recruitment was observed earlier (day 6 p.i.) and concomitantly with inflammatory 
monocytes in BALB/c mice. This suggests that the infiltration of T cells in the brain of BALB/c mice is 
uncoordinated with that of other peripheral leukocytes which could result in an altered immune response during 
HSE. 

Infection of the CNS with HSV-1 induces the production of cytokines (mainly type I IFNs, IL-1β and IL-
6) and chemokines that play an important role in the control of viral replication (Vilela, Mansur et al. 2008, 
Conrady, Drevets et al. 2010, Teixeira, Vilela et al. 2010). It was previously reported that a delayed leukocyte 
infiltration may contribute to amplify the global cerebral inflammation triggered by virally-infected cells (Conrady, 

Drevets et al. 2010) as seen in our study. Indeed, higher levels of several pro-inflammatory cytokines (IFN-b, 

IFN-g, IL-1a, IL-1b and IL-6) and chemokines (CXCL1, CCL2, CCL3 and CCL4) were observed in brains of 

BALB/c mice compared to C57BL/6-high animals on day 8 p.i. The increased production of these immune 
mediators could result from a failure to modulate the inflammatory response. In this respect, susceptible 129 
mice infected via the cornea with HSV-1 and treated with acyclovir on day 4 p.i. had reduced to undetectable 
viral titers in brains but these animals still demonstrated cerebral inflammation and succumbed to infection 
(Lundberg, Ramakrishna et al. 2008). The authors suggested that an uncontrolled inflammatory response could 
be the major determinant in disease exacerbation and mortality of susceptible mouse strains to HSE. 
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In conclusion, we confirmed the implication of NK/NKT cells in the resistance phenotype of C57BL/6 
mice to lethal HSV-1 infection as already suggested (Pereira, Scalzo et al. 2001, Kastrukoff, Lau et al. 2015). 
More interestingly, our results highlight the importance of a timely, sustained and coordinated infiltration of 
NK/NKT cells, DCs, inflammatory monocytes and T cells in the resistance of C57BL/6 mice to HSE. The role of 
these infiltrating cells in the pathogenesis of HSE should be evaluated in future studies. We cannot exclude, 
however, that differences in the control of viral replication in nasal mucosa (site of inoculation) of both mouse 
strains could have contributed to their susceptibility to HSV-1 infection but this parameter was not evaluated in 
our study. Murine models of HSE that consist in a primary and acute infection may not accurately reflect the 
pathology in humans (which is mainly due to virus reactivation). However, these observations support the 
hypothesis that both virally- and immune-mediated damage are involved during HSE.   
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Table 1: Antibodies used for flow cytometry analyses 

a, Thermo Fisher Scientific, Burlington, ON, Canada; b, R&D System, Oakville, ON, Canada 

Antibody (clone)/fluorochrome Manufacturer (catalog number) Concentration (µg/brain homogenate) 

Rat anti-CD45 (30-F11)/APC-Cy7 BD Biosciences (#557659) 0.1 

Rat anti-CD11b (M1/70)/BUV737 BD Biosciences (#564443) 0.1 

Hamster anti-CD11c (HL3)/Pe-Cy7 BD Biosciences (#558079) 0.1 

Rat anti-B220 (RA3-6B2)/PerCP-Cy5.5 BD Biosciences (#552771) 0.1 

Rat anti-BST2 (927)/BV421 BD Biosciences (#566431) 0.1 

Mouse anti-NK1.1 (PK136)/BUV395 BD Biosciences (#564144) 0.1   

Hamster anti-CD3e (145-2C11)/PE-CF594 BD Biosciences (# 562286) 0.1 

Rat anti-CD115 (AFS98)/APC Thermo Fisher Scientific (#17-1152-82)a  0.1 

Rat anti-Ly6G (1A8) / FITC BD Biosciences (# 561105) 0.5 

Rat anti-Ly6C (AL-21)/BV605 BD Biosciences (#563011) 0.1 

Rat anti-CCR2 (475301)/PE R&D System (#FAB5538P)b 2.5 



 

 88 

Legends to Figures 

Fig. 1 Effect of mouse genetic background on survival rates (a) and percentage of body weight changes 
(b) of mice after intranasal challenge with HSV-1. Groups of 8 to 10 mice were infected by the intranasal route 
with 1x103 PFUs (BALB/c (●) and C57BL/6-low (<) mice) or with 5x105 PFUs (C57BL/6-high mice (▲)) of HSV-
1 strain H25. Mice were monitored three times a day and a ≥ 20% weight loss or two obvious sickness signs 
were considered as endpoints for sacrifice. (a) The differences in survival rates were evaluated using a Log-
Rank (Mantel-Cox) test. (b) Data represent the means ± standard error of the mean (SEM). The digits above 
the arrows correspond to the numbers of dead mice on the indicated day for BALB/c and C57BL/6-high groups. 
The differences in body weight changes were evaluated using a two-way ANOVA with Tuckey multiple 

comparison post-test. Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, P≤0.001 

compared to C57BL/6-low mice or between indicated groups 

 

Fig. 2 Effect of mouse genetic background on viral DNA loads (a) and infectious viral titers (b) in brain 
homogenates of mice after intranasal challenge with HSV-1. Mice were infected intranasally with 1x103 PFUs 
(BALB/c (●) and C57BL/6-low (<) mice) or with 5x105 PFUs (C57BL/6-high mice (▲)) of HSV-1 strain H25. 
Brains were collected on days 4, 6 and 8 post-infection. Viral DNA loads and infectious viral titers were measured 
in brain homogenates by qPCR and plaque assay on Vero cells, respectively. Data for each individual mouse 
and the mean ± standard error of the mean (SEM) (n = 4-7 mice per group) is represented. Statistical analyses 
were performed using a two-way ANOVA with Tukey multiple comparison post-test after log transformation of 
the data. Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, P≤0.001 compared 
to BALB/c mice or between indicated groups. Dotted lines represent limits of detection of each assay 

 

Fig. 3 Cytokine and chemokine levels in brain homogenates of mice infected with HSV-1. Mice were 
infected intranasally with 1x103 PFUs (BALB/c mice (●)) or with 5x105 PFUs (C57BL/6-high mice (▲)) of HSV-

1 strain H25. Levels of cytokines (a to h) and chemokines (i to m) were measured by ELISA (IFN-b) or magnetic 

bead-based immunoassay (all others) in supernatants of brain homogenates collected in non-infected mice (i.e., 
day 0) and in subsets of infected mice sacrificed on days 4, 6 and 8 post-infection. Data for each individual 
mouse and the mean ± standard error of the mean (SEM) (n = 4-7 mice per group) is represented. Statistical 
analyses were performed using a two-way ANOVA with Tukey multiple comparison post-test after log 
transformation of the data. Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, 
P≤0.001 compared to BALB/c mice. 
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Fig. 4 Representative flow cytometry plots illustrating the gating strategy used to differentiate infiltrating 
leukocytes in the CNS of mice. (a) Single cells were isolated from live cell population and further distinguished 
into resident microglia (gate A) and infiltrating leukocytes (gate B). (b) Infiltrating leukocytes population were 
differentiated into dendritic cells (DCs; gate C) that were separated into conventional DCs (cDCs; gate D) and 
plasmacytoid DCs (pDCs; gate E). (c) The non-DC cells were first distinguished into B cells (gate F). The 
remaining cell population was differentiated into natural killer cells (NK; gate G), natural killer T cells (NKT; gate 
H) and T cells (gate I) whereas neutrophils (gate J) corresponded to Ly6Gpos cells. (d) Total monocytes (gate K) 
were selected in the Ly6Gneg cells and inflammatory monocytes (gate L) were then separated from intermediate 
monocytes (gate M) and patrolling monocytes (gate N). SSC, side scattered; FSC, forward scattered 

 

Fig. 5 Infiltration patterns of peripheral blood leukocytes in the CNS of mice infected with HSV-1. Mice 
were infected intranasally with 1x103 PFUs (BALB/c mice (●)) or with 5x105 PFUs (C57BL/6-high mice (▲)) of 
HSV-1 strain H25. The infiltration of peripheral blood leukocytes in the CNS of non-infected animals (i.e., day 0) 
and subsets of infected mice sacrificed on days 4, 6 and 8 after infection was determined by flow cytometry 
analyses. The percentages of CD45high infiltrating leukocytes (a) were calculated with respect of total live cells 
whereas the percentages of individual cell types (b to g) were expressed with respect to total CD45high 
infiltrating leukocytes. Data represent the mean ± standard error of the mean (SEM) of 4 to 5 mice per time 
point. Statistical analyses were performed using a two-way ANOVA with Tukey multiple comparison post-test. 
Statistically significant results are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001 compared to BALB/c 
mice  
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Figure 1:  
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Figure 3:  
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Figure 4: 
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Figure 5  
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Chapitre II : La résistance naturelle des 

souris C57BL/6, par la réponse interféron de type I, 

dépend de la voie de signalisation en aval des 

facteurs de transcription IRF3 et surtout IRF7.  

I Avant-propos 

Ce chapitre correspond à la communication intitulée « Both IRF3 and Especially IRF7 Play a Key Role 

to Orchestrate an Effective Cerebral Inflammatory Response in a Mouse Model of Herpes Simplex Virus 

Encephalitis » publiée en 2018 dans le « Journal of NeuroVirology » (PMID : 30094631, DOI : 10.1007/s13365-
018-0666-9). J’en suis la première auteure et l’article est présenté tel que publié. Dans le cadre de cet article, 
j’ai réalisé les expériences animales, les qPCR, l’évaluation des titres viraux, le dosage de l’IFN de type I par 
ELISA et des autres cytokines et chimiokines par Luminex. J’ai également travaillé, sans succès, à la mise au 
point du WB pour mettre en évidence l’activation des facteurs de transcription IRF3 et IRF7. Chantal Rhéaume 
m’a supportée dans les expériences animales, notamment lors des prélèvements de cerveau. Manon Lebel a 
refait les WBs, sans parvenir à des résultats interprétables. Le Dr Gosselin nous a fourni les souris déficientes 
en IRF3 ou IRF7 et a fait une relecture de l’article avant soumission. Quant aux Dre Piret et Dr Boivin, ils ont 
supervisé le projet de recherche ainsi que coordonné et corrigé le manuscrit.  

II Résumé 

Les facteurs de régulation de l’interféron (IRF) 3 et 7 jouent un rôle central dans la réponse à l’IFN de 
type I. L’impact d’une déficience en IRF3 et IRF7 a été évalué dans un modèle expérimental d’HSE. Les taux 
de mortalité des souris déficientes sont significativement plus élevés que ceux des souris « wild type » (WT) et 
sont associés à des titres viraux infectieux significativement augmentés dans les cerveaux. À des temps 

précoces après l’infection, la production d’IFN-b était respectivement significativement et marginalement réduite 

chez les souris IRF7-/- et IRF3-/- par rapport aux WT. À des temps plus tardifs, les niveaux d’IFN-I et d’une série 

de médiateurs inflammatoires, incluant l’IL-1b, l’IL-6, l’IFN-g et CCL2 sont augmentés dans les cerveaux des 

deux types de souris déficientes par rapport aux WT. Nos résultats suggèrent qu’IRF3, et surtout IRF7, sont des 
composants clés pour orchestrer les réponses IFN de type I et inflammatoires précoces au cours de l’HSE. 
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Abstract 

The impact of a deficiency in interferon regulatory factor (IRF)3 and IRF7 was evaluated in an herpes 
simplex virus encephalitis (HSE) model. Compared to wild type (WT), the mortality rates of infected IRF3-/- and 
IRF7-/- mice were higher and associated with increased brain viral titers. At a critical time post-infection, IRF7-/- 

mice exhibited a deficit in IFN-b production. At a later time point, levels of type I IFNs and cytokines were 

increased in brains of both deficient mice compared to WT. Our results suggest that IRF3, and especially IRF7, 
are important for an effective control of inflammatory responses during HSE. 
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Introduction 

Herpes simplex virus encephalitis (HSE) is the most common cause of lethal viral encephalitis in 
Western countries (Tyler 2004). Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is responsible for 90% of HSE cases in adults 
(Rozenberg et al. 2011). HSE consists in a diffuse inflammatory process in the central nervous system (CNS) 
parenchyma associated with cerebral dysfunction. In the absence of antiviral treatment, the mortality rate is 
estimated to be 70%. Despite early intravenous administration of acyclovir, the mortality is still close to 30% with 
only 40% of survivors resuming their normal activity (Kennedy and Steiner 2013). The pathogenesis of HSE 
remains incompletely understood. It is believed that the high mortality rate associated with this disease could 
involve both virally- and immune-induced brain damage (Conrady et al. 2010; Piet and Boivin 2015)  

The innate immune response constitutes the first line of host defenses that limits viral spread. HSV 
components are sensed via distinct pattern recognition receptors (PRRs) (Paludan et al. 2011) such as Toll-like 
receptors (TLRs), retinoic acid-inducible gene I (RIG-I), melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5), 
gamma-interferon-inducible protein 16 (IFI16), absent in melanoma 2 (AIM2) and DNA-dependent activator of 
interferon regulatory factors (DAI). The detection of different pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 
of HSV by these PRRs triggers signaling pathways and the activation of transcription factors such as the nuclear 

factor (NF)-kB and interferon (IFN) regulatory factor (IRF) family members leading to the secretion of effector 

cytokines, chemokines and type I IFNs (Brennan and Browie 2010). 

Type I interferons play a major role in the host innate immune response to HSV infection (Sorgeloos et 
al. 2013). In this respect, both humans and mice lacking components of the IFN production pathways 
demonstrate an increased susceptibility to HSE (Zhang et al. 2013). The positive regulatory cis-elements in the 

promoter region of IFN-b gene constitute virus inducible enhancers and some of them are known to bind 

members of the IRF family, especially IRF3 and IRF7 (Paludan et al. 2011). IRF3 is a constitutively expressed 
protein present in the cytoplasm as an inactive monomer whereas only small amounts of IRF7 are found in most 
cell types and its synthesis is strongly induced by type I IFN-mediated signaling. Upon activation, phosphorylated 
IRF3 and IRF7 assemble into homodimers or heterodimers, which translocate to the nucleus. These IRF 

complexes are involved in the production of large amounts of IFN-a and -b. Type I IFNs then induce the 

expression of interferon-stimulated genes in infected and neighboring non-infected cells. Interestingly, an 
increased susceptibility to HSE has been reported in a patient with a functional IRF3 deficiency (Andersen et al. 

