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Résumé 
Les infections au virus herpès simplex I (VHS-1) sont souvent bénignes mais peuvent 

être responsables de pathologies sévères, telle que l’infection du système nerveux central, 

telle que l’encéphalite herpétique (EH). Cette dernière représente l’encéphalite virale 

sporadique la plus répandue dans les pays développés. Malgré la disponibilité des antiviraux, 

le taux de mortalité est de plus que 30%. De plus, la majorité des survivants souffrent des 

séquelles neurologiques. Le mécanisme par lequel l’encéphalite herpétique est létale n’est 

pas encore clairement établi. Bien que la réplication virale cause des dommages importants, 

de plus en plus d’évidences suggèrent que l’inflammation induite en réponse à l’infection 

joue également un rôle dans la pathogénèse de cette maladie. L’hypothèse principale de notre 

équipe est que la réponse immunitaire cérébrale innée induite au cours de cette infection est 

une arme à double tranchant car elle est critique pour contenir la réplication virale dans le 

cerveau durant la phase précoce de la maladie, mais si elle est incontrôlée, elle peut résulter 

en une réponse inflammatoire exacerbée qui peut être néfaste. 

Les microglies sont les seules cellules immunitaires résidentes du cerveau. Plusieurs 

études ont rapporté que ces cellules qui forment la première ligne de défense, jouaient un rôle 

clé dans le contrôle des infections du SNC. En revanche, la microglie réactive semblerait 

contribuer à la neuroinflammation. De plus, il est proposé que ces microglies réactives 

participent à la perturbation de la barrière hématoencéphalique au cours de l’EH, que nous 

avons également pu constater chez la souris BALB/c infectée par la voie intranasale, décrite 

dans la première partie de nos travaux. Cependant, le rôle exact des microglies dans l’EH n’a 

pas encore été élucidé. Alors, nous avons décidé de mener des travaux dans le but de 

comprendre l’implication des microglies dans le contrôle de l’EH et de caractériser les 

mécanismes exploités par ces cellules. 

Pour atteindre nos objectifs, nous avons d’abord évalué l'effet de l’activation des 

microglies par le « macrophage colony-stimulating factor » (M-CSF) administré avant 

l'infection. Ce traitement a significativement augmenté la survie des souris et diminué les 

titres viraux cérébraux au J6 p.i. En parallèle, l’augmentation du nombre de microglies 

CD68+ observée dans les cerveaux des souris traitées avec du M-CSF a mené à l’hypothèse 

que la microglie CSF1R+ était responsable de cette amélioration du pronostic de l’EH. Pour 
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répondre à cette question, nous avons déplété la microglie chez des souris CSF1R-loxP-

CX3CR1-cre/ERT2. Le taux de survie réduit et des titres viraux cérébraux plus élevés pour 

ces souris déplétées des microglies ont souligné l’importance de la réponse microgliale dans 

la phase précoce de l’infection. Suivant ces observations, les mécanismes impliqués dans la 

réponse immunitaire microgliale au cours de l’EH ont été étudiés à l’aide de la microscopie 

électronique et du séquençage d’ARNm sur une cellule unique. Dans cette partie, nous avons 

étudié uniquement les microglies situées dans le noyau postéro-ventral (VPL, pour « Ventral 

posterolateral nucleus »), qui a été identifié, à l’aide du VHS-1 recombinant neurovirulent 

que nous avons décrit dans la première partie des travaux, comme la région la plus infectée 

du cerveau chez des souris C57BL/6 au J6 p.i. Nos analyses ont confirmé que ces cellules 

limitaient l’infection à l’aide de la phagocytose et de la présentation d’antigènes. En outre, 

nous avons pu décrire une nouvelle réponse transcriptionnelle, associée à une population 

cellulaire rare, que nous avons appelées des microglies « en transition ». L'expression élevée 

des transcrits viraux par ces cellules pourrait correspondre à la réponse immunitaire antivirale 

intrinsèque des microglies infectées par le VHS-1 dans le VPL. Enfin, l'analyse de ce 

transcriptome révélant l’augmentation d’expression des gènes impliqués dans la production 

d’interleukine IL-1β médiée par l'inflammasome NLRP (pour « Nucleotide-binding 

oligomerization domain, Leucine rich Repeat and Pyrin domain containing ») 3, a suggéré 

que ces microglies « en transition » infectées favoriseraient l’exacerbation de l’inflammation 

au cours de l’EH. 

L’ensemble de nos données montrent que les microglies sont nécessaires en phase 

précoce pour un meilleure contrôle de l’EH. Ceci peut évoluer vers un phénotype pro-

inflammatoire et contribuer ensuite à l’exacerbation de l’inflammation. De plus, nos résultats 

suggèrent que l’infection de ces microglies du VPL par le VHS-1 pourrait ainsi induire 

l’acquisition de cette réponse transcriptionelle pro-inflammatoire.  
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Abstract 
Herpes simplex virus I (HSV-1) infections are often mild, but can be responsible for 

severe pathologies, such as the infection of the central nervous system, also called herpes 

simplex encephalitis (HSE). The latter is the most common sporadic viral encephalitis in 

developed countries. Despite available antivirals, the mortality rate is higher than 30%. In 

addition, most survivors suffer from neurological sequelae. The mechanism by which herpes 

encephalitis is lethal is not yet clearly established. Although viral replication causes 

significant neural damage, growing evidence suggests that the inflammatory response also 

plays a major role in the pathogenesis of HSE. The main hypothesis of our team is that the 

innate immune response induced by HSV-1 infection is a double-edged sword. We believe 

that this immune response, critical to limit viral replication in the brain during the early phase 

of the disease, become later uncontrolled, and result in an exacerbated inflammatory response 

which is deleterious. 

Microglia are the only resident immune cells in the brain. Several studies reported 

that these cells, which form the first line of defense, play a key role in controlling CNS 

infections. In contrast, reactive microglia appear to contribute to neuroinflammation. In 

addition, it is proposed that these reactive microglia participate in the disruption of the blood-

brain barrier during HSE, which we have also been able to observe in intranasally-infected 

BALB/c mice, as described in the first part of our work. However, the exact role of microglia 

in HE has not yet been elucidated. So, we decided to conduct this research to understand the 

involvement of microglia in the control of HE and to characterize the mechanisms exploited 

by these cells. 

We first evaluated the effect of microglial activation by macrophage colony-

stimulating factor (M-CSF) administered prior to the infection. This treatment significantly 

increased survival rate and decreased brain viral titers at day 6 pi. In parallel, the increased 

number of CD68+ microglia found in the brains of M-CSF treated mice led the question 

whether CSF1R+ microglia were responsible for this improvement of HSE prognosis. To 

answer that question, we depleted microglia using CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 mice. 

The reduced survival rate and higher brain viral titers for these microglia-depleted mice 

highlighted the importance of the microglial response during the early phase of infection. 
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Following these observations, the mechanisms involved in the microglial immune response 

during HSE have been investigated using electron microscopy and single cell mRNA 

sequencing. In this part, we studied only the microglia located at VPL, which was identified 

as the most infected region of the infected C57BL/6 brain on day 6 p.i. using a new 

neurovirulent recombinant HSV-1 that we described in the first part of our work. Our results 

confirmed that microglia limit the infection by phagocytosis and antigen presentation. 