2015). Our group has previously shown that both IRF3 and IRF7 seem to participate in IFN-b secretion in the 

brain during HSE by using mice deficient for the adaptor proteins Toll/interleukin (IL)-1 receptor domain-

containing adaptor inducible IFN-b (TRIF) and IFN-b promoter stimulator-1 (IPS-1) (Menasria et al. 2013). 
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However, it has not been clearly demonstrated which of these two IRFs plays a predominant role in type I IFN 
production in response to HSV infection.  

In the present study, we investigated the differential role of IRF3 and IRF7 during HSE using mice 
deficient for each transcription factor. In parallel, we also determined the kinetics of viral replication, type I IFN 
synthesis and cytokine/chemokine levels in brain homogenates by plaque assay, enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and magnetic bead-based immunoassay, respectively.  

Materials and Methods 

Five- to six-week-old male mice deficient for IRF3 (provided by Dr. Karen Mossman (McMaster 
University, ON, Canada)) and IRF7 (obtained from Dr. Tadatsugu Taniguchi (University of Tokyo, Tokyo, Japan)) 
(Honda et al. 2005; Sato et al. 2000) as well as C57BL/6 wild type (WT) animals (purchased from Charles River 
Canada (St-Constant, QC, Canada)) were infected by the intranasal route with 5x105 plaque forming units 
(PFUs; in a 20 µL volume) of the neurovirulent clinical HSV-1 strain H25 described elsewhere (Sergerie et al. 
2007b). Mice were monitored for weight loss, clinical signs of infection (i.e., isolation with no social interaction, 
limited movements, swollen eyes, neurological disorders, convulsions) and mortality for 21 days. Animals were 
sacrificed when a weight loss greater than 20% or two obvious neurological signs were observed. In order to 

evaluate the effect of a deficiency in IRF3 or IRF7 on infectious viral titers, IFN-a and -b synthesis as well as 

cytokine and chemokine levels in the brain, subsets of mice were sacrificed prior to (non-infected) and on days 3, 
4 and 5 post-infection (p.i.) by intracardiac perfusion with cold 0.9% saline. Brains were harvested and 
homogenized in phosphate-buffered saline containing protease (cOmplete™) and phosphatase (PhosSTOP™) 
inhibitor cocktails (both from Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada). Infectious viral titers were determined in 
brain homogenates by plaque assays on Vero cells (Canivet et al. 2015). Brain homogenates were centrifuged 

at 10,000 x g for 10 min at 4 °C. The levels of IFN-a/-b proteins and cytokines/chemokines were respectively 

measured in supernatants by ELISA (Life Technologies, Burlington, ON, Canada) and the Bio-Rad Bio-Plex 
mouse cytokine group I plex assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) according to the 
manufacturer’s instructions. Data were analyzed using the Bio-Plex system equipped with the Bio-Plex Manager 
Software v6.0 (Bio-Rad Laboratories).  

All animals were used in accordance to the Canadian Council on Animal Care guidelines, and all 
procedures were approved by the Animal Care Ethics Committee of Laval University (protocol no. 2013-078). 
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Results 

Fig. 1a shows that the survival rates of IRF3-/- (10%) and IRF7-/- (0%) mice were significantly lower than 
that of C57BL/6 WT animals (70%; both P≤0.001). Differences in weight losses between IRF3-/- and WT animals 
were statistically significant on days 3 (-16.5% versus -9.6%; P≤0.05), 4 (-17.9% versus -7.8%; P≤0.001) and 5 
(-17.9% versus -8.4%; P≤0.05) p.i. Differences in weight losses between IRF7-/- and WT mice were significant 
on day 5 p.i. (-23.0% versus -8.4%; P≤0.001; Fig. 1b) and not evaluable subsequently due to death of all IRF7-

/- mice. The influence of IRF3 or IRF7 deficiency on the control of viral replication was then evaluated in brain 
homogenates of the three groups of mice. Infectious viral titers were significantly increased in IRF3-/- and IRF7-

/- mice compared to WT animals on days 3 (P≤0.05 and P≤0.01, respectively), 4 (P≤0.05 and P≤0.01, 
respectively) and 5 (both P≤0.001) p.i. (Fig. 1c). Notably, no significant difference in the infectious viral titers 
was observed between the two groups of deficient mice. These results suggest that the recognition pathways 
involving these two transcription factors are important for the control of viral replication. 

The contributing role of IRF3 and IRF7 transcription factors on the synthesis of type I IFNs was 
evaluated in brain homogenates of the three groups of mice on days 3 and 5 p.i. (Fig. 2). On day 3 p.i., levels of 

IFN-a in IRF7-/- animals were lower (not significantly) than those of the WT group and significantly reduced 

compared to IRF3-/- mice (P≤0.01). Subsequently, levels of IFN-a increased in IRF7-/- (not significantly) and 

IRF3-/- mice (P≤0.05) compared to WT on day 5 p.i. (Fig. 2a). On the other hand, levels of IFN-b were lower in 

IRF3-/- (not significantly) and IRF7-/- (P≤0.01) animals compared to the WT on day 3 after infection. 

Subsequently, levels of IFN-b were higher in IRF3-/- and IRF7-/- animals (both P≤0.001) compared to the WT 

group on day 5 p.i. (Fig. 2b). Overall, these data indicate that, at a time critical to control viral replication in the 

brain, deficiency in the IRF7 pathway results in an altered production of IFN-b whereas deficiency in IRF3 is 

only associated with a marginal decreased synthesis. At a later time point, deficiencies in IRF3 and IRF7 are 

associated with an increased production of both IFN-a and -b suggesting the presence of 

alternative/compensatory IFN pathways. 

In order to further evaluate the impact of a lack of IRF3 or IRF7 on the innate immune response during 
HSE, the production of a series of inflammatory mediators was determined in brain homogenates of the three 

groups of mice on day 5 p.i. at the time of peak infectious viral titers. Levels of IL-1a (P≤0.01), IL-1b, IL-6, IL-

12p40 (P≤0.001 for the three), IL-12p70 and IFN-g (both P≤0.01) were higher in IRF3-/- mice compared to WT. 

In IRF7-/- mice, levels of IL-1a, IL-1b, IL-6 (P≤0.001 for the three), IL-12p40 (P≤0.05), IL-12p70, IFN-g (both 

P≤0.001) and tumor necrosis factor-a (TNF-a; P≤0.05) were higher compared to the WT group. Interestingly, 

levels of some cytokines were lower in IRF3-/- than IRF7-/- mice such as IL-1b (P≤0.001) and IL-6 (P≤0.05) 

whereas the inverse was seen for IL-12p40 (P≤0.001) (Fig. 3a to g). The levels of C-C motif chemokine ligand 



 

 101 

(CCL)2 (P≤0.001), CCL3 (P≤0.01), CCL4 (P≤0.05) and CCL5 (P≤0.001) were significantly higher in IRF3-/- 

compared to WT mice. Similarly, the levels of CCL2, CCL3, CCL4 and CCL5 (P≤0.001 for the four) were higher 
in IRF7-/- mice compared to the WT group (Fig. 3h to k). Overall, these results suggest that the inflammatory 
process was uncontrolled in the brain of both IRF3-/- and IRF7-/- mice infected with HSV-1.  

Discussion 

Using the intranasal route of inoculation, we showed that IRF3-/- and IRF7-/- mice were more susceptible 
to infection with a neurovirulent strain of HSV-1 than C57BL/6 WT animals. These higher mortality rates were 
associated with increased infectious viral titers in the brain of both deficient mice compared to WT. Our data also 
suggest that the loss of control of viral replication observed in IRF7-/- mice could be associated with a lack of 

IFN-b production at a critical time after infection (day 3). An overexpression of type I IFNs, pro-inflammatory 

cytokines and chemokines was observed in the CNS of both deficient mice at a later time (day 5).  

Previous studies have already shown the critical role of type I IFNs in host immunity to HSV-1 infection 
in murine models. A lack of type I IFN response induced an increase in ocular virus titers after corneal inoculation 
of HSV-1 (Leib et al. 1999). Furthermore, HSV-1 was able to progress from a localized infection to a 
disseminated disease affecting multiple organs following corneal or foot pad infection of mice deficient for type 

I IFN receptors (Bryant-Hudson et al. 2013; Luker et al. 2003). In the present study, an alteration of IFN-b 

production was observed in IRF7-/- animals on day 3 post-infection and could explain the loss of control of viral 
replication in the brain. However, the increased susceptibility of mice deficient for IRF3 was not associated with 
a significant alteration in the synthesis of type I IFNs in the CNS at the selected time points. Other groups have 
reported that IRF3 is critical for the control of HSV-1 replication in a cultured cell line (Chew et al. 2009) and 
cells of the murine immune system (Menachery and Leib 2009). Furthermore, the mortality rate of IRF3-/- mice 

infected intracranially with HSV-1 was increased compared to WT and associated with a deficit of both IFN-a 

and -b production in the brain (Menachery et al. 2010). This difference could be linked to the viral strain, viral 

inoculum and route of inoculation used in the two studies (1x106 PFUs of HSV-1 strain 17 inoculated 
intracranially versus 5x105 PFUs of HSV-1 strain H25 administered intranasally in our experiment) as well as 

the time of measurement of IFN-a/-b levels in the CNS (12 and 18 h versus 3 and 5 days post-infection in our 

study).  

Upon activation, IRF3 and IRF7 can form homodimers or heterodimers and these dimers exert 
differential effects on the expression of type I IFN genes (Lin et al. 2000). Activated IRF7 could also form a 

transcriptional complex enhanceosome with NF-kB, c-Jun, activating transcription factor 2 (ATF-2) and p300-

cAMP response element-binding (CREB) protein in the promoter region of type I IFN genes (Panne et al. 2007). 
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This suggests that the production of type I IFNs could be more affected in mice lacking IRF7 than IRF3 as seen 
in our study. It was already reported that the impact of a deficiency in IRF7 on the mortality rates was greater 
than that of IRF3 following corneal inoculation of HSV-1 although both transcription factors were required for the 
control of viral replication, the modulation of inflammatory response and thus, the prevention of a severe systemic 
inflammation (Murphy et al. 2013). Furthermore, it was suggested that IRF7 could be critical for the cytosolic 
pathway of type I IFN gene induction and that the contribution of IRF3 could be minor in the absence of IRF7 
using plasmacytoid dendritic cells differentiated ex vivo and a murine model of intravenous infection with HSV-
1 (Honda et al. 2005). 

Despite the fact that the roles of IRF3 and IRF7 were shown to be non-redundant in murine embryonic 
fibroblasts infected with HSV-1 (Sato et al. 2000), we cannot exclude that they can compensate for each other 
in our deficient mice during HSE. On the other hand, other transcription factors such as IRF1 (Barnes et al. 

2002), NF-kB (Karin and Delhase 2000) and the complex of ATF-2/c-Jun (Chu et al.2009) are positive regulators 

of type I IFN synthesis. The promoter of IFN-b gene is composed of at least four positive regulation domains 

(PRDs) named I to IV. It has been shown that IRF3, IRF7 (Barnes et al. 2002; Sato et al. 1998), and especially 

IRF1 (Fujita et al. 1989; Reis et al. 1992), bind to PRDI and PRDIII, whereas NF-kB (Karin and Delhase 2000) 

interacts with PRDII and dimers of ATF-2 and c-Jun (Chu et al. 1999; Iordanov et al. 2000 bind to PRDIV. Thus, 
these transcription factors could also compensate for the lack of IRF3 and IRF7.  

Later in the course of infection, the production of IFN-a and -b was higher in the brain of both groups 

of deficient mice than that of WT animals. The transient increased production of IFN-a could be harmful to the 

CNS of deficient mice. Indeed, IFN-a neurotoxicity has been implicated in several diseases such as systemic 

lupus erythematosus, multiple sclerosis or various types of encephalitis (Fritz-French and Tylor 2012). 

Furthermore, blocking IFN-a with intraperitoneal injections of IFN-a neutralizing antibodies in a human 

immunodeficiency virus encephalitis mouse model significantly improved cognitive functions and decreased 
microgliosis in the brain (Sas et al. 2009).  

At a later time post-infection, an overexpression of pro-inflammatory cytokines and chemokines (which 
mirrored the viral titers) was also observed in brain tissue of mice deficient for IRF3 and IRF7. Such an increase 
could induce cerebral damage and thus lead to a higher mouse susceptibility to infection as already reported in 
mice deficient for TLR2 (Kurt-Jones et al. 2004). It has been previously shown that cerebral inflammation could 
be, in part, responsible for brain damage during experimental HSE (Lundberg et al. 2008). In this respect, 

treatment with immunomodulatory drugs such as glucocorticoids, an anti-TNF-a antibody, artesunate and 

rapamycin improved the outcome of experimental HSE (Boivin et al. 2013 ; Canivet et al. 2015; Sergerie et al. 
2007a). 
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 In conclusion, the increased mortality rate observed in IRF7-/- mice is associated with an 

alteration of IFN-b response at a time critical to control viral replication in the brain after intranasal inoculation 

with HSV-1 compared to WT animals. A less effective control of viral replication in the nasal mucosa could have 
also occurred in deficient mice compared to WT but this parameter was not evaluated in our study. Furthermore, 
the subsequent higher production of type I IFNs in both deficient mice is accompanied with an increased cerebral 
inflammatory response suggesting that other transcription factors could be involved during HSE. However, 
studies comparing the effects of a double deficiency in these IRFs (i.e., IRF3-/-xIRF7-/- (Murphy et al. 2013)) and 
those of mice lacking an adaptor protein and a transcription factor (i.e., TRIF-/-xIRF3-/- and TRIF-/-xIRF7-/-) are 
required to definitely identify the role of other signaling pathways in the cerebral innate immune response 
following intranasal infection with HSV-1.  
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Legends to Figures 

Fig. 1 Effect of deficiency in IRF3 or IRF7 on mouse survival rates (a) and percentage of body weight 
changes (b) as well as infectious viral titers in brain homogenates (c) after infection with HSV-1. C57BL/6 WT 

(●), IRF3-/- (<) and IRF7-/- (▲) mice were infected intranasally with 5x105 PFUs of HSV-1 strain H25. In panel 

(a), the differences in survival rates were evaluated using a Log-Rank (Mantel-Cox) test (n = 8-10 mice per 
group). In panel (b), the differences in body weight changes were evaluated using a two-way ANOVA with 
Bonferroni multiple comparison post-test. The digits above the arrows represent the numbers of dead mice on 
the indicated day for each group. In Panel (c), data for each individual mouse and the means ± SEM (n = 5-6 
mice per group) are represented. The differences in infectious viral titers were evaluated using a two-way 
ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test after log transformation of the data. Dotted line represents 
the limit of detection of the assay (i.e., 5 PFUs per well). All statistical analyses were performed using GraphPad 
Prism Software v6 (GraphPad Software, San Diego, CA). Statistically significant results are indicated as follows: 
*, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, P≤0.001 compared to C57BL/6 WT 

Fig. 2 Implication of IRF3 or IRF7 deficiency on synthesis of IFN-a (a) and IFN-b (b) in brain 

homogenates of mice infected with HSV-1. C57BL/6 WT (●), IRF3-/- (<) and IRF7-/- (▲) mice were infected 

intranasally with 5x105 PFUs of HSV-1 strain H25. Data for each individual mouse and the means ± SEM (n = 
5-6 mice per group) are represented. Statistical analyses were performed using a two-way ANOVA with Tukey’s 
multiple comparison post-test after log transformation of the data (GraphPad Prism Software v6). Statistically 
significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, P≤0.001 compared to C57BL/6 WT or 
between indicated groups. NI, non-infected 

Fig. 3 Implication of IRF3 or IRF7 deficiency on synthesis of cytokines (a to g) and chemokines (h to k) 

in brain homogenates of mice infected with HSV-1. C57BL/6 WT (●), IRF3-/- (<) and IRF7-/- (▲) mice were 

infected intranasally with 5x105 PFUs of HSV-1 strain H25. Data for each individual mouse and the means ± 
SEM (n = 5-6 mice per group) are represented. Statistical analyses were performed using a two-way ANOVA 
with Tukey’s multiple comparison post-test after log transformation of the data (GraphPad Prism Software v6). 
Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, P≤0.001 compared to C57BL/6 
WT or between indicated groups. NI, non-infected  
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Figure 1 :  

 

 

Figure 2 : 
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Figure 3 :  
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Chapitre III : La modulation de la réponse 

inflammatoire associée à un traitement antiviral 

permet une amélioration du pronostic de 

l’encéphalite herpétique, chez les souris sensibles 

BALB/c. 

I Avant-propos 

Ce chapitre correspond à l’article intitulé « Valacyclovir Combined with Artesunate or Rapamycin 

Improves the Outcome of Herpes Simplex Virus Encephalitis in Mice Compared to Antiviral Therapy Alone » 
publié en 2015 dans « Antiviral Research » (2015 ; 123:105-13, PMID 26374952, DOI : 
10.1016/j.antiviral.2015.09.007). J’en suis la première auteure et l’article est présenté tel que publié. Dans le 
cadre de cet article, j’ai mis au point le modèle animal, réalisé les expériences animales pour tester l’effet 
d’agents immunomodulateurs (artésunate et rapamycine) administré par voie intrapéritonéale des jours 4 à 13 
après l’infection, les qPCR que j’ai préalablement remis au point afin de passer d’une PCR en capillaires à une 
PCR en plaques de 96 puits, l’évaluation des titres viraux dont j’ai changé le protocole afin de mieux détecter 

les faibles charges virales, le dosage de l’IFN-b par ELISA et des autres cytokines et chimiokines par Luminex. 

Rafik Menasria et Chantal Rhéaume m’ont supportée dans les expériences animales, notamment lors des 
prélèvements de cerveau. Quant aux Dre Piret et Dr Boivin, ils ont supervisé le projet de recherche ainsi que 
coordonné et corrigé le manuscrit.  

II Résumé 

Dans cette étude, j’ai évalué le bénéfice de combiner l’artésunate (ART) ou la rapamycine (RAPA) avec 
le valacyclovir (VACV) lors du traitement de l’HSE expérimentale. Les souris infectées ont été traitées avec le 
VACV combiné ou non à l’ART ou à la RAPA. Les taux de survie des souris traitées avec le VACV et l’ART ou 
la RAPA sont supérieurs à celui des souris traitées avec l’antiviral seul sans différence significative de charges 
virales dans les cerveaux des souris. Les taux de cytokines et de chimiokines sont réduits chez les souris traitées 
avec la combinaison VACV-ART comparativement à ceux des souris ne recevant que le VACV. Les taux de 

CCL2 (jour 7), d’IL-6, d’IL-1b et d’IFN-g (jour 9) sont diminués chez les souris traitées avec la combinaison 
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VACV-RAPA comparativement aux souris traitées avec l’antiviral seul. Nos résultats suggèrent que l’ajout d’un 
composé immunomodulateur comme l’artésunate serait bénéfique au traitement antiviral de l’HSE.  
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III Article scientifique 

Title Page 

 

Valacyclovir Combined with Artesunate or Rapamycin Improves the Outcome of Herpes 
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Highlights 
§ The effect of combining artesunate or rapamycin with valacyclovir against herpes simplex virus 

encephalitis was evaluated 

§ Both combined regimens improved survival rate in a murine model of herpes simplex virus 
encephalitis 

§ The improved survival rate with combined therapies was not due to an effect on viral replication 
in the brain 

§ Artesunate could act by decreasing the production of cytokines and chemokines in the brain 

§ The effect of rapamycin could be related to its immunosuppressive potency on T lymphocytes 

Abstract 

Despite antiviral therapy, the mortality rate of herpes simplex virus encephalitis (HSE) remains high 
and many surviving patients harbor neurological sequelae. Although viral replication is responsible for 
substantial neurological damages, an exaggerated inflammatory response could also contribute to this process. 
Artesunate (ART) and rapamycin (RAPA) have shown some benefits in the treatment of herpes simplex virus 
infections. Herein, we evaluated the benefit of combining ART or RAPA with valacyclovir (VACV) in a murine 
model of HSE. Infected mice were treated with VACV (1 mg/mL in drinking water) from day 3 post-infection (p.i.) 
combined or not with daily intraperitoneal administration of ART (30 mg/kg) or RAPA (20 mg/kg) from days 4 to 
13 p.i. Viral load, infectious titers, cytokine and chemokine levels were measured in brain homogenates on 
days 5, 7 and 9. The survival rates of mice treated with VACV and ART or RAPA were higher than with VACV 
alone (71.9% versus 43.2% for ART and 66.7% versus 43.2% for RAPA; both P≤0.05) but no significant 

difference was seen in the brain viral loads. Levels of IL-1b, IL-2 (both P≤0.05), IL-6, IFN-g (both P≤0.01), CCL2 

(P≤0.01), CCL3 and CCL4 (both P≤0.05) were reduced in mice treated with VACV combined with ART versus 

VACV alone. Levels of IL-6, IL-1b and IFN-g slightly increased on day 7 in mice treated with VACV combined 

with RAPA compared to VACV alone and then decreased on day 9. Our results suggest that immunomodulatory 
compounds such as ART or RAPA could benefit antiviral therapy in HSE. 

Keywords: Herpes simplex virus encephalitis, inflammation, antiviral agents, immunomodulatory 
drugs, artesunate, rapamycin 
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1. Introduction  

Herpes simplex virus encephalitis (HSE) is the most common cause of lethal viral encephalitis in 
Western countries (Tyler, 2004). The annual incidence of HSE is estimated to be 5 cases per million individuals 
and herpes simplex virus (HSV) 1 is responsible for 90% of cases (Rozenberg et al., 2011). HSE consists in a 
diffuse inflammatory process in brain parenchyma associated with signs of cerebral dysfunctions. In the absence 
of antiviral therapy, the mortality rate associated with HSE approaches 70%. Despite early administration of 
acyclovir (ACV), the mortality rate of HSE is still close to 30% with nearly 60% of survivors developing 
neurological sequelae. The pathogenesis of HSE is not well understood. After intranasal infection of mice with 
HSV-1, a prolonged microglial activation was observed and, macrophages and neutrophils rapidly infiltrated the 
brain followed by lymphocytes, largely composed of CD8+ T cells (Marques et al., 2008). It is thus suggested 
that direct virus-related and indirect immune-mediated mechanisms contribute to the damages occurring in the 
central nervous system (CNS) during HSE. In this regard, corticosteroids have been reported to improve the 
outcome of HSE in a murine model by reducing the activation of several inflammatory pathways (Sergerie et al., 
2007). A recent review also suggested that adjunctive corticosteroid therapy may have beneficial effects in the 
treatment of patients suffering from HSE (Ramos-Estebanez et al., 2014).  

Innate immune response constitutes the first line of host defense that limits viral spread. Toll-like 
receptor (TLR) 2, TLR3 and TLR9 have been reported to play a major role in the pathogenesis of HSE in murine 
models (Kurt-Jones et al., 2004; Reinert et al., 2012; Sorensen et al., 2008; Wang et al., 2012). TLR2 is located 
on the cell surface and has been shown to sense viral components such as glycoproteins H, L or B (Leoni et al., 
2012). TLR3 and TLR9 are found in the endosomes and respectively participate in the recognition of double-
stranded RNA intermediates produced during viral replication and unmethylated CpG DNA (Krug et al., 2004; 
Weber et al., 2006). After activation, these TLRs can trigger multiple cellular responses including the production 
of pro-inflammatory cytokines and chemokines that play an important role in the activation of the adaptive 
immunity.  

Artesunate (ART) is commonly used in the treatment of severe malaria. ART has also been reported to 
be effective against multidrug-resistant infections caused by HSV-2 in hematopoietic stem cell transplant 
recipients (Sellar et al., 2012). Previous studies have demonstrated that ART exerts an immunomodulatory 
activity by modulating TLR2 and TLR9 pathways in murine models of bacterial infections (Li et al., 2010; Li et 
al., 2008). On the other hand, rapamycin (RAPA), an inhibitor of the mammalian target of rapamycin (mTOR), is 
a widely used immunosuppressive drug. RAPA acts by inhibiting several signal transduction pathways in 
cytokine-stimulated T cells and blocks the cell-cycle progression from G1 to S phase. This leads to an inhibition 
of the clonal expansion and cytotoxic activity of T lymphocytes (Janes and Fruman, 2009; Powell et al., 1999). 



 

 115 

In mouse models of herpetic stromal keratitis, RAPA was shown to reduce lesions severity by decreasing the 
inflammatory response (Deshpande et al., 2001; Zapata et al., 2012). The use of ART or RAPA to respectively 
inhibit TLR2 and TLR9 activation or T cell functions at a critical time after infection could thus reduce the 
overzealous inflammatory response that develops during HSE. 

In this study, we evaluated the added benefit of combining ART or RAPA with valacyclovir (VACV) in a 
murine model of HSE by analyzing the effects of individual or combined treatments on the survival rate as well 
as on the viral DNA load, infectious viral titers and pro-inflammatory cytokine and chemokine levels in brain 
homogenates at different times post-infection. 

2. Materials and Methods 

2.1 Drugs  

ART and ACV were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Rapamycin and VACV 
were respectively obtained from Biorbyt (San Francisco, CA) and GlaxoSmithKline (Mississauga, ON, Canada).  

2.2 Drug susceptibility assays  

The activity of ART, RAPA and ACV against the HSV-1 strain H25 was evaluated in NIH/3T3 cells 
(mouse embryonic fibroblasts; CRL-1658™ ATCC®, Manassas, VA) by the plaque reduction assay (Zwiwekosz 
et al., 2004). Drugs were added to cells 30 min before and left during and after infection (pre-treatment) or added 
90 min after cell infection (post-infection).  

2.3 Animals and experimental procedures  

Four- to five-week-old female BALB/c mice were purchased from Charles River Canada (St-Constant, 
QC, Canada). All experimental procedures were approved by the Animal Care Ethics Committee of Laval 
University. In a first set of experiments, the effect of ART and RAPA alone was evaluated in a low viral inoculum 
model of HSE. Mice were infected intranasally with 1.5x103 plaque forming units (PFU) of the neurovirulent 
clinical HSV-1 strain H25 described elsewhere (Sergerie et al., 2007). Viral titers were determined in Vero cells 
after virus stock production and at the end of each experiment (back titration). Mice were treated by daily 
intraperitoneal (ip) administration of the vehicle (0.9% saline), 15 mg/kg of ART or 10 mg/kg of RAPA from days 4 
to 13 post-infection (p.i.). For survival rate experiments, mice were monitored during 21 days for appearance of 
HSE-related signs (i.e., weight loss, isolation with no social interaction, limited movements, swollen eyes, 
neurological disorders, convulsion and mortality). Animals were sacrificed when a weight loss ≥ 20% or a 
combination of two other obvious sickness signs were recorded. To evaluate the effect of ART and RAPA on 
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viral load, subsets of mice were sacrificed on days 5 and 7 p.i. and brain homogenates were prepared as 
previously described (Boivin et al., 2012b).  

In a second set of experiments, the effect of VACV alone or combined with ART or RAPA was evaluated 
in a high viral inoculum model of HSE. Mice were infected intranasally with 1.5x104 PFU of HSV-1 strain H25. 
Mice were treated with VACV (1 mg/mL in drinking water ad libitum from day 3 and on) as this dosage was 
previously demonstrated to be more effective than twice daily administration of 50 mg/kg by oral gavage (Field 
and Thackray, 1995). VACV treatment was combined or not with daily ip administration of the vehicle, ART 
(30 mg/kg) or RAPA (20 mg/kg) from days 4 to 13 p.i. For survival rate experiments, mice were monitored during 
21 days for appearance of HSE-related signs as described above. Subsets of mice were sacrificed prior to 
infection and on days 5, 7 and 9 p.i. and brain homogenates were prepared as reported (Boivin et al., 2012b) to 
determine viral DNA load, infectious titers, cytokine and chemokine levels. 

2.4 Viral DNA load and infectious titers measurements  

Total DNA was extracted from 10 mg of brain homogenates using the MagNA Pure LC DNA Isolation 
Kit II (Roche Molecular System, Laval, QC, Canada) and eluted in 200 µL of elution buffer according to 
manufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed using 5 µL of extracted total DNA and the 
LightCycler® 480 Probes Master mix in a LightCycler® 480 system (both from Roche Molecular System). External 
standards were run in parallel as described elsewhere (Boivin et al., 2006). Primers and probes targeted a 
conserved region of the DNA polymerase of HSV-1. Infectious titers were determined in brain homogenates by 
a standard plaque assay on Vero cells (Boivin et al, 2012 b). The limit of detection of the assay was 5 PFU per 
well. 

2.5 Cytokine and chemokine levels measurements  

Brain homogenates were centrifuged at 10,000xg for 10 min at 4 °C. IFN-b protein levels were 

measured in supernatants by ELISA (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Levels of IFN-g, IL-1b, IL-2, 

IL-6, keratinocyte chemoattractant (KC), chemokine ligand (CCL)-2, CCL3, CCL4 and CCL5 were determined 
in supernatants by magnetic bead-based immunoassays using the Bio-Plex mouse cytokine group I plex assay 
(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) according to the manufacturer’s instructions. Data were 
analyzed using a Bio-Plex system equipped with the BioPlex Manager Software v6.0. 