Furthermore, we described a new transcriptional response, associated with a rare cell 

population in VPL (Ventral posterolateral nucleus), which we called “in transition” 

microglia. The high expression of viral transcripts by these cells suggested that this distinct 

transcriptome might correspond to the intrinsic antiviral immune response of HSV-1-infected 

microglia in the VPL. Finally, the analysis of this transcriptome revealing the increased 

expression of genes involved in the production of interleukin IL-1β mediated by the NLRP3 

inflammasome, suggested that these infected "in transition" microglia would promote the 

exacerbation of the inflammation in HE. 

Altogether, our work shows that the microglia, necessary in the early phase for a 

better control of HSE, can evolve towards a pro-inflammatory phenotype and contribute to 

the exacerbation of inflammation. Moreover, our results suggest that the infection of 

microglia by HSV-1 in VPL could thus induce the acquisition of this pro-inflammatory 

transcriptional response. 

  



vi 
 

Tables des matières  

 

Résumé ................................................................................................................................... ii 

Abstract ................................................................................................................................. iv 

Tables des matières ............................................................................................................... vi 

Liste des figures ..................................................................................................................... x 

Liste des abréviations ........................................................................................................... xii 

Épigraphe ............................................................................................................................. xx 

Remerciements .................................................................................................................... xxi 

Avant-propos ..................................................................................................................... xxiii 

Introduction ............................................................................................................................ 1 

Section-I : L’aspect virologique de l’EH ............................................................................... 1 

1. La description générale des virus herpétiques ................................................................ 1 

2. Les virus herpétiques infectant l’humain ........................................................................ 2 

2.1. La mode de transmission des Herpesviridae humains ............................................. 3 

2.2. La taxonomie et la phylogénie des Herpesviridae humains ..................................... 4 

3. Le VHS-1 ........................................................................................................................ 6 

3.1. Les structures ........................................................................................................... 6 

3.2. La réplication virale ............................................................................................... 10 

3.3. La latence ............................................................................................................... 19 

3.4. La neurovirulence .................................................................................................. 21 

4. La transmission et la pathogenèse des VHS ................................................................. 23 

5. L’épidémiologie ........................................................................................................... 24 



vii 
 

5.1. L’épidémiologie des maladies liées aux infections aux VHS : .............................. 24 

6. Les manifestations cliniques des maladies liées aux infections herpétiques ................ 27 

6.1. Le diagnostic des maladies liées aux infections aux VHS ..................................... 30 

7. Les manifestations cliniques de l’EH ........................................................................... 31 

7.1. Le diagnostic de l’EH ............................................................................................ 34 

8. Les traitements antiviraux ............................................................................................ 36 

8.1. Le traitement de l’EH ............................................................................................. 38 

9. Les vaccins ................................................................................................................... 40 

10. L’édition génomique du VHS-1 et l’utilisation des VHS-1 recombinants ................. 41 

Section-II : L’apect neuroimmunologique de l’EH .............................................................. 45 

1. Les barrières du SNC .................................................................................................... 45 

2. Reconnaissance du VHS-1 ........................................................................................... 47 

2.1. Les TLRs ................................................................................................................ 48 

2.2. Les RLRs ............................................................................................................... 49 

2.3. Les NLRs ............................................................................................................... 50 

2.4. Les autres récepteurs cytosoliques ......................................................................... 51 

3. Le déclenchement de la réponse antivirale ................................................................... 52 

4. La réponse immunitaire des cellules du SNC ............................................................... 54 

4.1. La réponse neuronale ............................................................................................. 54 

4.2. La réponse des cellules gliales du SNC ................................................................. 58 

5. La réponse immunitaire des cellules infiltrantes .......................................................... 82 



viii 
 

5.1. Les cellules myéloïdes ........................................................................................... 82 

5.2. Les cellules lymphoïdes ......................................................................................... 88 

5.3. Les autres cellules immunitaires ............................................................................ 96 

6. Les mécanismes d’échappement immunitaire du VHS-1 ............................................. 97 

CHAPITRE-I ...................................................................................................................... 102 

1. Les hypothèses et les objectifs de recherche .............................................................. 102 

2. Aperçu des résultats et contribution scientifique : ...................................................... 104 

Chapitre-II : La génération et la caractérisation d’un nouveau virus herpès simplex 1 

recombinant permettant la surveillance in vivo de l'EH expérimentale ............................. 105 

1. Résumé ....................................................................................................................... 106 

2. Abstract ....................................................................................................................... 107 

3. Article 1 ...................................................................................................................... 108 

3.1. Introduction .......................................................................................................... 109 

3.2. Results .................................................................................................................. 110 

3.3. Discussion ............................................................................................................ 117 

3.4. Materials and methods ......................................................................................... 121 

3.5. References ............................................................................................................ 129 

Chapitre-III : L’implication de la microglie dans le contrôle de l’infection en phase précoce 

de l’EH expérimentale ........................................................................................................ 150 

1. Résumé ....................................................................................................................... 151 

2. Abstract ....................................................................................................................... 152 

3. Article 2 ...................................................................................................................... 153 



ix 
 

3.1. Introduction .......................................................................................................... 156 

3.2. Results .................................................................................................................. 157 

3.3. Discussion ............................................................................................................ 164 

3.4. Materials and Methods ......................................................................................... 169 

3.5. References ............................................................................................................ 175 

Chapitre-IV : L’analyse transcriptionnelle des cellules immunitaires isolées du noyau 

postéro-ventral a révélé une contribution potentielle des microglies infectées à la réponse 

inflammatoire exacerbée au cours de l’EH expérimentale ................................................. 196 

1. Résumé : ..................................................................................................................... 197 

2. Abstract ....................................................................................................................... 198 

3. Article 3 ...................................................................................................................... 200 

3.1. Background .......................................................................................................... 201 

3.2. Methods ............................................................................................................... 203 

3.3. Results .................................................................................................................. 211 

3.4. Discussion ............................................................................................................ 221 

3.5. Conclusion ........................................................................................................... 227 

3.6. References ............................................................................................................ 230 

CHAPITRE-V : Discussion ............................................................................................... 259 

CONCLUSION .................................................................................................................. 287 

BIBLIOGRAPHIE: ............................................................................................................ 290 

  

 

 



x 
 

Liste des figures   
 

Figure-1 : Illustration schématique de l’organisation du génome et des principaux 

composants structurels du VHS-1. ......................................................................................... 7 

Figure-2 : Les glycoprotéines et les récepteurs d'entrée du VHS-1 ..................................... 10 

Figure-3 : Cycle de réplication du VHS-1 ........................................................................... 13 

Figure-5 : La représentation schématique de l'assemblage et de la sortie du VHS-1 .......... 18 

Figure-6 :  Impact du VHS-1 sur l’organisation de la chromatine ....................................... 20 

Figure-7 : Propagation du VHS-1 au SNC via le NT et olfactif .......................................... 33 

Figure-8 : Les corrélats cliniques, physiopathologiques et radiologiques au cours de l’EH 35 

Figure-9 : Mécanisme d'action des analogues d'acide nucléique anti-herpétique ................ 37 

Figure-10 :  L’édition génomique du VHS-1 à l’aide du système CRISPR/Cas9 ............... 44 

Figure-11 : Les classes de récepteurs de reconnaissance impliqués dans la reconnaissance 

des acides nucléiques viraux dans les cellules de mammifères. .......................................... 47 

Figure-12 : Les voies de signalisation impliquées dans la réponse cellulaire intrinsèque au 

cours de l’EH chez la souris. ................................................................................................ 55 

Figure-13 : La CXCL1 dérivée d'astrocytes et de neurones entraîne la transmigration des 

neutrophiles et perturbe la perméabilité de la BHE dans l’EH. ........................................... 64 