2.6 Statistical analyses  

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism software program v5 (GraphPad 
Software, San Diego, CA). Differences in survival rates were analyzed using a Log-Rank (Mantel-Cox) test. 
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Differences in mean life expectancies were analyzed using a non-parametric analysis of variance (ANOVA) with 
Dunn’s post-test for multiple group comparison. Differences in weight changes were analyzed using a two-way 
ANOVA with Bonferroni post-test. Differences in viral DNA load, infectious titers, cytokine and chemokine levels 
were analyzed by a one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test after logarithmic transformation 
of the data. A P value ≤ 0.05 was considered as statistically significant. 

3. Results 

3.1 In vitro activity of artesunate and rapamycin against HSV-1 

 The activity of ART and RAPA compared to ACV against HSV-1 H25 was evaluated in NIH/3T3 
cells. Drugs were added 30 min before infection of cells with HSV-1 and left during and after infection (pre-
treatment) or added 90 min after infection of cells (post-infection). ART and RAPA exhibited no in vitro activity 
against HSV-1 in the range of concentrations tested (0-30 µM and 0-10 µM, respectively) whereas ACV had a 
50% effective concentration (EC50) value of 0.26 µM in both conditions (data not shown).  

3.2 Effect of artesunate and rapamycin on survival rate and viral DNA load 

The effect of ART and RAPA on survival rates of mice infected with a low viral inoculum (i.e., 1.5x103 
PFU) of HSV-1 strain H25 was evaluated. All untreated mice demonstrated sickness signs from day 5 to 10 p.i. 
Figure 1A shows that the survival rate of mice treated with ART (30.8%) was higher than that of control (10.0%), 
but the difference was not statistically significant. More interestingly, treatment of mice with RAPA resulted in a 
significant increase in the survival rate compared to control (75.0% versus 10.0%; P≤0.01). Figure 1B shows 
that there were no significant differences in mean life expectancies for mice that received ART or the vehicle 
(11.7 ± 1.9 days versus 8.6 ± 1.0 days) whereas a significant difference was observed in mice treated with 
RAPA (17.6 ± 2.2 days versus 8.6 ± 1.0 days; P≤0.01). Treatment with ART did not affect the weight of mice 
compared to those of control (Fig. 1C). In contrast, the weight change of mice treated with RAPA was significantly 
lower than that of control on days 6 (+5.1% versus -5.3%; P<0.001) and 7 p.i. (+0.5% versus -9.7%; P<0.001; 
Fig. 1D).  

Figure 2 shows that the viral DNA load in brain homogenates of mice treated with ART was reduced 
compared to control on day 5 p.i. but, as expected from in vitro data, this effect was not statistically significant. 
Treatment of mice with RAPA had no effect on the brain viral DNA load compared to control on both days 5 and 
7 p.i.  
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3.3 Effect of valacyclovir combined with artesunate or rapamycin on survival rate 

The administration of VACV (1 mg/mL in drinking water ad libitum) on day 3 or 4 p.i. to BALB/c mice 
infected with a low viral inoculum (1.5x103 PFU) usually results in the survival of almost all animals (data not 
shown). We have recently demonstrated that the administration of the same dose of VACV started on day 3 or 
4 p.i. to mice infected with a one-log higher viral inoculum (1.5x104 PFU) mimics a clinical situation in which 
antiviral treatment is not optimal (i.e., mortality rate of at least 50%) allowing the assessment of additional 
immune-based therapy (Boivin et al., 2013). The effect of VACV alone or combined with ART or RAPA on 
survival rate was thus compared by using this model. Figure 3A shows that mice treated with VACV alone 
exhibited a significant increase in survival rate (43.2%) compared to control (8.3%; P≤0.01). Interestingly, the 
survival rate of mice treated with VACV combined with ART (71.9%) was significantly higher than that of control 
(8.3%; P≤0.0001), ART alone (0%; P≤0.0001) and VACV alone (43.2%; P≤0.05). Similarly, the survival rate of 
mice treated with VACV combined with RAPA (66.7%) was significantly higher than that of control or RAPA 
alone (both 8.3%; P≤0.0001) and antiviral alone (43.2%, P≤0.05). Mice that received the vehicle, ART or RAPA 
alone demonstrated sickness signs from day 3 p.i. and started to die on day 5-6 after infection. Treatment of 
mice with VACV alone or combined with ART or RAPA delayed the appearance of HSE-related signs and 
mortality by 1 to 2 days. The mean life expectancy of control (7.2 ± 1.3 days) was significantly lower than those 
of mice treated with VACV combined with ART (16.9 ± 1.2 days; P≤0.001) or RAPA (16.4 ± 1.2 days; P≤0.001) 
whereas VACV, ART or RAPA alone had no significant effect (Fig. 3B). No significant difference in weight 
changes was observed between groups (Fig. 3C/D).  

3.4 Effect of valacyclovir combined with artesunate or rapamycin on viral DNA load and 
infectious titers 

Panel A of Fig. 4 shows the viral DNA load in brain homogenates of mice treated with VACV, ART or 
RAPA individually or combined. Compared to control, viral DNA load was significantly decreased in mice treated 
with VACV alone (P≤0.05) or combined with ART (P≤0.001) or RAPA (P≤0.05) on day 5 p.i. whereas ART or 
RAPA alone had no effect. The absence of surviving mice in the control group beyond day 5 p.i. precluded 
statistical analysis. A non-significant reduction in the viral load was observed in mice treated with VACV 
combined with ART compared to VACV alone at all time points whereas no reduction was seen with the 
combined therapy with RAPA.  

Panel B of Fig. 4 shows the infectious titers in brain homogenates of mice treated with the antiviral, 
ART or RAPA individually or combined. Compared to control, the infectious titers were significantly decreased 
in mice treated with VACV alone (P≤0.05) or combined with ART (P≤ 0.01) on day 5 p.i. whereas ART and 
RAPA or VACV combined with RAPA had no effect. A non-significant reduction in the infectious titers was 
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observed in mice treated with VACV combined with ART compared to VACV alone at all time points whereas 
combined therapy with RAPA induced a non-significant reduction on day 9 p.i.  

3.5 Effect of valacyclovir combined with artesunate or rapamycin on pro-inflammatory cytokines 
and chemokines 

Figure 5 (Panels A to E) shows the levels of pro-inflammatory cytokines in brain homogenates of mice 

treated with VACV, ART or RAPA individually or combined. Compared to control, levels of IFN-b, IL-1b and IL-

2 (all P≤0.05) were significantly reduced in mice treated with VACV alone whereas levels of IFN-b, IL-6 (both 

P≤0.01), IFN-g, IL-1b and IL-2 (all P≤0.001) were significantly lower in mice treated with VACV combined with 

ART on day 5 p.i. In mice treated with VACV combined with RAPA, levels of IFN-b, IL-1b and IL-2 (all P≤0.05) 

were lower compared to control on day 5 p.i. Interestingly, levels of IFN-g in mice treated with VACV combined 

with ART were significantly lower compared to those of antiviral therapy alone on days 5 and 9 p.i. (P≤0.05 and 

P≤0.01, respectively). Levels of IFN-g in mice that received VACV combined with RAPA were significantly lower 

compared to mice treated with VACV alone (P≤0.05) only on day 9 p.i. Compared to VACV alone, levels of IL-

1b were decreased in mice treated with the combination VACV and ART on day 7 p.i. (P≤0.05) and with VACV 

and RAPA on day 9 p.i. (P≤0.01). A significant reduction in levels of IL-2 (P≤0.05) and IL-6 (P≤0.01) was seen 
in mice that received VACV and ART compared to the antiviral alone on day 9 p.i. Levels of IL-6 significantly 
increased in mice treated with VACV and RAPA compared to the antiviral alone on day 7 p.i. (P≤0.05) and 
thereafter decreased on day 9 p.i. (P≤0.05). 

Figure 6 (Panels A to E) shows the levels of chemokines in brain homogenates of mice treated with the 
antiviral, ART or RAPA individually or combined. Compared to control, VACV alone significantly decreased the 
level of CCL4 (P≤0.01) whereas VACV combined with ART reduced the levels of CCL3 (P≤0.05), KC, CCL2, 
CCL5 (all P≤0.01) and CCL4 (P≤0.001) on day 5 p.i. Levels of CCL4 were also significantly decreased in mice 
treated with VACV combined with RAPA (P≤0.05) compared to control on day 5 p.i. Levels of CCL2 (P≤0.01), 
CCL3 and CCL4 (both P≤0.05) were significantly lower in mice treated with VACV combined with ART compared 
to VACV alone on day 7 p.i. No other significant change in the levels of chemokines was observed in mice 
treated with the antiviral alone or combined with RAPA. 

4. Discussion 

In the present study, we first used a murine model of HSE induced by a low inoculum of HSV-1 (i.e., 
1.5x103 PFU) to evaluate the effect of ART and RAPA alone on disease severity and mortality. Treatment of 
mice with ART and RAPA alone increased survival rates but this effect was not associated with a reduction of 
viral replication in the brain. We then used a high viral inoculum (i.e., 1.5x104 PFU) model of HSE, which mimics 
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a clinical situation in which antiviral treatment is not optimal and results in approximatevely 50% survival rate 
(Boivin et al., 2013), to evaluate the added benefit of combining ART or RAPA with VACV. Interestingly, survival 
rates of mice treated with both combined regimens were significantly increased compared to antiviral therapy 
alone. A reduction of the inflammatory response in the brain is most likely involved for ART as shown by 
significant decrease in pro-inflammatory cytokines and chemokines whereas the mechanisms implicated for 
RAPA remain less clear. We have previously evaluated the added benefit of combining VACV with an anti-TNF-

a antibody and showed that such combined treatment significantly increased survival rate compared to antiviral 

drug alone (Boivin et al., 2013). 

The improved survival rates of mice treated with VACV combined with ART or RAPA compared to 
antiviral alone could not be explained by a direct effect on viral replication in the CNS. Indeed, we observed no 
significant decrease in viral DNA load and infectious titers in brain homogenates for these two groups compared 
to VACV alone. Similarly, ART or RAPA added to cells before and/or after the infection did not demonstrate any 
in vitro antiviral activity against HSV-1 strain H25 at the highest concentrations tested (30 µM and 10 µM, 
respectively). Conflicting results were previously reported regarding the activity of ART against HSV. Indeed, a 
potent in vitro activity of ART on HSV-1 replication was shown in a first study (Efferth et al., 2002) whereas, as 
demonstrated in our experiments, no inhibitory effect on HSV-1/2 was found by another group (He et al., 2012). 

Recognition of HSV components is mediated by TLR2, TLR3 and TLR9 (Melchjorsen, 2012). Studies 
have shown that ART protects mice in a bacterial sepsis model by acting on TLR2 and TLR9 signaling pathways 
(Li et al., 2010; Li et al., 2008). The mechanism of action of ART could involve a decrease in the expression of 
TLR2 and TLR9 mRNAs after stimulation by heat-killed bacteria and the inhibition of activation of the 

transcription factor NF-kB resulting in reduced pro-inflammatory cytokines production. In our experiments, we 

observed that treatment of mice with VACV combined with ART significantly decreased the levels of several pro-

inflammatory cytokines (i.e., IFN-g, IL-1b, IL-2 and IL-6) in brain homogenates compared to antiviral therapy 

alone. This reduced inflammatory response in the CNS could thus explain the increased survival rate seen in 
mice treated with combined therapy. We have already demonstrated that the administration of an antagonist of 
TLR9 on day 3 p.i. was beneficial and improved the survival rate in a mouse model of HSE through a better 
control of the inflammatory response that could be detrimental to the host (Boivin et al., 2012b).  

On day 5 p.i., the levels of several chemokines (i.e., KC, CCL2, CCL3, CCL4 and CCL5) were 
significantly increased in mice infected with HSV-1 and left untreated. By using C57BL/6 chimeric mice with 
bone marrow-derived cells expressing the green fluorescent protein, we demonstrated an infiltration of peripheral 
monocytes/macrophages into the brain parenchyma during HSE (Boivin et al., 2012a). Treatment of mice with 
VACV combined with ART caused a significant reduction in the levels of CCL3, CCL4, and especially CCL2 in 
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brain homogenates compared to mice treated with the antiviral alone on day 7 p.i. suggesting that ART could 
decrease the infiltration of immune cells into the brain during HSE. By using C57BL/6 mice knockout for CCR2, 
we have previously shown that the CCL2-CCR2 signaling pathway was responsible for the egress of 
inflammatory monocytes from the bone marrow to the blood during HSV encephalitis but its role in the infiltration 
of peripheral cells into the CNS was not clearly established (Boivin et al., 2012a). Therefore, it would be 
interesting to evaluate the effect of ART alone or combined with VACV on the recruitment of immune cells into 
the brain during HSE in our mouse models. 

The immunosuppressive potency of RAPA is mainly due to a blocking of several signal transduction 
pathways in cytokine-stimulated T cells (Janes and Fruman, 2009; Powel et al., 1999. In innate immunity, a 
central role of mTOR kinase has been defined by its ability to downregulate the production of pro-inflammatory 
cytokines (Thomson et al., 2009). It has been demonstrated that the inhibition of mTOR kinase activity by RAPA 

could promote the production of several pro-inflammatory cytokines such as IL-1b, IL-6 and IFN-g by enhancing 

NF-kB activity in human monocytes or myeloid dendritic cells during TLR stimulation (Weinchhart et al., 2008; 

Weichhart et al., 2011). This suggests that despite an increased production of pro-inflammatory cytokines by the 
innate immune system, the net effect of RAPA is to suppress T cell stimulation (Janes et Fruman, 2009). In our 

experiments, the levels of IFN-g, IL-1b and especially IL-6 were increased in brain homogenates of mice treated 

with VACV combined with RAPA compared to mice treated with the antiviral drug alone on day 7 p.i. whereas 
their levels decreased significantly on day 9. Therefore, the improved efficacy of VACV combined with RAPA 
over VACV alone could be due to an inhibitory effect on T cells stimulated in response to pro-inflammatory 
cytokines. In contrast, treatment of mice with VACV combined with RAPA did not affect the levels of chemokines 
in brain homogenates compared to antiviral therapy alone suggesting that RAPA might not affect the infiltration 
of immune cells into the CNS during HSE. It is also important to note that RAPA rapidly crosses the blood-brain 
barrier (Pong and Zaleska, 2003) and could exert some effects into the CNS. Further investigations are thus 
needed to shed some light on the mechanisms involved in the anti-inflammatory effects induced by RAPA in our 
murine models of HSE. 

The cerebral immune response that develops during HSE is a “double edge sword” as it is critical to 
control viral replication in the brain early after infection but if uncontrolled may also result in an exaggerated 
immune response that could be detrimental to the host. In our mouse model of HSE, treatment with VACV was 
started on day 3 p.i. to rapidly decrease viral replication in the brain. The administration of ART or RAPA was 
delayed until day 4 p.i. to prevent the development of an overzealous inflammation. Of note, mice probably 
ingested VACV in drinking water mainly during nighttime which corresponds to their period of activity whereas 
ART and RAPA were given during daytime. Such administration schedule may have somewhat affected our 
results. 
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In summary, we showed that the administration of VACV combined with ART or RAPA was beneficial 
and improved the outcome of HSE in mice. Additional studies should be performed to validate the time at which 
such immunomodulatory agents should be optimally initiated as well as their dose and schedule of 
administration. Overall, these data suggest that it could be beneficial to combine a potent antiviral agent with 
immune-based therapy, such as ART and RAPA, to improve the prognosis of patients suffering from HSE. 
Biomarkers of inflammation in blood or in cerebrospinal fluid should nevertheless be identified for timely 
administration of such immunomodulatory therapy. 
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Legends to Figures 

Figure 1: Effect of artesunate or rapamycin on survival rate (A), mean life expectancy (B) and 
percentage of body weight changes (C and D for artesunate and rapamycin, respectively) of HSV-1-infected 
mice. Groups of mice were infected intranasally with 1.5x103 PFU in a 20 µL volume and received once daily 
intraperitoneal administration of the vehicle (◊, 0.9% saline), artesunate (○, 15 mg/kg) or rapamycin 
(□, 10 mg/kg) from days 4 to 13 post-infection. Mice were examined three times a day and a ≥ 20% weight loss 
or two obvious neurological signs were considered as end-points for sacrifice. The differences in survival rates 
were evaluated using a LogRank (Mantel-Cox) test. The differences in mean life expectancies were evaluated 
using a non-parametric one-way ANOVA with Dunn’s post-test. The differences in body weight changes were 
evaluated using a two-way ANOVA with Bonferroni post-test. Results represent the means ± SEM. Data from 
two independent experiments (of 8 to 13 mice per group) with similar results were combined. Statistically 
significant results are indicated as follows: **, P≤0.01; ***, P≤0.001.  

 

Figure 2: Effect of artesunate or rapamycin on viral DNA load in brain homogenates of HSV-1-infected 
mice. Groups of mice were infected intranasally with 1.5x103 PFU in a 20 µL volume and received once daily 
intraperitoneal administration of the vehicle (0.9% saline), artesunate (15 mg/kg) or rapamycin (10 mg/kg) from 
days 4 to 7 post-infection. Viral DNA load was measured by qPCR in brain homogenates collected on days 5 
and 7 post-infection in duplicate. Results are expressed as log copies/mg of brain tissue and represent the 
means ± SEM (n = 5 mice per group). No statistical differences in the viral loads between groups were obtained 
using a one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test after log transformation of the data. Dotted 
lines represent the limits of detection of the assay. 

 

Figure 3: Effect of valacyclovir combined with artesunate or rapamycin on survival rate (A), mean life 
expectancy (B) and percentage of body weight changes (C and D for artesunate and rapamycin, respectively) 
of HSV-1-infected mice. Groups of mice were infected intranasally with 1.5x104 PFU in a 20 µL volume. Mice 
were left untreated (◊) or received valacyclovir (♦, 1 mg/mL in drinking water ad libitum) from day 3 post-infection 
and on or artesunate (○, 30 mg/kg) or rapamycin (□, 20 mg/kg) both by daily intraperitoneal administration from 
days 4 to 13 post-infection or valacyclovir combined with artesunate (●) or rapamycin (■). Mice were examined 
three times a day and a ≥ 20% weight loss or two obvious neurological signs were considered as end-points for 
sacrifice. The differences in survival rates were evaluated using a Log-Rank (Mantel-Cox) test. The differences 
in mean life expectancies were evaluated using a non-parametric one-way ANOVA with Dunn’s post-test. The 
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differences in percentage of body weight changes were evaluated using a two-way ANOVA with Bonferroni post-
test. Results represent the means ± SEM. Data from two independent experiments (of 12 to 21 mice per group) 
with similar results were combined. Statistically significant results are indicated as follows: ***, P≤0.001.  

 

Figure 4: Viral DNA load (A) and infectious viral titers (B) in brain homogenates of mice treated with 
valacyclovir alone or combined with artesunate or rapamycin. Groups of mice were infected intranasally with 
1.5x104 PFU in a 20 µL volume. Mice were left untreated or received valacyclovir from day 3 post-infection and 
on or artesunate (30 mg/kg) or rapamycin (20 mg/kg) both by daily intraperitoneal administration from days 4 to 
9 post-infection or valacyclovir combined with artesunate or rapamycin. Viral DNA load (A) was measured by 
qPCR in brain homogenates collected on days 5, 7 and 9 post-infection in duplicate. Results are expressed as 
log copies/mg of brain tissue and represent the means ± SEM (n = 5 mice per group). Viral infectious titers (B) 
were measured by plaque assay on Vero cells in brain homogenates collected at similar time points in triplicate 
wells. Results are expressed as log PFU/mg of brain tissue and represent the means ± SEM (n = 5 mice per 
group). Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-
test after log transformation of the data. Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, 
P≤0.01; ***, P≤0.001. Dotted lines represent the limits of detection of the assays. 

Figure 5: Levels of cytokines in brain homogenates of mice treated with valacyclovir alone or combined 
with artesunate or rapamycin. Groups of mice were infected intranasally with 1.5x104 PFU in a 20 µL volume. 
Mice were left untreated or received valacyclovir (1 mg/mL in drinking water ad libitum) from day 3 post-infection 
and on or artesunate (30 mg/kg) or rapamycin (20 mg/kg) both by daily intraperitoneal administration from days 4 

to 9 post-infection or valacyclovir combined with artesunate or rapamycin. Levels of IFN-b (A), IFN-g (B), IL-1b 

(C), IL-2 (D) and IL-6 (E) were measured by ELISA (IFN-b) or magnetic bead-based immunoassay (all others) 

in supernatants of brain homogenates collected prior to infection and on days 5, 7 and 9 post-infection. Levels 
of cytokines are expressed in pg/mL and represent the means ± SEM (n = 5 mice per group). Statistical analyses 
were performed using a one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test after log transformation of 
the data. Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, P≤0.001 compared 
to vehicle or between indicated groups. 

Figure 6: Levels of chemokines in brain homogenates of mice treated with valacyclovir alone or 
combined with artesunate or rapamycin. Groups of mice were infected and treated as described in Fig. 5 legend. 
Levels of KC (A), CCL2 (B), CCL3 (C), CCL4 (D) and CCL5 (E) were determined by magnetic bead-based 
immunoassay in supernatants of brain homogenates collected prior to infection and on days 5, 7 and 9 post-
infection. Levels of chemokines are expressed in pg/mL and represent the means ± SEM (n = 5 mice per group). 
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Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test after 
log transformation of the data. Statistically significant results are indicated as follows: *, P≤0.05; **, P≤0.01; ***, 
P≤0.001 compared to vehicle or between indicated groups. 
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Chapitre IV : Discussion et Perspectives 

Les virus herpès simplex sont des virus ubiquitaires présentant deux particularités biologiques 
spécifiques. En effet, en plus de pouvoir infecter de nombreux sites anatomiques, ils peuvent établir une phase 
de latence et sont neurovirulents. Le VHS-1 est généralement responsable d’infections orolabiales et parfois 
d’infections génitales bénignes, mais peut engendrer des pathologies présentant de fortes complications que ce 
soit via la dissémination à plusieurs organes ou l’infection du système nerveux central. Ces infections sévères 
peuvent être mortelles ou laisser de nombreuses séquelles malgré un traitement antiviral approprié. 
L’encéphalite herpétique fait partie des infections les plus sévères causées par le VHS-1. C’est la première 
cause d’encéphalite sporadique virale mortelle dans les pays industrialisés. Malgré un traitement antiviral 
administré précocement et l’élimination du virus au niveau du SNC, de nombreux patients présentent des 
séquelles neurologiques importantes et irréversibles. De plus en plus de preuves suggèrent la participation de 
la réponse immunitaire cérébrale innée dans la pathogenèse de l’encéphalite herpétique. En effet, celle-ci est 
essentielle au contrôle de la réplication virale, mais si elle n’est pas contrôlée, elle pourrait engendrer une 
neuroinflammation délétère.  

De nombreux modèles animaux permettent l’étude de la réponse immunitaire cérébrale innée au cours 
de l’encéphalite herpétique, que ce soit à des temps précoces ou à des temps tardifs après l’infection. De plus, 
il existe une sensibilité distincte à l’infection intranasale par le VHS-1 chez différents types de souris. Dans le 
cadre de mon doctorat, j’ai utilisé plusieurs modèles murins différents afin d’étudier la participation de la réponse 
immunitaire cérébrale innée dans la pathogenèse de l’encéphalite herpétique. L’infection intranasale permet de 
mimer les signes cliniques d’une encéphalite herpétique chez l’homme et est largement utilisée (440). En effet, 
bien que l’infection cérébrale chez la souris présente un profil de propagation virale et de lésions disséminées 
par rapport aux lésions inflammatoires focales rencontrées chez l’homme, l’infection de souris jeunes et 
sensibles, par l’inhalation de l’inoculum viral entraîne un gonflement oculaire, une perte de poids, des 
mouvements d’agitation, des troubles neurologiques et une mortalité rapide due à l’œdème cérébral (33, 441, 
442). Cependant, l’utilisation du modèle d’infection intranasale apporte certaines limitations. En effet, la 
reproductivité de l’infection peut varier entre les animaux en fonction de leur intensité respiratoire lors de 
l’inoculation virale. Par ailleurs, l’infection intranasale peut conduire à une infection virale pulmonaire et créer 
ainsi des réponses immunitaires systémiques non désirées. De plus, à la suite d’une infection intranasale chez 
la souris, le virus se réplique d’abord dans les cellules épithéliales nasales permissives à l’infection, puis infecte 
ensuite les neurones olfactifs qui innervent cette région et traverse la plaque criblée de l’ethmoïde pour atteindre 
le bulbe olfactif (443-445). De ce fait, la réponse immunitaire mucosale est un aspect important non pris en 
compte dans le cadre de mon doctorat et représente la plus grande limitation de mon étude.  
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La différence de la réponse immunitaire cérébrale innée entre des souris naturellement sensibles (souris 
BALB/c) et celles naturellement résistantes à l’infection (souris C57BL/6) présente un aspect immunologique 
très intéressant. Analyser cette différence m’a permis d’approfondir nos connaissances sur la composante 
immunitaire de la pathogenèse de l’encéphalite herpétique expérimentale. Bien que les premières preuves de 
la différence entre différentes souches de souris remontent à 1975, aucune étude n’avait à ce jour comparé la 
différence d’infiltration des cellules immunitaires périphériques et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 
et de chimiokines au niveau du SNC, entre ces deux types de souris au cours de l’infection intranasale par le 
VHS-1 (428). Comme attendu, les souris sensibles BALB/c sont plus susceptibles à l’infection par la souche 
clinique neurovirulente H25 du VHS-1, que les souris résistantes C57BL/6-symptomatiques. Cette mortalité est 
associée à une forte réplication virale au niveau des cerveaux des souris BALB/c par rapport à celle observée 
chez les souris C57BL/6. Chez les souris naturellement résistantes, l’infiltration des cellules immunitaires 
périphériques c’est-à-dire de monocytes inflammatoires, de cDCs, de pDCs, de cellules NKs et de cellules NKTs 
commence au jour 4 après l’infection intranasale, avec une persistance de l’infiltration des monocytes 
inflammatoires au jour 6 après l’infection suivie de l’infiltration des lymphocytes T au jour 8 après l’infection. En 
revanche, chez les souris BALB/c, naturellement sensibles, l’infiltration est restreinte aux monocytes 
inflammatoires et aux lymphocytes T, et ce seulement au pic de l’infection à savoir le jour 6 après l’infection. Par 
ailleurs, le taux des cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines est augmenté dans le cerveau des souris 
naturellement sensibles BALB/c par rapport aux animaux naturellement résistants C57BL/6-symptomatiques au 
jour 8 après l’infection.  

Les résultats de cette étude montrent que les titres viraux dans les cerveaux des souris BALB/c sont 
significativement plus élevés que ceux retrouvés chez les animaux C57BL/6-symptomatiques avec un pic de 
réplication, au jour 6 après l’infection. Il a été préalablement rapporté qu’après une infection de la muqueuse 
buccale par le VHS-1, le virus se propage dans tout le cerveau des souris sensibles, alors qu’il se limite au tronc 
cérébral chez les animaux C57BL/6 résistants (308). Les auteurs suggèrent que la capacité de l’hôte à limiter 
la propagation virale dans le SNC pourrait être l’un des facteurs participant à la résistance naturelle à l’HSE 
mortelle des souris C57BL/6. Cependant, ce paramètre n’a pas été évalué au cours de mon étude. Il serait 
intéressant de comparer la dissémination du virus chez les souris sensibles BALB/c et résistantes C57BL/6-
symptomatiques. De plus, l’analyse des différences dans les dommages cérébraux entre les trois types de souris 
(BALB/c sensibles, C57BL/6 symptomatiques ou non) pourrait être réalisée. En effet, à l’aide de co-marquage 
immunohistochimique, nous pourrions déterminer la localisation du virus dans les différentes zones cérébrales 
puis évaluer la proportion de neurones, de microglies, d’astrocytes et/ou d’oligodendrocytes en apoptose dans 
ces zones touchées. En complément, des tests comportementaux pourraient être faits afin d’analyser les zones 
du cerveau endommagées au cours de l’HSE expérimentale chez les trois types de souris cités précédemment 
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(443). Pour cela, des souris sensibles ou résistantes seraient infectées et testées au cours de la phase aiguë 
de la maladie à l’aide du test « Open Field » qui permettrait de déterminer l’activité locomotrice, les habitudes 
d’exploration et le stress émotionnel chez les souris, ainsi qu’à l’aide du test « SHIRPA » portant sur l’évaluation 
de la morphologie, du comportement, de la réponse sensorielle et des aptitudes sportives (446).  