Figure-14 : Origine et développement de la microglie ........................................................ 67 

Figure-15 : L’implication de la microglie suite à l'infection virale du SNC. ....................... 76 

Figure-16 : Le cGAS déclenche la réponse antivirale induite par l'IFN-I, mais est également 

impliqué dans l’activation de l’apoptose chez les cellules immunitaires infiltrantes. ......... 79 

Figure-17 : Les cellules et les facteurs génétiques essentiels impliqués dans la réponse 

immunitaire au cours de l’EH chez la souris. ....................................................................... 95 



xi 
 

Liste des tableaux   
 

Tableau-I : Taxonomie des Herpesviridae infectant l’humain ............................................... 5 

Tableau-II : Principales protéines virales impliquées dans l'évasion immunitaire ............ 100 

Tableau-III : Principaux mécanismes d’évasion immunitaire du VHS-1 .......................... 101 

  



xii 
 

Liste des abréviations   
ABCA1 : de l’anglais « ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1 ») 

ACV : Acyclovir  

ADAM10 : de l’anglais « ADAM Metallopeptidase Domain 10 » 

ADN: Acide désoxyribonucléique 

ADP : de l’anglais « Adénosine diphosphate » 

ALR : de l’anglais « Melanoma 2 (AIM2) -like receptors » 

AP-1 : de l’anglais « Activator protein 1 » 

Aqp1 : de l’anglais « Aquaporin 1 » 

ARN : Acide ribonucléique 

ARNc: ARN CRISPR 

ARNm: ARN messager 

ARNsg: ARN guide unique 

ATG: de l’anglais «Autophagy-related genes» 

ATP: de l’anglais « Adénosine triphosphate » 

ATPase: de l’anglais « Adenosine 5'-TriPhosphatase » 

BAC : Chromosome bactérien artificiel 

BDNF : de l’anglais « Brain-derived neurotrophic factor » 

BHE : Barrière hémato-encéphalique 

BIR : de l’anglais « Baculovirus inhibitor repeat » 

c-FLIP: de l’anglais « Cellular FLICE (FADD-like IL-1β-converting enzyme)-inhibitory 
protein » 

c-Kit : de l’anglais « Receptor tyrosine kinase » 

CARD : de l’anglais « Caspase recruitment domain » 

Cas9 : de l’anglais « CRISPR-associated protein 9 » 

CCLx : de l’anglais « Chemokine (C-C motif) ligand x ») 

CD : de l’anglais « Cluster of differentiation » 

CDc : Cellule dendritique conventionnelle 

CDs : Cellule dendritique 

CDV : Cidofovir  



xiii 
 

cGAS: de l’anglais « Cyclic GMP–AMP synthase” 

cGMP : Monophosphate de guanosine cyclique 

Clec4e : de l’anglais « C-Type Lectin Domain Family 4 Member E » 

CLR : de l’anglais « C-type lectin receptors » 

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité  

CMV : Cytomegalovirus 

CR3 : de l’anglais « Complement receptor 3 » 

CRISPR: de l’anglais « Clustered regularly interspaced short palindromic repeats » 

CSF1R: de l’anglais « Colony-stimulating factor-1 receptor » 

CSH : Cellule souche hématopoïétique 

CSN : Complexe de sortie nucléaire  

CTLR : de l’anglais « C-type lectin-like receptor » 

CXCLx : de l’anglais « Chemokine (C-X-C motif) ligand x » 

Da: Dalton 

DAI: de l’anglais « DNA-dependent activator of IFN-regulatory factor » 

db : double brin 

DDX41 : de l’anglais « DEAD-Box Helicase 41 » 

DUB : de l’anglais « Herpesvirus déubiquitinase » 

EE : de l’anglais « Early endosome » 

EBV : Virus Epstein-Barr 

EEG : Électroencéphalogramme 

EH : Encéphalite herpétique 

ELISA : de l’anglais « Enzyme-linked immunosorbent assay » 

eNOS : de l’anglais « Nitric oxide synthase 3 » 

ERK : de l’anglais « Extracellular signal-regulated kinase 1/2 » 

Facteur-F : facteur de fertilité  

Fc : de l’anglais « Fragment cristallisable » 

Fcrls : de l’anglais « Fc receptor-like molecule » 

FCV : Famciclovir 

FL : de l’anglais « Flt-3 ligand » 



xiv 
 

FOS : Foscarnet 

Fxyd1 : de l’anglais « FXYD Domain Containing Ion Transport Regulator 1 » 

g : Glycoprotéine 

G-CSF : de l’anglais « Granulocyte colony stimulating factor » 

GFAP : de l’anglais « Glial fibrillary acid protein » 

GLT-1 : de l’anglais « Glutamate transporter 1 » 

GM-CSF: de l’anglais « Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor » 

GMI : de l’anglais « Ganglio-N-tetraosylceramide » 

Gpr34 : de l’anglais « G Protein-Coupled Receptor 34 » 

GSK-3B : de l’anglais « Glycogen synthase kinase 3 beta » 

GT : ganglions trijumeaux  

GULP1 : « GULP PTB Domain Containing Engulfment Adaptor 1 » 

H2-D1 : de l’anglais « Histocompatibility 2, D region locus 1 » 

HCF-1 : de l’anglais « Host cell factor C1 » 

HDR : de l’anglais « Homology-directed repair » 

HHV: de l’anglais « Human herpes virus » 

HLA-C: de l’anglais « Major Histocompatibility Complex, Class I, C » 

Hoxb8 : de l’anglais « Homeobox B8 » 

HPN : de l’anglais « Hepsin » 

Hrl2 : de l’anglais « Herpes resistance locus-2 » 

HVEM : de l’anglais « Herpes virus entry mediator » 

ICAM-I : de l’anglais « Intracellular adhesion molecule-1 » 

ICTV : Comité international de taxonomie des virus 

IFI16 : de l’anglais « IFN-γ-inducible protein »)  

Ifitm3 : de l’anglais « Interferon Induced Transmembrane Protein 3 » 

IFN: Interféron 

IFN-αβγR: de l’anglais «Type I and II interferon receptors » 

IFNAR1/2 : Récepteurs de l'IFN-I 

Ig : Immunoglobuline 

IKK: de l’anglais « Inhibitor of nuclear factor kappa B (IκB) kinase » 



xv 
 

IL : Interleukine 

IL : UL inversé 

ImmGen : Immunological Genome Project  

IRAK : de l’anglais « Interleukin-1 receptor (IL-1R) associated kinase » 

IRF: de l’anglais « Interferon-regulatory factor » 

IRM : Imagerie par résonance magnétique  

IS : US inversé  

IS-L :US et UL inversés  

ISG : de l’anglais « Interferon-stimulated genes » 

ISG15 : de l’anglais « Interferon-stimulated gene product 15 » 

ITIM : de l’anglais « Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif » 

IVIS : Système d’imagerie intravitale par bioluminescence 

IκB : de l’anglais « I kappaB kinase » 

JAK : de l’anglais « Janus kinase » 

JAM : « Junctional adhesion molecules » 

JEV : de l’anglais « Japanese encephalitis virus » 

JNK : de l’anglais « c-Jun N-terminal kinases » 

JS : Jonction serrée 

KIR : « Killer cell immunoglobulin-like receptor » 

LAG-3 : de l’anglais « Lymphocyte Activation Gene-3 » 

LAMP : de l’anglais « Lysosomal/endosomal-associated membrane glycoprotein » 

LAT : de l’anglais « Latency-associated transcripts » 