Par ailleurs, par rapport aux souris BALB/c sensibles, des monocytes inflammatoires, des cDCs, des 
pCDs, des cellules NKs et des cellules NKTs infiltrent plus précocement (jour 4 après l’infection) les cerveaux 
chez les souris résistantes C57BL/6 symptomatiques. Les monocytes inflammatoires infiltrent toujours le SNC 
au jour 6 après l’infection et sont suivis par l’infiltration de lymphocytes T au jour 8 après l’infection. Dans le 
cerveau des souris BALB/c, le recrutement est limité aux monocytes inflammatoires et aux lymphocytes T 
seulement au pic de la réplication virale (au jour 6 après l’infection). En conclusions, une infiltration des cellules 
immunitaires périphériques rapide, soutenue et coordonnée est essentielle pour la restriction précoce et efficace 
de la réplication virale dans le SNC. 

Après une infection intranasale par le VHS-1, l’infiltration des monocytes inflammatoires dans le SNC 
des souris C57BL/6-symptomatiques débute au jour 4 et se poursuit au jour 6 après l’infection alors qu’elle est 
limitée au jour 6 après l’infection chez les souris BALB/c sensibles. À l’aide de souris C57BL/6 chimériques 
greffées avec des cellules dérivées de la moelle osseuse exprimant la protéine fluorescente verte, nous avons 
déjà rapporté que les monocytes infiltrent le SNC à la suite d’une infection intranasale par le VHS-1 (284). Ces 
monocytes infiltrants ont la capacité de se différencier en macrophages activés lors de l’HSE expérimentale. Ils 
infiltrent le tissu cérébral inflammé et exercent des activités pro-inflammatoires et phagocytaires (274). 
L’appauvrissement des monocytes, par de multiples injections intrapéritonéales de chlodronate liposomal à des 
souris C57BL/6 infectées par voie cornéenne par le VHS-1, augmente le taux de mortalité par rapport aux 
animaux recevant des liposomes vides et suggère un rôle protecteur des monocytes infiltrants le SNC pendant 
l’HSE expérimentale (429). De plus, les souris présentant un déficit hématopoïétique en CCR2 et infectées par 
voie intranasale par le VHS-1 présente une infiltration réduite de monocytes inflammatoires dans le SNC 
entraînant une réplication virale incontrôlée et une mortalité accrue par rapport aux animaux sauvages (351).  

Au jour 4 après l’infection, les cDCs et les pDCs infiltrent le SNC des souris C57BL/6-symptomatiques. 
Les pDCs jouent un rôle essentiel dans l’immunité contre les infections à herpèsvirus en établissant un lien entre 
la réponse immunitaire innée et adaptative. L’appauvrissement en DCs, positifs pour CD11c par injections 
intrapéritonéales de toxine diphtérique, chez des souris infectées, par le coussinet plantaire par le VHS-1, 
entraîne un taux de mortalité augmenté et des titres viraux infectieux plus élevés dans le SNC par rapport aux 
souris témoins. L’augmentation de la sensibilité des souris est attribuée à l’activation altérée des cellules NKs 
et des cellules T en l’absence de DCs (447). Les cDCs et les pDCs participent toutes les deux à l’activation des 
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cellules NKs et à l’immunité contre les VHS-1 conduite par les lymphocytes T cytotoxiques (448). De plus, les 
DCs sont de puissantes cellules présentatrices d’antigènes (449). Elles subissent une maturation caractérisée 
par la sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires (450). Elles jouent également un rôle important dans la 
stimulation de la prolifération des cellules T allogéniques.  

Le rôle des cellules NKs et des cellules NKTs, dans la restriction de la propagation virale au site 
d’inoculation et dans les ganglions sensitifs, est controversé et diffère selon les modèles animaux d’infection 
mucosale ou cutanée par le VHS-1 (319, 451, 452). Dans les expériences réalisées au cours de mon doctorat, 
une infiltration des cellules NKs et des cellules NKTs est observée dès le jour 4 après l’infection chez les souris 
résistantes C57BL/6-symptomatiques, mais pas chez les animaux BALB/c sensibles. La participation des 
cellules NKs dans le contrôle de l’infection par le VHS-1 dans le SNC a d’abord été rapportée chez les 
souris C57BL/6 infectées par voie intrapéritonéale avec le VHS-1 et appauvries en cellules NKs par de multiples 
injections intraveineuses d’anticorps anti-sialo GM1. Les souris appauvries en cellules NKs présentent une 
augmentation des titres viraux dans le cerveau, associée à un taux de mortalité plus élevé par rapport aux 
animaux témoins (453). Les cellules NKs semblent d’autant plus importantes que plusieurs loci associés à la 
résistance naturelle des souris C57BL/6, notamment Rhs1 et Hrl2, sont reliés au locus complexe des cellules 
NKs situé sur le chromosome 6 (431, 454). Les cellules NKTs sont, quant à elles, des lymphocytes innés qui 
répondent rapidement à une infection. Ces cellules reconnaissent un antigène dérivé des lipides et présenté sur 
la molécule CD1d du CMH de classe I. Les cellules NKTs contribuent au contrôle de la réplication virale au site 
de l’infection et dans les ganglions sensitifs, ainsi que dans la prévention de la neuroinvasion, de la perte de 
neurones sensoriels et de la mortalité, comme cela a été rapporté par l’utilisation de souris déficientes en CD1d 
ou en récepteur T, infectées par voie cutanée par le VHS-1 (319). De plus, la participation des cellules NKs et 
des cellules NKTs dans la restriction de la propagation virale dans le SNC a été démontrée par l’utilisation de 
souris C57BL/6 résistantes infectées par le VHS-1 via la muqueuse buccale et traitées avec un anticorps 
monoclonal anti-NK1.1 (431).  

Au jour 8 après l’infection, une infiltration des lymphocytes T est observée dans le cerveau des 
souris C57BL/6-symptomatiques, alors que celle-ci est observée plus précocement dans le cerveau des souris 
BALB/c. Les cellules T CD8+, les cellules NKs et les cellules NKTs sont importantes pour limiter la propagation 
du VHS-1 dans le tronc cérébral, comme le montre l’étude utilisant des souris C57BL/6 traitées avec des 
anticorps monoclonaux anti-CD8+ et anti-NK1.1 avant une infection de la muqueuse buccale par le VHS-1 (308). 
Cependant, une anomalie dans le recrutement, au tronc cérébral, des leucocytes, y compris des cellules NKs 
et des cellules T spécifiques du VHS-1, amène un taux de mortalité et des titres viraux plus élevés dans le SNC 
au cours de l’HSE expérimentale (455). 
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Par ailleurs, le contrôle de l’infection par le VHS-1 dans le SNC dépend principalement de la réponse 
immunitaire menée par la microglie (95, 96). La participation des cellules immunitaires cérébrales n’a pas été 
prise en compte lors de mon analyse. À l’aide d’étude par immunohistochimie et de microscopie électronique, 
nous pourrions analyser les interactions entre les microglies et le virus, l’activation des microglies, et leur mort 
cellulaire ainsi que la différence de ces facteurs chez les souris naturellement sensibles et résistantes (456). De 
plus, par l’utilisation d’un inhibiteur du CSF-1R, les souris BALB/c et C57BL/6 pourraient être appauvries en 
microglies avant et pendant l’infection intranasale par le VHS-1 (457). Cet appauvrissement nous permettrait 
d’analyser le rôle des microglies dans le contrôle de la réplication virale, dans l’infiltration des cellules 
immunitaires périphériques et dans la sécrétion des différentes cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines 
au sein du système nerveux central de deux phénotypes de souris au cours de l’HSE expérimentale. Et ainsi 
approfondir nos connaissances sur la composante immunitaire dans la pathogenèse de l’encéphalite herpétique 
(458). 

En conclusion, j’ai confirmé la participation des cellules NKs/NKTs dans le phénotype de résistance des 
souris C57BL/6 à l’infection létale par le VHS-1, comme déjà suggéré dans plusieurs articles. Plus intéressant, 
l’importance d’une infiltration rapide, soutenue et coordonnée de monocytes inflammatoires, de cellules 
dendritiques, de cellules NKs/NKTs, et de cellules T dans la résistance des souris C57BL/6 à l’HSE a pu être 
démontrée. En ce sens, il serait intéressant d’analyser, par marquage immunohistochimique, les interactions 
entre les différentes cellules immunitaires périphériques infiltrantes et les cellules infectées par le VHS-1 ainsi 
qu’avec les microglies activées au cours de l’HSE expérimentale chez les deux phénotypes de sensibilité des 
souris. 

En outre, une infiltration retardée de leucocytes semble contribuer à amplifier l’inflammation cérébrale 

globale (434), comme le suggère les taux de cytokines pro-inflammatoires (IFN-b, IFN-g, IL-1a, IL-1b, IL-6), et 

de chimiokines (CXCL1, CCL2, CCL3 et CCL4) élevés dans le SNC des souris BALB/c sensibles au jour 8 après 
l’infection comparativement aux animaux C57BL/6-symptomatiques. L’augmentation de la production de ces 
médiateurs immunitaires pourrait résulter d’un manque de modulation de la réponse inflammatoire à des temps 
tardifs après l’infection. À cet égard, des souris 129 sensibles infectées via la cornée par le VHS-1 et traitées 
par de l’acyclovir au jour 4 après l’infection ont des titres viraux indétectables dans le cerveau, mais les animaux 
présentent toujours une neuroinflammation et succombent à l’infection, suggérant que la réponse immunitaire 
incontrôlée soit le facteur déterminant de l’exacerbation de la maladie et de la mortalité des souches de souris 
sensibles à l’HSE (283). 

La sécrétion de ces différentes cytokines et chimiokines passent par l’activation des facteurs de 

transcription comme NF-kB et/ou les IRFs (1, 114, 187, 191-193). Les IRF3 et IRF7 sont largement engagés 
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dans la réponse interféron au cours de l’infection du SNC par le VHS-1 chez les souris naturellement résistantes 
(136, 229, 459, 460). L’analyse de l’effet de la déficience en facteur de transcription IRF3 ou IRF7 sur la réponse 
immunitaire cérébrale innée à la suite de l’infection intranasale par le VHS-1 a été réalisée par l’utilisation de 
souris IRF3-/- et IRF7-/- sur fond génétique C57BL/6, infectées par voie intranasale par la même souche 
neurovirulente H25 du VHS-1. Les souris IRF3 et notamment IRF7 sont plus sensibles à l’infection intranasale 
que les animaux naturellement résistants C57BL/6. Ces taux de mortalité accrus sont associés à des charges 
virales et des titres infectieux augmentés dans le cerveau des deux types de souris déficientes par rapport aux 
souris sauvages, suggérant ainsi que les voies de reconnaissance incluant l’un et/ou l’autre de ces facteurs de 
transcription sont importantes pour le contrôle de la réplication virale.  

Par ailleurs, à des temps précoces après l’infection (jour 3), la production d’IFN-a et -b est altérée dans 

le SNC des animaux IRF7-/- par rapport aux souris sauvages alors que celle de l’IFN-b seulement est légèrement 

diminuée chez les souris IRF3-/-. À des temps plus tardifs après l’infection (jour 5), les niveaux de cytokines pro-

inflammatoires, d’IFN-a, d’IFN-b et de chimiokines sont augmentés dans le cerveau des souris déficientes par 

rapport aux souris sauvages. Ces données suggèrent que la perte de contrôle de la réplication virale observée 
chez les souris déficientes semble être associée à un manque de production d’IFN. Et ce, à un moment critique 
après l’infection ce qui conduit à une surexpression d’IFN de type I, de cytokines pro-inflammatoires et de 
chimiokines à un moment ultérieur et à un taux de mortalité plus élevé. Ainsi mes résultats démontrent que 
l’activation des voies de signalisation passant par IRF3, et en particulier par IRF7, est importante pour orchestrer 
une réponse immunitaire cérébrale innée efficace précocement au cours de l’HSE expérimentale.  

Le VHS-1 peut être reconnu par plusieurs PRRs participant aux voies de signalisation résultant en 
l’activation d’IRF3 et/ou d’IRF7. Cependant, l’attribution d’un rôle prédominant des voies de signalisation passant 
par IRF3 ou IRF7 dans la synthèse des IFNs de type I est complexe et n’est pas clairement établie. La sensibilité 
accrue des animaux déficients en IRF3 ou en IRF7 à l’infection intranasale par le VHS-1 suggère que ces deux 
facteurs de transcription sont importants précocement dans le contrôle de la réplication virale dans le cerveau 
et dans la survie de la souris. Des études antérieures ont déjà montré le rôle critique des IFNs de type I dans 
l’immunité de l’hôte à l’infection par le VHS-1 dans des modèles animaux. Par exemple, un manque d’IFN de 
type I engendre une augmentation des titres viraux oculaires à la suite d’une infection cornéenne par le VHS-1 
(229). De plus, une déficience en récepteurs de l’IFN de type I rend le VHS-1 capable de progresser d’une 
infection localisée à une maladie disséminée affectant plusieurs organes chez la souris, après une infection de 

la cornée ou du coussinet plantaire (459, 460). À un moment critique après l’infection, la production d’IFN-a et 

d’IFN-b est altérée chez les souris déficientes en IRF7 comparativement aux souris sauvages. En utilisant des 

souris déficientes en protéines TRIF et/ou IPS-1, nous avons préalablement montré, au sein du laboratoire, 
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qu’une production altérée d’IFN-b à un moment critique après l’infection intranasale par le VHS-1 est associée 

à une augmentation du taux de mortalité, une charge virale plus élevée dans le cerveau et une plus grande 
dissémination du virus dans le SNC (129).  

Lorsqu’activés, les IRF3 et/ou IRF7 peuvent former des homodimères ou des hétérodimères. Ces 
dimères exercent des effets différentiels sur l’expression des gènes ifn de type I. En outre IRF7 activé peut 

également former un complexe transcriptionnel avec NF-kB, c-Jun, ATF-2 et p300/CREB sur la région du 

promoteur des gènes ifn de type I (213). Ceci expliquant que la production d’IFN de type I semble plus affectée 
par la déficience en IRF7 qu’en IRF3, comme également démontré dans une étude utilisant un modèle 
d’infection intracrânienne ou intraveineuse par le VHS-1 (461, 462). D’autres groupes rapportent que les taux 
de mortalité des souris déficientes en IRF3, infectées par voie intracrânienne par le VHS-1 sont augmentés par 

rapport aux souris sauvages et associés à un déficit de production à la fois d’IFN-a et -b dans le cerveau 

comparé à une légère diminution d’IFN-b seulement dans mon étude (463). Ces auteurs ont utilisé un modèle 

murin différent et ont mesuré les taux d’IFN de type I dans les homogénats de cerveaux à 12 et 18H après 
l’infection. Ainsi je ne peux pas exclure que la voie d’administration ainsi que le moment auquel les taux d’IFN 
de type I ont été mesurés, puissent faire varier les résultats obtenus dans mon étude, comparativement à ceux 
retrouvés dans la littérature. En outre, la voie d’inoculation du virus peut générer des variations dans les 
symptômes et conduire à différentes réponses immunitaires chez la souris. Le mode d’infection intracrânienne 
n’étant pas la voie physiologique par laquelle le VHS-1 accède au SNC (440). 

Par ailleurs les sous-types d’IFN-a produits au cours de l’HSE chez les souris déficientes en IRF3 ou en 

IRF7 pourraient jouer un rôle délétère au niveau du SNC. En effet, la production des sous-types IFN-a4 et IFN-

a5 est préférentielle chez la souris. Cependant, une induction privilégiée des ARNms IFN-a1 et IFN-a5 a été 

observée lors de la stimulation de fibroblastes embryonnaires murins IRF3-/- comparativement aux fibroblastes 
provenant de souris sauvages (216). Dans mon étude, je n’ai pas observé de diminution significative de la 

production d’IFN-a chez les souris déficientes en IRF3, cependant je ne peux pas exclure qu’un changement 

dans la proportion des sous-types d’IFN-a pourrait jouer un rôle délétère au cours de la réponse immunitaire 

cérébrale innée lors de l’encéphalite herpétique, et ainsi participer à la sensibilité accrue observée chez ces 

souris déficientes en IRF3. Il serait donc intéressant d’analyser les sous-types d’IFN-a produits au cours de 

l’HSE chez ces souris déficientes en IRF3, comparativement à ceux produits chez les souris sauvages.  

À des temps plus tardifs après l’infection, la production d’IFN-a et -b est plus élevée dans le cerveau 

des deux types de souris déficientes que celle chez les animaux sauvages. Par l’utilisation de souris déficientes 
en TRIF ou en IPS-1 infectées par voie intranasale avec le VHS-1, nous avons déjà rapporté, au sein du 
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laboratoire, une production augmentée tardive des IFNs de type I dans le cerveau (129). Nous suggérons que 
cette augmentation de la production des IFNs de type I puisse être à la fois trop tardive pour contrôler la 
réplication virale, et nuisible au SNC chez les souris déficientes. En effet, une production accrue transitoire 

d’IFN-a est neurotoxique. Dans un modèle murin, lors d’une encéphalite causée par le virus de 

l’immunodéficience humaine, la microgliose cérébrale associée peut être diminuée par des injections 

intrapéritonéales d’anticorps neutralisant l’IFN-a et ainsi, améliorer significativement les fonctions cognitives 

des souris (464). En outre, la neurotoxicité de l’IFN-a est associée à plusieurs maladies telles que le lupus 

érythémateux, la sclérose en plaques ou divers types d’encéphalites (465). Nous pourrions donc compléter 

l’étude de la production des sous types d’IFN-a, par l’analyse de l’effet d’un traitement à base d’anticorps 

neutralisant l’IFN-a chez les souris déficientes en IRF3 ou en IRF7 au cours de l’encéphalite herpétique. Cette 

étude permettrait de définir si la surproduction d’IFN-a à des temps tardifs après l’infection joue un rôle délétère 

au cours de l’HSE expérimentale. 

Par ailleurs, les niveaux de plusieurs cytokines pro-inflammatoires et chimiokines sont augmentés chez 
les souris déficientes en IRF3 ou en IRF7 par rapport aux souris sauvages. Au jour 5 après l’infection, j’ai 

observé une augmentation des niveaux d’IL-1a, d’IL-1b, d’IL-6, d’IL-12p40, d’IL-12p70, d’IFN-g, de CCL2, de 

CCL3, de CCL4 et de CCL5 dans le cerveau des souris déficientes en IRF3 ou en IRF7 par rapport aux souris 

sauvages et une augmentation de TNF seulement chez les souris IRF7. Les taux d’IL-1b et d’IL-6, dans le 

cerveau des souris déficientes en IRF7, sont plus importants que ceux dans les cerveaux des souris déficientes 
en IRF3. Ces résultats suggèrent que la déficience en IRF3 ou en IRF7 chez des souris infectées par voie 
intranasale par le VHS-1 est accompagnée d’une surexpression de cytokines pro-inflammatoires et de 
chimiokines dans le tissu cérébral, indépendante de l’un ou l’autre de ces facteurs de transcription. Une telle 
augmentation pourrait induire des dommages cérébraux et expliquer la plus grande susceptibilité de la souris à 
l’infection. L’inflammation cérébrale pourrait être en partie responsable des lésions cérébrales au cours de l’HSE 
expérimentale. À cet égard, le traitement avec des médicaments immunomodulateurs tels que les 
glucocorticoïdes, un anticorps anti-TNF améliore le pronostic de l’HSE expérimentale (68, 397). 

Ces deux premières études m’ont permis de montrer une association entre mortalité accrue et haut taux 

de cytokines pro-inflammatoires et chimiokines au niveau du SNC. Plus précisément, les taux d’IL-1b, d’IL-6, 

d’IFN-g, de CCL2, de CCL3 et de CCL4 étaient à la fois significativement augmentés chez les souris BALB/c 

naturellement sensibles à l’infection et chez les souris rendues sensibles par la déficience en IRF3 et de manière 
plus importante chez les souris rendues sensibles par la déficience en IRF7.   
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Les TLR2, 3 et 9 sont les plus engagés dans la reconnaissance du VHS-1 au cours de l’infection chez la 
souris (192). C’est en ce sens, que j’aie choisi d’évaluer l’effet d’un traitement immunomodulateur ciblant l’un 
ou l’autre de ces TLRs en combinaison avec un antiviral. Un traitement à l’artésunate est efficace contre des 
infections par le VHS-2 multirésistantes aux antiviraux chez des personnes receveuses de greffes 
hématopoïétiques. Il agit comme agent modulateur sur les voies de signalisation passant par TLR2 et TLR9 au 
cours d’infection bactérienne, alors que la rapamycine est connue pour ces effets immunomodulateurs et a une 
activité immunomodulatrice sur les voies de signalisation pouvant passer par TLR3 via la molécule adaptatrice 
mTOR.  

Au cours de cette étude, je n’ai montré aucune activité antivirale que ce soit in vitro ou in vivo de ces 
deux molécules. J’ai utilisé dans un premier temps un modèle murin d’HSE à faible inoculum viral afin d’évaluer 
l’effet de l’ART et de la RAPA seul sur la gravité de la maladie et sur la mortalité. Le traitement de ces souris 
avec l’ART ou la RAPA seul a augmenté les taux de survie, sans réduction de la charge virale dans les SNC 
des souris traitées. J’ai ensuite utilisé un modèle d’HSE à haut inoculum viral avec un traitement antiviral, le 
VACV, afin d’avoir un taux de mortalité d’environ 50 %, pour évaluer l’avantage de la combinaison de l’antiviral 
avec l’ART ou la RAPA. Les taux de survie des souris traitées avec l’une ou l’autre des combinaisons étaient 
augmentés comparativement à celui des souris traitées avec l’antiviral seul. Une diminution significative des 
taux de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines a pu être observée chez les souris traitées avec la 
combinaison VACV/ART. Les mécanismes d’action de la RAPA restent moins clairs.  

L’amélioration des taux de survie des souris traitées avec le VACV combiné avec l’ART ou la RAPA par 
rapport à l’antiviral seul ne pouvait pas être expliquée par un effet direct sur la réplication virale dans le SNC. 
En effet, je n’ai observé aucune diminution significative de la charge virale et des titres infectieux dans les 
homogénats de cerveaux pour ces deux groupes comparés au VACV seul. De même l’ART ou la RAPA ajouté 
aux cellules avant et/ou après l’infection par la souche H25 du VHS-1 n’a démontré aucune activité antivirale in 

vitro aux concentrations les plus élevées testées (30 µM et 10 µM respectivement). Des résultats contradictoires 

ont été précédemment rapportés dans la littérature concernant l’activité antivirale de l’ART contre le VHS. En 
effet, une activité in vitro puissante de l’ART sur la réplication du VHS-1 a été montrée lors d’une première étude 
(466), alors que, comme démontré dans mes expériences, aucun autre groupe n’a trouvé d’effet inhibiteur vis-
à-vis du VHS-1 (467). Aucune donnée dans la littérature n’avait analysé l’effet antiviral de la RAPA sur le VHS-
1 in vitro. 

Le potentiel immunomodulateur de la RAPA est principalement dû au blocage de plusieurs voies de 
transduction du signal dans les lymphocytes T stimulés par les cytokines (421, 422). Dans l’immunité innée, le 
rôle central de la kinase mTOR est défini par sa capacité à réguler à la baisse la production de cytokines pro-
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inflammatoires (468). L’inhibition de l’activité de la kinase mTOR par la RAPA pourrait favoriser la production de 

plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1b, IL-6 et l’IFN-g en augmentant l’activité NF-kB dans les 

monocytes humains ou les cellules dendritiques myéloïdes à la suite de la stimulation TLR (469, 470). Ceci 
suggère que, malgré une production accrue de cytokines pro-inflammatoires par le système immunitaire inné, 
l’effet de la RAPA serait de supprimer la stimulation des cellules T (421). Dans mes expériences, les taux d’IFN-

g, d’IL-2 et en particulier d’IL-6 étaient augmentés dans les homogénats de cerveaux des souris traitées avec le 

VACV et la RAPA par rapport aux souris traitées avec la thérapie antivirale seule au jour 7 après l’infection 
tandis que leurs niveaux diminuaient significativement au jour 9 après l’infection. Par conséquent, l’efficacité 
améliorée du VACV combiné à la RAPA, comparativement au VACV seul, pourrait passer par un effet inhibiteur 
sur les lymphocytes T en réponse à des cytokines pro-inflammatoires produites au cours de l’HSE expérimentale 
par des cellules immunitaires résidantes ou infiltrantes. En outre, le traitement des souris par le VACV combiné 
à la RAPA n’a pas affecté les niveaux de chimiokines dans les homogénats de cerveaux par rapport à la thérapie 
antivirale seule, suggérant que la RAPA pourrait ne pas affecter l’infiltration des cellules immunitaires dans le 
SNC au cours de l’HSE expérimentale. Il est également important de noter que la RAPA traverse rapidement la 
BHE (471) et pourrait exercer certains effets directs dans le SNC.  

La reconnaissance des composants du VHS est réalisée par les TLR2, TLR3 et TLR9 (192). L’ART 
protège les souris dans un modèle de septicémie bactérienne en agissant sur les voies de signalisation des 
TLR2 et TLR9 (414, 415). Le mécanisme d’action de l’ART décrit résulte en une diminution de l’expression des 
ARNm des TLR2 et TLR9 après stimulation par des bactéries tuées par la chaleur et l’inhibition de l’activation 

du facteur de transcription NF-kB entraînant une production réduite de cytokines pro-inflammatoires. Dans mes 

expériences, j’ai observé que le traitement des souris avec le VACV combiné avec l’ART a significativement 

diminué le taux de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (IFN-g, IL-1b, IL-2 et IL-6) dans les homogénats de 

cerveaux par rapport à la thérapie antivirale seule. Cette réduction de la réponse inflammatoire dans le SNC 
pourrait ainsi expliquer l’augmentation du taux de survie observée chez les souris traitées avec cette thérapie 
combinée. Au sein du laboratoire, le bénéfice de l’administration d’un antagoniste du TLR9 au jour 3 après 
l’infection a déjà été rapporté. Lors de cette étude, le taux de survie dans un modèle d’HSE expérimentale est 
amélioré grâce à un meilleur contrôle de la réponse inflammatoire tardive pouvant être préjudiciable à l’hôte 
(140).  

Au jour 5 après l’infection, le taux de plusieurs chimiokines (c’est-à-dire, CXCL1, CCL2, CCL3, CCL4 et 
CCL5) est significativement augmenté chez les souris infectées non traitées. En utilisant des souris 
chimériques C57BL/6 transplantées avec des cellules dérivées de moelle osseuse exprimant la GFP, nous 
avons démontré au sein du laboratoire, l’infiltration de monocytes/macrophages périphériques dans le 
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parenchyme cérébral au cours de l’HSE expérimentale (284). De plus, j’ai rapporté que lors de l’HSE 
expérimentale, les cellules NKs/NKTs, les CDs ainsi que les lymphocytes T infiltrent le SNC des souris, en plus 
des monocytes (472). Le traitement des souris avec le VACV combiné à l’ART a provoqué une réduction 
significative des taux de CCL3, CCL4 et en particulier de CCL2 dans les homogénats de cerveau par rapport 
aux souris traitées avec l’antiviral seul au jour 7 après l’infection, suggérant que l’ART pourrait diminuer et/ou 
modifier l’infiltration des cellules immunitaires dans le SNC au cours de l’HSE expérimentale. En utilisant des 
souris déficientes en CCR2 (soit au niveau cérébral, soit au niveau hématopoïétique), nous avons préalablement 
montré que la voie de signalisation CCL2-CCR2 est responsable de la sortie des leucocytes inflammatoires de 
la moelle osseuse vers le sang lors de l’HSE expérimentale (351). Cependant, cette dernière étude ne nous a 
pas permis de montrer que la signalisation via CCR2 soit critique au niveau des cellules résidantes du SNC. Par 
conséquent, il serait intéressant d’évaluer l’effet de l’ART seul sur la production des cytokines pro-inflammatoires 
et sur le recrutement des cellules immunitaires périphériques au cours de l’HSE expérimentale dans nos 
modèles murins sensibles à l’infection intranasale parle VHS-1. Celle-ci pourrait être combinée à une étude 
visant à analyser le recrutement des cellules immunitaires périphériques également chez des souris BALB/c 
traitées par une thérapie combinée avec l’ART.  

Dans notre modèle murin d’HSE, le traitement par le VACV a commencé au jour 3 après l’infection pour 
diminuer rapidement la réplication virale dans le cerveau. L’administration des agents immunomodulateurs a 
été retardée au jour 4 après l’infection pour prévenir le développement d’une neuroinflammation préjudiciable. 
Des études supplémentaires et la recherche de marqueurs de l’inflammation sont nécessaires pour déterminer 
le moment auquel le traitement avec des agents immunomodulateurs doit être initié pour exercer une activité 
optimale, ainsi que leurs doses et leurs schémas d’administration.  