LB : Lymphocyte B 

LBf : Lymphocyte B folliculaires 

LBZM : Lymphocyte B de la zone marginale  

LCR : Liquide céphalorachidien  

LGP2 : de l’anglais « Laboratory of genetics and physiology 2 » 

LIR : de l’anglais «LC-3 interacting region» 

LN : Lamina nucléaire  

LRR : de l’anglais « Leucine-rich repeat » 



xvi 
 

LT : Lymphocyte T 

Ly6C : de l’anglais « Lymphocyte antigen 6 complex, locus C1 » 

Ly6G : de l’anglais « Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D » 

M-CSF: de l’anglais « Macrophage colony-stimulating factor »  

MA : Maladie d’Alzheimer  

MAPK : de l’anglais « Mitogen-activated protein kinases » 

MAVS : de l’anglais « Mitochondrial antiviral-signaling protein » 

MBP : de l’anglais « Myelin basic protein » 

 mCD : Cellule dendritique dérivée de monocyte 

MDA5 : de l’anglais « Melanoma differentiation-associated protein 5 » 

ME : Moelle épinière 

MEGF10 : de l’anglais « Multiple EGF Like Domains 10 » 

MERTK : de l’anglais « MER Proto-Oncogene, Tyrosine Kinase » 

MHV : de l’anglais « Murine hepatitis virus » 

miARN : micro ARN 

MMP : Métalloprotéases matricielles 

MNE : Membrane nucléaire externe  

MNI : Membrane nucléaire interne  

MOI : de l’anglais « Multiplicity of infection » 

Mx1 : de l’anglais «MX Dynamin Like GTPase 1 » 

MxB : de l’anglais « Human myxovirus resistance protein B » 

MyD88 : de l’anglais « Myeloid differentiation primary response 88 » 

NADPH : de l’anglais « Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate » 

NALP : de l’anglais « NACHT, LRR and pyrin domains containing protease » 

NETose : de l’anglais « Neutrophil Extra cellular Trap »  

NF-κB: de l’anglais « Nuclear factor-kappa B » 

NG2: de l’anglais « Nerve/glial antigen 2 » 

NGF: de l’anglais « Nerve growth factor » 

NHEJ : de l’anglais « Non-homologous end joining » 

NK : Natural killer 



xvii 
 

NKT : Lymphocyte T Natural Killer 

NLR : de l’anglais « NOD-like receptor » 

NMDA : Récepteur de l’acide N-méthyl-D-aspartique 

NO : oxyde nitrique  

NT : Nerfs trijumeaux  

NXF1 : de l’anglais « Nuclear RNA export factor 1 » 

OAS : de l’anglais « 2'-5'-oligoadenylate synthetase » 

Oasl1 : de l’anglais « 2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 1 » 

Oct-1 : de l’anglais « Octamer transcription factor » 

Olfml3: de l’anglais « Olfactomedin-like protein 3 » 

OPTN : de l’anglais « Mitophagy adaptor optineurin » 

ORF: de l’anglais « Open reading frame » 

P: Prototype  

P2ry12: de l’anglais « Chemoreceptor for adenosine diphosphate » 

p38 : de l’anglais « p38 mitogen-activated protein kinase » 

p62/SQSTM1 : de l’anglais « Autophagy adaptor protein sequestosome » 

PAM : Motif adjacent de protospacer  

PAMP : de l’anglais « Pathogen-associated molecular patterns » 

pARNi : Petit ARN interférent 

Pb : paire de bases  

PCR : de l’anglais « Polymerase Chain Reaction » 

PCV : Penciclovir 

PD1 : de l’anglais « Programmed cell death protein 1 » 

PEM : Progéniteur érythromyéloïde 

PFA : Paraformaldéhyde 

PHEV : de l’anglais « Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus » 

PKR : de l’anglais « Protein kinase R » 

PP1α : de l’anglais « Nuclear Protein Phosphatase 1α » 

PRR : de l’anglais « Pattern recognition receptor » 

PYD : de l’anglais « Pyrin domain » 



xviii 
 

RAG-1 : de l’anglais « Recombination Activating 1 » 

RE : Réticulum endoplasmique 

RIP : de l’anglais « Receptor-interacting protein » 

RLR: de l’anglais « Retinoic-acid-inducible gene-1 (RIG-I)-like receptors » 

RLU : de l’anglais « Relative Light Unit » 

RNase L : de l’anglais « Ribonuclease L » 

ROS : Dérivés réactifs de l'oxygène 

RTG : Réseau trans-Golgien  

rVHS-1 : VHS-1 recombinant 

 S100A9 : de l’anglais « S100 calcium-binding protein A9 » 

SARS-CoV-2 : de l’anglais « Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 » 

scRNA-seq : Séquençage de l’ARN de cellule unique  

SFV : Virus de la forêt de Semliki 

SH: Sulfate d’héparane 

Shank3: de l’anglais «SH3 And Multiple Ankyrin Repeat Domains 3 » 

Siglec5: de l’anglais «Sialic Acid Binding Ig Like Lectin 5 » 

Siglech: de l’anglais « Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectin » 

SINV: Virus Sindbis  

SNC : Système nerveux central  

SNP : Système nerveux périphérique 

SNPs : de l’anglais « Single-nucleotide polymorphism » 

SP : Sclérose en plaques  

STAT: de l’anglais « Signal Transducers and Activators of Transcription » 

STING: de l’anglais « Stimulator of Interferon Genes » 

TAP: de l’anglais « Human transporter associated with antigen presentation » 

TBK1 : de l’anglais « TANK-binding kinase 1 »  

td-UMAP : Représentation bidimensionnelle UMAP 

Tfh: de l’anglais « Follicular T helper lymphocytes »  

TGF: de l’anglais « Tumor growth factor » 

Tie2 : de l’anglais « Angiopoietin-1 receptor » 
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TIM-3 : de l’anglais « T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 » 

TK : Thymidine kinase 

TLR : de l’anglais « Toll-like receptor » 

Tmem119 : de l’anglais « Transmembrane protein 119 » 

TMEV: Virus murin Theiler’s  

TRAIL : de l’anglais « TNF-related apoptosis-inducing ligand » 

Treg : Lymphocyte T régulatrice 

TRIF : de l’anglais « TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β » 

TrkB : de l’anglais « Tropomyosin-related kinase receptor » 

UL : de l’anglais « unique long »  

UMAP : de l’anglais « Uniform Manifold Approximation and Projection » 

UNV : Unité neurovasculaire 

Us : de l’anglais « unique short »  

UV : Ultraviolet  

VACV : Valacyclovir 

VEGF : de l’anglais « Vascular endothelial growth factor » 

VHC : Virus de l'hépatite C 

vhs : de l’anglais « Virus host shutoff » 

VHS-1 : Virus herpès simplex 1 

VIH : Virus de l'immunodéficience humaine  

VP: de l’anglais « Viral protein »  

VPL : de l’anglais « Ventral posterolateral nucleus » 

VSV : Virus de la stomatite vésiculaire  

VVZ : Virus de la varicelle-zona  

WB: de l’anglais « Western Blot » 

WNV : de l’anglais « West Nile virus  

ZIKV : de l’anglais « Zika virus » 

α-TIF : de l’anglais «α-trans-inducing factor»   
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« Dans la vie, le guide le plus sûr est la science. » 

     Mustafa Kemal Atatürk 
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Avant-propos 
Dans le cadre de mon doctorat, j’ai étudié l’implication des microglies dans la 

pathogène de l’encéphalite herpétique expérimentale. La présente thèse est subdivisée en 7 

chapitres. Le premier chapitre est l’introduction qui consiste en une revue de la littérature sur 

le sujet. Le deuxième chapitre porte les hypothèses et les objectifs des travaux. Les chapitres 

articles II à IV sont constitués des articles scientifiques qui sont publiés dans des revues 

internationales. Ces articles sont présentés dans leurs versions finales acceptées pour 

publication. 