D’autres molécules immunomodulatrices pourraient avoir un potentiel thérapeutique intéressant en 
combinaison avec un antiviral dans le traitement de l’encéphalite herpétique. En effet, cibler des cytokines pro-
inflammatoires ou des chimiokines pourrait être également une bonne stratégie thérapeutique. En ce sens, les 
différentes études réalisées au cours de mon doctorat mettent en avant trois cytokines pro-inflammatoires et 
une chimiokine dont la participation à la pathogenèse de l’HSE expérimentale pourrait être examinée plus en 

profondeur. En effet, les taux d’IL-1b, d’IL-6, d’IFN-g et de CCL2 sont à la fois augmentés chez les souris 

naturellement sensibles et chez les souris rendues sensibles par la déficience en IRF3 et notamment en IRF7. 
De plus, le taux de toutes ces cytokines pro-inflammatoires et chimiokine, est réduit par l’ajout d’ART au 
traitement antiviral lors de l’HSE expérimentale.  

L’IL-1b est une cytokine pro-inflammatoire qui orchestre la réponse inflammatoire. Elle augmente les 

réponses des lymphocytes T, augmente l’expression des molécules d’adhésion vasculaire et permet la 
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production d’un certain nombre d’autres cytokines, chimiokines et molécules pro-inflammatoires associées à 
l’inflammation qui forment une cascade amplificatrice pour stimuler le système immunitaire. La microglie 

exprimant la caspase 1, l’enzyme responsable du clivage de la pro-IL-1b en sa forme active, semble être la 

source la plus importante d’IL-1b après une lésion, une infection ou une inflammation expérimentale du système 

nerveux central (473). Les neurones, les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules endothéliales peuvent 

également produire de l’IL-1b, mais il semble que leur production soit postérieure à la réponse microgliale (474). 

Alors que, l’IL-1b a des effets aigus puissants, elle joue également un rôle dans les maladies chroniques du 

SNC. L’IL-1b est élevée dans le liquide céphalorachidien et dans les lésions démyélinisées des patients atteints 

de sclérose en plaques (475, 476) et dans le liquide céphalorachidien de patients atteints de la maladie de 

Parkinson (477). En outre, il a été démontré que l’IL-1b est associée à la démence associée au virus de 

l’immunodéficience humaine (478). La présence de l’IL-1b dans les maladies neurodégénératives aiguës et 

chroniques, suggère donc un rôle important de cette cytokine dans de nombreux processus de maladies 
neurologiques. 

En cas d’inflammation, la microglie libère des cytokines, des chimiokines, des prostaglandines, des 

espèces réactives d’oxygène et d’azote et des protéases (479). L’IL-1b stimule l’expression et la libération de 

ces molécules à partir de la microglie. En effet, IL-1b permet l’expression des gènes de la phospholipase A2 

(480) et de la cyclooxygénase-2 (481). Ces médiateurs de l’inflammation dérivés des lipides peuvent induire un 
œdème, néfaste pour la fonction neuronale et la survie. Lors de mon étude, ces différents médiateurs n’ont pas 
été pris en compte dans l’évaluation de la neuroinflammation au cours de l’HSE expérimentale. Il serait 
intéressant d’analyser leur production chez les différents phénotypes de souris. En outre, un sous-produit de la 
catalyse par COX-2 est la production d’espèces réactives de l’oxygène, qui, selon de nombreuses études, 
contribuent aux dommages au cerveau (482). En fait, les inhibiteurs de la cyclooxygénase sont couramment 
utilisés pour traiter diverses affections inflammatoires et constituent une stratégie thérapeutique pour réduire la 

production de PGE2 stimulée par l’IL-1b. En ce sens, l’étude de la production de ces espèces réactives de 

l’oxygène et de leur neutralisation pourrait faire l’objet d’une étude approfondie en vue de compléter nos 
connaissances sur la composante immunitaire de la pathogenèse de l’HSE et de découvrir de nouvelles cibles 
thérapeutiques afin de combiner un traitement anti-inflammatoire et le traitement antiviral.  

L’IL-6 est une cytokine prototypique à quatre hélices qui est le membre fondateur des neuropoïétines, 
un groupe de cytokines structurellement apparentées. Les cellules gliales et neuronales expriment à la fois l’IL-
6 et le récepteur à l’IL-6 (IL-6R) à différents degrés dans le cerveau (483). Outre les neurones et les cellules 
gliales, les cellules endothéliales produisent de grandes quantités d’IL-6, qui peuvent agir sur les cellules 
environnantes, mais aussi de manière autocrine, régulant un certain nombre de protéines d’adhésion et 
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également la néo-synthèse d’IL-6. L’IL-6 du SNC est régulée à la hausse lors d’une infection, d’une blessure du 
SNC ou d’un certain nombre d’affections du SNC. L’IL-6 était exprimée et produite dans le SNC pendant une 
méningite virale, chez des modèles murins d’encéphalite et dans le LCR de patients atteints d’infections virales 
aiguës (484). En outre, l’IL-6 est très répandue dans le LCR des patients atteints de lupus érythémateux 
disséminé au système nerveux central (485) ou chez les patients à un stade avancé d’infections par le virus de 
l’immunodéficience humaine (486). Par ailleurs, une augmentation significative de la concentration d’IL-6 est 
retrouvée dans le LCR des patients atteints d’HSE, par rapport au groupe témoin, ce qui suggère leur rôle dans 
la pathogenèse du SNC pendant l’évolution de l’infection à VHS. De plus, les taux d’IL-6 sont plus élevés dans 
les cas d’évolution sévères d’HSE (487). En ce sens, l’IL-6 pourrait être envisagé comme une cible thérapeutique 
dans le cadre d’un traitement immunomodulateur complémentaire à la thérapie antivirale au cours de l’HSE 
expérimentale.  

L’IFN-g est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée principalement par des cellules NKs, les cellules 

T TH1 CD4+ et les cellules T CD8+ infiltrantes le SNC. L’IFN-g intervient dans une vaste gamme d’effets 

immunomodulateurs sur l’immunité innée et acquise (488). L’IFN-g régule positivement l’expression des CHM-I 

et CMH-II, active les macrophages/microglies de manière spécifique à l’antigène et engendre plusieurs 

mécanismes antiviraux (488). Bien que l’expression de l’IFN-g dans le SNC ait été traditionnellement attribuée 

à l’infiltration de cellules NKs et de lymphocytes T CD4+, des rapports de la littérature indiquent qu’il peut exister 
des sources d’expression endogènes, comme les neurones (489) et les microglies (490). L’activation de la 

microglie par l’interféron-g participe dans un certain nombre de processus de maladies inflammatoires du 

système nerveux central. L’IFN-g joue également un rôle dans l’apoptose, via la voie de signalisation FAS/FAS-

L (491) ou la synthèse d’espèce réactive de l’oxygène (492). En ce sens, bien que l’IFN-g jouerait un rôle 

primordial dans la réponse antivirale dépendante des cellules NKs et des cellules T cytotoxiques, il serait 
intéressant d’analyser son rôle dans l’apoptose des cellules résidantes du SNC au cours de l’HSE 
expérimentale.  

Tout comme l’IL-1b, l’IL6 et l’IFN-g, CCL2 a un effet sur la perméabilité de la barrière 

hématoencéphalique (493-496). La barrière hématoencéphalique est une structure dynamique qui maintient 
l’homéostasie du cerveau. L’altération de la barrière hématoencéphalique est retrouvée dans de nombreuses 
conditions pathologiques incluant la neuroinflammation. La HSE est associée à des perturbations de la barrière 
hématoencéphalique, constituée de cellules endothéliales microvasculaires, de jonctions serrées, d’astrocytes, 
de péricytes et de membranes basales. À la suite d’une infection par le VHS-1, des modifications de l’intégrité 
et de la perméabilité de BHE peuvent entraîner une augmentation des mouvements de virus, de cellules 
immunitaires et/ou de cytokines dans le parenchyme cérébral. Cela conduit à une réponse inflammatoire accrue 
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dans le système nerveux central et à des dommages supplémentaires au cerveau. Plusieurs études indiquent 
une association entre la dégradation de la BHE et la pathogenèse de HSE (497). Il est intéressant de noter, que 
chez les souris C57BL/6 nous n’avons pas rapporté de bris de la barrière hématoencéphalique au cours de 
l’HSE expérimentale (284). Il est possible qu’une perturbation de la barrière hématoencéphalique participe à la 
sensibilité accrue chez les souris BALB/c. En ce sens, il serait intéressant d’étudier l’impact de la perturbation 
et/ou du bris de la barrière hématoencéphalique dans la pathogenèse de l’HSE expérimentale, et ainsi découvrir 
de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles afin de protéger la barrière hématoencéphalique en vue de 
réduire les dommages cérébraux au cours de l’HSE.  

En outre, les voies de signalisation participantes à la production de ces différentes cytokines pro-
inflammatoires restent à élucider. La déficience en IRF3 ou en IRF7 ne semble pas affecter la production de ces 
cytokines pro-inflammatoires et chimiokines. Cependant, malgré des preuves ex vivo que les rôles d’IRF3 et 
IRF7 ne sont pas redondants (216), je ne peux pas exclure qu’ils puissent se compenser l’un l’autre chez les 
souris déficientes au cours de l’HSE expérimentale. D’autres parts, d’autres facteurs de transcription tels que 

IRF1 (215), NF-kB (498) et le complexe d’ATF-2/cJun (499) pourraient être engagés dans la synthèse de ces 

molécules au cours de l’HSE expérimentale. NF-kB est la voie de signalisation la plus susceptible de participer 

à cette production. En effet, dans mon étude, l’ART réduit la production de ces cytokines pro-inflammatoires et 

chimiokine au cours de l’HSE expérimentale, et peut agir sur le facteur de transcription NF-kB (414, 415). 

Cependant, le rôle des voies de signalisation participantes à la surexpression de l’IL-1b, l’IL-6, l’IFN-g et CCL2 

au cours de la neuroinflammation durant l’HSE expérimentale, doit être approfondi.  
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Conclusion 

Les infections, causées par le virus herpès simplex, sont nombreuses et fréquentes dans les pays 
industrialisés, et encore plus dans ceux en voie de développement. Ce virus, par ces propriétés caractéristiques 
à savoir la latence et la neurovirulence, peut induire des pathologies récurrentes et/ou sévères. C’est un virus 
complexe qui a fait l’objet de nombreuses études visant à caractériser son cycle réplicatif, comprendre ses 
propriétés biologiques caractéristiques ainsi que l’immunité qu’il engendre chez l’hôte. Le virus herpès simplex 1 
est capable d’atteindre le système nerveux central et de s’y répliquer. Il provoque alors une encéphalite 
herpétique qui est la cause la plus fréquente des encéphalites virales sporadiques mortelles aux États-Unis.  

La pathogenèse de cette infection n’est pas totalement connue, mais la réplication du virus engendre 
une encéphalite aiguë nécrosante du lobe temporal/frontal et une inflammation cérébrale menant à l’infiltration 
des cellules immunitaires périphériques au sein du système nerveux central. Bien que la communauté 
scientifique possède de nombreux outils, dont les modèles animaux, les difficultés d’étude du SNC et de son 
immunité limitent encore notre compréhension de cette pathologie.  

L’immunité innée est décrite comme étant importante pour le contrôle de la réplication virale au sein du 
SNC. Cependant, de plus en plus de preuves montrent un rôle délétère de cette réponse et de la réaction 
inflammatoire qui en découle au cours de l’encéphalite herpétique. Il est donc essentiel de mieux comprendre 
cette réponse immunitaire cérébrale innée qui se déroule au cours de l’encéphalite herpétique afin 
d’appréhender une potentielle composante immunitaire dans sa pathogenèse. Cette compréhension pourrait 
permettre de mettre en place des stratégies thérapeutiques complémentaires aux antiviraux, basées sur des 
molécules immunomodulatrices, et ainsi réduire les séquelles neurologiques irréversibles associées à 
l’encéphalite herpétique. 

Au cours de mon doctorat, j’ai démontré l’importance critique de la cinétique d’infiltration des cellules 
immunitaires périphérique au cours de l’encéphalite herpétique expérimentale. En effet, les expériences ont 
montré qu’une infiltration rapide, soutenue et coordonnée de monocytes inflammatoires, de cellules 
dendritiques, de cellules NKs/NKTs, et de cellules T participe à la résistance des souris C57BL/6 à l’HSE. 
Cependant, le rôle de chaque cellule immunitaire spécifiquement n’a pas été analysé. En ce sens, il serait 
intéressant d’analyser, chez les souris sensibles (BALB/c) et résistantes (C57BL/6) à l’HSE expérimentale, les 
interactions entre les différentes cellules immunitaires périphériques infiltrantes et les cellules infectées par le 
VHS-1. 
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Par ailleurs, la production d’IFN de type I est altérée par la déficience en IRF3 ou en IRF7, mais pas 
abolie. Ces résultats suggèrent qu’il existe une redondance entre ces deux facteurs de transcription ou une 
compensation par d’autres voies de signalisation dans la production d’IFN de type I en réponse au VHS-1. Parmi 
les voies de signalisation potentielles, celles passant par STING semblent les plus importantes. En ce sens, il 
serait intéressant d’analyser l’effet de la déficience en STING, sur la production d’IFN de type I et sur une 
neuroinflammation potentielle délétère au cours de l’encéphalite herpétique expérimentale.  

À l’aide des différentes expériences menées au cours de mon doctorat, j’ai également démontré une 

surexpression de cytokines pro-inflammatoires (l’IL-1b, l’IL-6, l’IFN-g) et de chimiokine (CCL2), dont les taux 

sont diminués par l’ajout d’un traitement immunomodulateur (ART) à la thérapie antivirale dans un modèle murin 
d’HSE. Ces données apportent de nouvelles preuves d’une composante immunitaire de la pathogenèse de 
l’encéphalite herpétique, ainsi que de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.  

Cependant, ces travaux ont également posé de nouvelles questions, dont les réponses permettront 
d’affiner nos connaissances de la pathogenèse de l’encéphalite herpétique. En effet, l’immunité mucosale n’a 
pas été prise en compte lors de mon analyse et représente la première défense contre le virus dans le cadre de 
l’infection intranasale. Cette immunité devrait être étudiée au cours de l’HSE expérimentale et son rôle dans la 
mise en place de l’immunité cérébrale innée analysé. Par ailleurs, les microglies sont les sentinelles du système 
nerveux central et participent à l’immunité cérébrale anti-VHS. Ces cellules produisent des médiateurs 
inflammatoires en réponse aux pathogènes et communiquent avec les cellules environnantes. Approfondir nos 
connaissances sur leur implication au cours de l’encéphalite herpétique, sur leur rôle dans la surproduction de 
médiateurs inflammatoire, sur leur interaction avec les cellules infectées et les cellules immunitaires 
périphériques infiltrantes est essentiel.  
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