Le chapitre II correspond à un article « A novel bioluminescent herpes simplex 

virus 1 for in vivo monitoring of herpes simplex encephalitis » dont je suis le premier co-

auteur et qui a été publié dans la revue « Scientific Reports » le 21 Septembre 2021, et aucune 

modification a été apportée dans le texte inséré dans la présente thèse.  Dans le cadre de ce 

manuscrit, nous avons généré et caractérisé le virus herpès simplex I recombinant 

neurovirulent à partir de la souche clinique H25, à l’aide du système CRISPR/Cas9. Nous 

avons ensuite utilisé ce virus recombinant exprimant la protéine fluorescente tdTomato et 

l’enzyme bioluminescente Gaussia Luciférase (Gluc) pour 1) déterminer les régions 

infectées, 2) estimer les titres viraux sans sacrifier l’animal 2) évaluer l’efficacité du 

valacyclovir et 3) étudier la perturbation de la barrière hémato-encéphalique, à l’aide de 

système d’imagerie in vivo (IVIS). J’ai écrit le manuscrit, réalisé toutes les expériences. Julie 

Carbonneau et Marie-Christine Venable m’ont offert de l’aide technique dans la réalisation 

des différentes parties expérimentales. Pier-Luc Plante de l’équipe du Dr Jacques Corbeil, a 

réalisé les analyses bio-informatiques. Il a aussi participé à l’écriture d’une partie du 

manuscrit où les résultats des analyses bio-informatiques sont décrits. Quant aux Dre Piret et 

Dr Boivin, ils ont supervisé le projet de recherche ainsi que corrigé le manuscrit. Dr Jacques 

Corbeil a aussi corrigé le manuscrit. 

PMID: 34548521 - DOI: 10.1038/s41598-021-98047-z 
 

Le chapitre III correspond à un article « An Early Microglial Response Is Needed 

To Efficiently Control Herpes Simplex Virus Encephalitis » dont je suis le premier auteur 
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et qui a été publié dans la revue « Journal of Virology » le 9 Novembre 2020, et aucune 

modification a été apportée dans le texte inséré dans la présente thèse. Dans le cadre de ce 

manuscrit, nous avons d’abord étudié l’effet du traitement M-CSF ciblant la microglie et les 

monocytes/macrophages dans l’encéphalite herpétique expérimentale. Dans la deuxième 

partie de ce manuscrit, l’impact de la déplétion microgliale sur le contrôle de cette infection 

a été évalué. J’ai écrit le manuscrit, avec l’aide de Dre Piret. J’ai réalisé toutes les expériences. 

Marie-Christine Venable et Julie Carbonneau m’ont offert de l’aide technique dans la 

réalisation des différentes parties expérimentales. Nataly Laflamme de l’équipe du Dr Serge 

Rivest m’a aidé pour certaines expériences et a également participé à la coordination de ce 

projet. Quant aux Dr Serge Rivest, Dre Piret et Dr Boivin, ils ont supervisé le projet de 

recherche ainsi que corrigé le manuscrit.  

PMID: 32938766 - DOI: 10.1128/JVI.01428-20 

 

Le chapitre IV correspond à un article « Single-cell transcriptomics of the ventral 

posterolateral nucleus-enriched thalamic regions from HSV-1-infected mice reveal a 

novel microglia/microglia-like transcriptional response » dont je suis le co-premier auteur 

avec Juan Manuel Dominguez et qui a été publié dans la revue « Journal of 

Neuroinflammation » le 6 Avril 2022, et aucune modification a été apportée dans le texte 

inséré dans la présente thèse. Dans le cadre de ce manuscrit, nous avons caractérisé le rôle 

des microglies situées dans le noyau postéro-ventral des souris au pic de de l’infection du 

SNC par le virus herpès simplex 1, à l’aide de deux différentes approches qui sont la 

microscopie électronique et le séquençage d’une cellule unique. Nous avons montré que les 

microglies participent au contrôle de l’infection via les mécanismes comme la phagocytose 

et la présentation d’antigène. Une partie de ces cellules se font infectées par le virus herpès 

simplex 1 et se mettent à secréter des cytokines pro-inflammatoires, telles IL-1B et TNF- α. 

D’après nos résultats, nous supposons que ces microglies infectées participent à la 

détérioration du pronostic de l’encéphalite herpétique expérimentale. Nous avons réalisé ce 

projet en collaborant avec les équipes du Dr Jacques Corbeil, de la Dre Marie-Ève Tremblay 

et du Dr Luc Vallières. J’ai écrit le manuscrit, et participé à la réalisation de toutes les 

expériences. Juan Manuel Dominguez a réalisé les analyses bio-informatiques et a rédigé une 
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partie du manuscrit de la section « Materials and Methods ». Lina Lapeyre m’a aidé pour les 

marquages en immunofluorescence. Maude Bordeleau et Fernando González Ibáñez de 

l’équipe de Dre Marie-Ève Tremblay, ont réalisé l’acquisition et les analyses des images en 

microscopie électronique. Ils ont également rédigé une partie du manuscrit de la section 

« Materials and Methods ». Dr Luc Vallières m’a encadré pour les analyses des séquences 

obtenues du séquençage d’une cellule unique.  Quant aux Dr Boivin, Dr Jacques Corbeil, Dre 

Marie-Ève Tremblay, ils ont supervisé le projet de recherche ainsi que corrigé le manuscrit. 

Dr Luc Vallières, Dre Maude Bordeleau et Fernando González Ibáñez ont aussi corrigé le 

manuscrit. 

PMID: 35387656 - DOI: 10.1186/s12974-022-02437-7 
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Introduction 

Section-I : L’aspect virologique de l’EH 

1. La description générale des virus herpétiques 

L’Homme et les virus herpétiques coexistent depuis toujours. Le mot grec « herpes » 

signifiant « ramper », a été introduit pour la première fois dans les anciens documents de 

Grèce antique, afin de décrire des diverses lésions qui s’étalaient sur la peau. Ce terme « 

herpes » a ensuite apparu dans le Canon d’Hippocrate. Le médecin romain, Herodotus, était 

le premier à décrire les éruptions cutanées labiales causées potentiellement par le VHS. Plus 

tard, au vingtième siècle, Vidal a identifié la propriété infectieuse du VHS, en transmettant 

l’infection d’un humain à un autre. Ainsi, Gruter a réussi à isoler certains virus herpétiques 

et a mis en évidence la nature infectieuse du VHS dans des expériences animales (1, 2).  

Les virus herpétiques partagent plusieurs points communs morphologiques. Les 

virions font environ 200 nanomètres de taille. Ils possèdent un acide désoxyribonucléique 

(ADN) de poids moléculaire élevé, variant entre 124-295 kilos pairs de bases (kpb), codant 

approximativement pour 70 à 170 protéines, dans la capside. L’ensemble du matériel 

génétique et la capside, nommé « nucléocapside », baigne dans le tégument qui est entouré 

d’une couche bilipidique, l’enveloppe portant des glycoprotéines qui permettent 

l’attachement à la cellule de l’hôte (3).  

Auparavant, une grande multitude de virus ayant différents hôtes ont été classés 

ensemble, en fonction de leurs similitudes architecturales, sous l’ordre d’Herpesvirales. 

Aujourd’hui, grâce à la nouvelle approche taxonomique basée sur la génomique, les virus 

herpétiques sont divisés en trois familles sous l’ordre d’Herpesvirales : les Herpesviridae 

(hôte : les mammifères, les oiseaux et les reptiles), les Alloherpesviridae (hôte : les poissons 

et les amphibiens) et les Malacoherpesviridae (hôte : les mollusques). À l’heure actuelle, plus 

de 200 différentes espèces de virus herpétiques infectant une grande variété d’organismes 

incluant les vertébrés et les invertébrés ont été découvertes et ensuite regroupées dans ces 

trois familles par le comité international de taxonomie des virus (ICTV) (4).  



2 
 

Au premier regard, ces virus, capables d’établir une latence chez leurs hôtes, semblent 

loin d’être un danger grave pour la santé humaine. Cependant, plusieurs années de recherche 

nous ont permis à démontrer qu’ils sont potentiellement responsables de plus qu’une lésion 

cutanée banale. Aujourd’hui, on sait qu’il existe plusieurs virus infectant l’humain dans la 

famille des Herpesviridae.  Chaque membre de cette famille cause directement ou 

indirectement diverses pathologies chez l’Homme (5).  

Avec l’espérance de vie humaine qui augmente, la recherche sur les maladies 

neurodégénératives a gagné plus d’importance. Des travaux ont trouvé un lien potentiel entre 

ces pathologies neurologiques et certains des virus herpétiques. Actuellement, ces 

pathogènes se trouvent dans les premiers rangs de la liste des organismes associés à des 

maladies neurodégénératives, comme la sclérose en plaques (SP) ou bien la maladie 

d’Alzheimer (MA) (6). Ces résultats ont encore une fois montré la nécessité d’une meilleure 

compréhension de ces virus pour trouver des traitements à différentes maladies non 

initialement reliées.  

2. Les virus herpétiques infectant l’humain 

La famille Herpesviridae comprend plus de 100 virus herpétiques incluant les virus 

herpétiques humains (HHV pour « human herpes virus »). Dans ce groupe de virus, il y a 9 

virus herpétiques qui infectent exclusivement l’humain : les virus herpès simplex 1 (VHS-1 

ou HHV-1) et 2 (VHS-2 ou HHV-2), le virus de la varicelle-zona (VVZ ou HHV-3), le virus 

Epstein-Barr (EBV ou HHV-4), le cytomégalovirus (CMV ou HHV-5), les virus herpès 6a, 

6b et 7 (HHV-6 et HHV-7) ainsi que le HHV-8 associé au sarcome de Kaposi. Il existe un 

neuvième virus, Cercopithecid herpèsvirus 1 (aussi appelé virus B) dont l’humain devient un 

hôte dans le cas où il entre en contact direct avec le singe infecté.  

Ces HHVs partagent quatre propriétés biologiques communes (3): 

1) Toutes les enzymes nécessaires pour la production des particules virales incluant les 

enzymes impliquées dans la biosynthèse des acides nucléiques virales, sont codées à 

partir de l’ADN viral.  

2) La duplication de l’ADN viral et l’assemblage de la capside se déroulent dans le 

noyau de la cellule infectée. L’assemblage final se termine dans le cytoplasme.  
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3) Le relargage des nouveaux virions est souvent accompagné par la mort cellulaire. 

4) Chaque membre de la famille des HHV a un tropisme spécial pour certains types 

cellulaires et chacun de ces virus est capable d’établir un état de latence dans ces 

cellules.    

2.1. La mode de transmission des Herpesviridae humains 
Pour les virus du genre Simplexvirus, le VHS-1 et le VHS-2, il existe différents 

modes de transmission selon le type du virus. Pour les deux virus, la transmission nécessite 

le contact direct d’une lésion avec des sécrétions biologiques contenant les virions. La rupture 

de l’épithélium est très facile et reste souvent indétectable, ce qui augmente fortement la 

possibilité d’être infecté par les VHS. Bien que ces virus survivent sur des surfaces pendant 

environ deux heures, la probabilité d’une contamination indirecte à partir d’une surface 

souillée reste faible (7-9). 

La primo-infection par le VHS-1 se produit majoritairement au niveau de la 

muqueuse de la cavité orale. Dans la majorité des cas, le mode de transmission est la salive. 

Le VHS-2 est principalement associé aux infections génitales. Les contacts sexuels sont 

acceptés comme la principale voie de transmission. En revanche, les cas de transmissions 

orogénitales augmentent dus aux changements dans les pratiques sexuelles. Aujourd’hui, on 

sait que les deux VHS peuvent être transmis de la mère à l’enfant durant la grossesse in utero, 

pendant ou après l’accouchement, ce qui soutient la possibilité de transmission verticale. Les 

cellules de la muqueuse, formant une barrière mécanique, seront lysées par les virus herpès 

simplex afin que ces derniers puissent accéder aux tissus plus profonds où ils établiront une 

infection latente dans les nerfs sensitifs (10-12).  

Contrairement aux autres VHS de la même sous-famille, le VVZ du genre 

Varicellovirus, responsable de la varicelle, est très contagieux par voie aérienne. À l’état 

actif, le VVZ provoque des lésions cutanées contagieuses sous forme de vésicules. Le contact 

direct avec ces dernières, contenant en effet de nouveaux virions, permet la transmission du 

virus. La réactivation de ce virus des années plus tard entraîne le zona (13).  

Il existe une multitude de voies de transmission pour les virus de la sous-famille 

Betaherpesvirinae. Le CMV se transmet principalement par la salive, mais également par les 

sécrétions génitales et le sang. Les glandes salivaires sont les sites majeurs de la réplication 
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virale. Les virions peuvent être retrouvées dans le lait maternel et dans les urines des 

personnes infectées. Le CMV persiste dans les cellules endothéliales et les monocytes-

macrophages, ce qui rend d’autres modes de transmission possible, comme la transplantation 

d’organes ou bien la transfusion sanguine (14, 15). Un autre genre dans cette sous-famille est 

le Roséolovirus comprenant le HHV-6 (6A et 6B) et le HHV-7. Les voies de transmission de 

ces virus sont très similaires à celles du CMV. La salive, les sécrétions génitales et le lait 

maternel restent toujours les principaux véhicules assurant la transmission. Le virus persiste 

dans le sang, souvent en état de latence dans les cellules immunitaires infectées, comme les 

lymphocytes T (LT), ce qui rend encore les transplantations d’organe un moyen de 

contamination. De plus, Le HHV-6 a le privilège d’avoir un mécanisme d’intégration de son 

génome dans le chromosome de l’hôte afin d’établir la latence (16). 

Les deux virus, potentiellement oncogènes, appartenant à la sous-famille de 

Gammaherpesvirinae, l’EBV (HHV-4) et le HHV-8, sont aussi transmis par la salive, ainsi 

que par les sécrétions génitales. Le HHV-4 utilise les lymphocytes B (LBs) afin d’établir la 

latence. Cependant, pour le HHV-8 responsable du sarcome de Kaposi, il existe plusieurs 

cibles potentielles, comme les cellules endothéliales. Il y a certaines incertitudes autour du 

sujet (17).  

2.2. La taxonomie et la phylogénie des Herpesviridae humains 
D’après les études phylogénétiques, il est probable que les virus herpétiques aient un 

ancêtre commun qui a existé avant le premier vertébré. Plus tard, il y a 180 à 220 millions 

d’années, les trois sous-familles de virus herpétiques ont divergé. Ces sous-familles ont été 

catégorisées sous les noms des Alpha-, Béta- et Gamma-herpesvirinae, en fonction de leurs 

propriétés biologiques (ex. : tropismes cellulaires, la durée du cycle réplicative virale, etc.) à 

partir de la famille des Herpesviridae (18, 19).  

Cette classification des virus, qui a été faite avant la technologie génomique, en sous-familles 

en fonction de leurs propriétés biologiques, est acceptée comme une grande réussite. Cette 

famille de virus comprend au moins 120 différentes espèces de virus herpétiques, capables 

d’infecter une grande variété d’hôtes. Chaque virus est spécifique à son hôte qui est 

continuellement exposé aux multiples espèces d’Herpesviridae au cours de sa vie. Avec la 

nouvelle ère de la génomique, la classification a été mise à jour et perfectionnée en fonction 
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de la ressemblance, de l’arrangement de leurs génomes et des caractéristiques immunogènes 

des protéines virales. À présent, ces trois sous-familles regroupant les neufs HHVs sont 

toujours valides d’après les données récentes du ICTV (Tableau-I) (2, 20-22). 

Tableau-I : Taxonomie des Herpesviridae infectant l’humain 

 

Adapté de (5, 23) : La classification, la séroprévalence, les sites de latence des virus 

et les principales manifestations cliniques des Herpesviridae humains. *Dans certaines 

régions des pays en voie de développement, la séroprévalence peut atteindre 90-100 % de la 

population. ** La séroprévalence peut atteindre 50 % en fonction des régions.  
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3. Le VHS-1 

3.1. Les structures 

3.1.1. Le génome viral 

Les Herpesviridae possèdent un des plus grands génomes viraux. Le VHS-1 contient 

un ADN double brin d’une seule copie, non fragmenté, ayant un poids moléculaire autour de 

150 kpb. Sa composition en acides nucléiques est particulière, avec 68% du génome composé 

de Guanine (G) + Cytosine (C). Le génome se situe au centre de la particule, que l’on appelle 

le noyau, sous forme linéaire. Après l’infection de la cellule par le VHS-1, le génome rentre 

dans le noyau de la cellule où il sera circularisé en absence de la synthèse protéique (24, 25).  

L’ADN viral est organisé sous forme de deux segments liés de façon covalente qui sont 

nommés, le segment « unique long » (UL) et le segment « unique short » (US). Des extrémités 

inversées et répétées de ces deux segments jouent un grand rôle pour les recombinaisons au 

niveau du génome viral et sont essentielles pour la réplication du VHS-1 in vivo. Lors de la 

réplication du virus, ces segments peuvent être inversés, séparément ou simultanément, 

changer leur orientation, donnant ainsi la possibilité de 4 isomères linéaires présents en 

concentration équimolaire. Tous ces isomères sont fonctionnels et capables de se répliquer 

indépendamment (26-29) (Figure-1).  

L’ADN viral, ayant au moins 77 cadres de lecture ouverts (ORF pour « open reading 

frame »), code au minimum pour 90 unités transcriptionnelles dont 84 correspondent à des 

protéines virales (VP pour « viral proteins »). Les gènes codant ces protéines peuvent 

s’orienter dans les deux sens et se trouvent sur les deux brins. Chacun des gènes se transcrit 

sous contrôle de leur propre promoteur. Ils sont classés en fonction de leur cinétique 

d’expression en trois familles : Les gènes-α pour les gènes immédiats précoces (2 à 4 h 

suivant l’infection), les gènes-β pour les gènes immédiats (4 à 8 h suivant l’infection) et les 

gènes-γ pour les gènes tardifs (> 8 h post-infection). À l'exception des gènes « infected cell 

protein » (ICP) 0 (a0) et ICP4 (a4), présents en deux copies dans les régions répétées, les 

gènes-α ne sont présents qu’en une seule copie dans les extrémités des segments UL et US. 

Sauf quelques gènes exceptionnels, le reste appartenant aux familles de gènes-β et –γ se 

trouvent dispersés sur les deux segments du génome du VHS-1 et se présentent aussi en une 

seule copie (30-32).  
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Sur le génome du VHS-1, il existe 3 origines de réplication, composées de séquences 

palindromiques, dont une copie (OriL) se situe au milieu du UL et deux copies (OriS) dans 

les régions répétées des extrémités d’US. Ces origines de réplications riches en Adénine (A) 

et Thymidine (T) ont une grande affinité envers la protéine virale UL9 (« origin-binding 

protein ») qui participe à l’initiation de la réplication qui se passe, en continu, sous forme de 

cercle roulant (33-35).  

 

Figure-1 : Illustration schématique de l’organisation du génome et des principaux 

composants structurels du VHS-1.  

Adapté de (36) : Les quatre principaux composants structurels de la particule virale 

sont présentés en différentes couleurs (à gauche). Le composant structurel et les gènes codant 

pour ce composant ont la même couleur (Code couleur : bleu = empaquetage de capside et 

d'ADN ; rouge = enveloppe ; orange = tégument ; vert = réplication de l'ADN et noir = autres 

fonctions).  Le schéma du génome du HSV montre les segments long (UL) et court (US) 

entourés des séquences répétées (à droite). Les noms des gènes non-essentiels et essentiels 

pour la réplication du VHS-1 en culture tissulaire sont situés en haut et en bas, 

respectivement.  

3.1.2. La capside 

L’ADN du VHS-1 se trouve dans une structure protéique, de forme icosaédrique, 

composée majoritairement de la « major herpes simplex virus type 1 capsid protein » (VP5 

ou UL19) et trois autres protéines virales principales : VP26, VP23 et VP19C. Le VHS-1 

possède une capside avec un diamètre de 125 nm. Comme tous les virus herpétiques, sa 

capside est composée de 162 structures protéiques, appelées capsomères. Il existe 3 types de 

capsomères : 150 hexagonaux, 11 pentagonaux et un portail protéique icosaédrique, 
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assemblés sous une conformation T=16 (T : Le nombre de triangulation indiquant le nombre 

d'unités structurelles par icosaèdre), qui fait une taille totale de 100 - 110 nm.  

Les hexons et les pentons contiennent six et cinq unités de VP5, respectivement. Les 

capsomères hexagonaux contiennent aussi six VP26 formant un anneau, aux extrémités 

distales (sur les pointes de VP5). Ils forment vingt faces de la particule. Les pentons 

s’assemblent pour constituer les douze sommets, donnant la forme icosaédrique à la capside. 

Un de ces douze sommets, composé de douze protéines de pUL6 qui est une protéine du 

tégument, constitue le portail par lequel l’ADN viral est encapsidé. 

Tous ces trois éléments de la capside sont connectés entre eux, par 320 triplex 

protéiques, composés d’une molécule de VP19C et deux molécules de VP23. Ces triplex sont 

des petites molécules protéiques, très compactes. Elles se trouvent attachées à la surface de 

la capside et se lient également aux protéines de soutien UL25 et UL17, qui font un pont 

entre les capsomères. Il existe un dernier composant de la capside, qui est la protéase VP24. 

Cette protéine joue un rôle dans le clivage des protéines d'échafaudages durant la maturation 

de la capside. Cependant, sa localisation et sa fonction exacte restent à étudier (37, 38).  

3.1.3. Le tégument 

Le tégument fait partie des quatre éléments formant la particule virale. Ce 

compartiment, occupé par une substance amorphe, sépare la nucléocapside de l’enveloppe 

chez les virus herpétiques. Chez le VHS-1, elle représente les deux tiers du volume total et 

40% de la masse protéique du virion. 

Actuellement, on sait que le tégument contient au moins 23 protéines virales qui 

couvrent une multitude de fonctions. En plus de ces protéines codées par le virus, plusieurs 

autres protéines appartenant à la cellule hôte, comme des enzymes, des protéines chaperons 

et d’autres protéines structurales (ex. : actines), sont retrouvées dans le tégument. Ces 

protéines s’accumulent soit dans la phase interne, soit externe du tégument, en fonction de 

leurs affinités avec la nucléocapside ou l’enveloppe, respectivement. Ainsi, il a été rapporté 

que des virions purifiés pouvaient contenir des transcrits cellulaires au sein du tégument (39). 

Les protéines les plus abondantes de ce compartiment sont : pUL47/VP13-14, 

pUL48/VP16 et pUL49/VP22, ayant un nombre de copies entre 600 et 1300. Les poids 
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moléculaires de ces protéines peuvent varier entre 10 et 300 kDa (kiloDalton). Certaines 

d’entre elles sont indispensables pour la formation des particules, d’autres sont dispensables. 

Plusieurs de ces protéines sont impliquées dans différents processus viraux, tels que 

l'initiation de la réplication (par exemple, « α-trans-inducing factor » (α-TIF), (connue sous 

le nom de VP16 ou UL48)), l'inhibition des mécanismes traductionnels de la cellule infectée 

(vhs (pour « virus host shutoff ») ou UL41)), le transport de la capside vers le noyau, 

l’assemblage viral, etc. (40, 41).  

3.1.4. L’enveloppe 

La nucléocapside et le tégument sont entourés par l’enveloppe qui est constituée de 

deux couches bilipidiques de 200 nm de diamètre. Elle est formée d’un ensemble de 

glycoprotéines virales et des membranes de la cellule hôte. Les glycoprotéines retrouvées sur 

l’enveloppe ne sont pas cruciales pour l’assemblage de la particule virale, mais restent 

primordiales pour l’infectiosité. Certains des molécules retrouvées dans l’enveloppe 

proviennent de la cellule hôte et modulent la réponse immunitaire durant le premier contact 

du virus avec son hôte (2).  

Le VHS-1 code pour 20 glycoprotéines, dont 12 ou voire plus se trouvent sur 

l’enveloppe. Les glycoprotéines de surface (glycoprotéine B (gB), C (gC), D (gD), jusqu’à 

N) assurent plusieurs fonctions telles que l’attachement et l’entrée du virus dans la cellule 

hôte. Par exemple, gC (UL44) facilite l'attachement du virus. Plusieurs autres glycoprotéines 

de surface (gL (UL1), gH (UL22), gB (UL26) et gD (Us6)) aident à la pénétration du virus 

dans la cellule hôte. Elles peuvent même participer à la propagation du virus par l’utilisation 

d’un hétérodimère composé de gI (US7) et gE (US8) qui peut lier la portion du fragment 

cristallisable (Fc) de l'immunoglobuline G (IgG) et faciliter la propagation de cellule à cellule 

(29, 42).  

Il a été démontré que l’enveloppe contient différentes sortes de lipides de diverses 

provenances. Aujourd’hui, on sait que l’enveloppe se crée en plusieurs phases, de 

l’enveloppement et du développement durant la migration de la particule du noyau vers 

l’extérieur de la cellule hôte. La nucléocapside du virion, assemblée dans le noyau de la 

cellule infectée, s’entoure en premier de la double membrane du noyau. La nucléocapside 
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enveloppée continue ensuite à migrer en passant soit par des endosomes ou des appareils de 

Golgi, d’où sa deuxième couche se forme (32, 43). 

3.2. La réplication virale 
Tout commence avec le VHS-1 qui se lie aux molécules de sulfate d’héparane (SH) 

sur la membrane cellulaire de l’hôte (Figure-2). L’attachement peut est facilité si la cellule 

hôte présente des filopodes (projections cytoplasmique) riches en filaments d’actine (44). Il 

a été montré que les ponts entre les cellules, formées de filopodes, peuvent favoriser le 

contact des virions extracellulaires avec une cellule non-infectée. Cependant, il y en a deux 

impliquées plus que les autres pour l’étape d’attachement : les gB et gC.  

 

Figure-2 : Les glycoprotéines et les récepteurs d'entrée du VHS-1 

Adapté de (45, 46) : L’image de microscopie électronique du VHS-1 montrant les 

quatre composants structurels de la particule virale. La capside virale baigne dans le tégument 

et contient l’ADN viral. Les cinq glycoprotéines principales de surface impliquées dans 

l’entrée dans les cellules hôtes, gB, gC, gD, gH et gL, sont ancrées sur l’enveloppe externe. 

La première étape est la fixation des particules virales aux protéoglycanes du sulfate 

d'héparane (SH) sur la membrane de la cellule hôte, à l’aide de gB et gC. La liaison de gB au 

PILRα (pour « paired immunoglobulin-like type 2 receptor-α ») et la liaison de gD au 

HVEM, la Nectine-1 ou au SH déclenchent la fusion membranaire, qui est ensuite médiée 

par la gB et l'hétérodimère gH-gL. À la dernière étape, la nucléocapside est libérée dans le 

cytoplasme. 

Une fois attachée, l’enveloppe de la particule commence à se fusionner avec la 

membrane de la cellule ou bien avec une vésicule intracellulaire (d’endocytose), à l’aide de 

gD, gB et gH (47). Les gB et gH, nécessaires pour la fusion, contiennent des domaines 



11 
 

protéiques fusogènes contrairement à la gD. Néanmoins, la gD, considérée comme un 

catalyseur, reste indispensable pour la fusion. On sait que l’adhésion du VHS-1 à la cellule 

est renforcée par la liaison de gD à son récepteur (48). D’après le modèle de fusion le plus 

couramment accepté, gD change sa conformation, une fois lié à son récepteur. Ce 

changement induit la formation d’un complexe multiprotéique constitué de gB, gD, gH et 

gL. Bien que les récepteurs de gD restent toujours à étudier, il en existe déjà plusieurs qui 

sont bien connus : les Nectin-1, 2, (de la famille des immunoglobulines), le HVEM (pour 

« herpes virus entry mediator ») et le 3-O SH (3-O sulfaté, sulfate d’héparane). La stratégie 

d’entrée dans la cellule peut dépendre du type de récepteur membranaire ciblé par le virion. 

Par exemple, l’interaction du gD avec la Nectin-1, induit l’endocytose des virions chez 

certains types cellulaires (Figure-2) (49). 

Après la fusion de l’enveloppe avec la membrane, le tégument et la nucléocapside se 

retrouvent libres dans le cytoplasme de la cellule hôte. Par la suite, la plupart des protéines 

du tégument se dissocient de la nucléocapside et disparaissent. Une partie des protéines du 

tégument modulent le métabolisme cellulaire pour un meilleur rendement de l’infection. 

Certaines d’entre elles restent collées à la nucléocapside, et migrent vers le noyau. Des études 

in vitro montrent que l’ancrage de la capside sur la paroi nucléaire de la cellule requiert des 

protéines fonctionnelles du tégument. En absence de ces dernières, l’import de l’ADN viral 

vers le noyau est perturbé (50). Les protéines motrices assurent le transport antérograde 

(kinésine) et rétrograde (dynéine) de la capside. La liaison avec les dynéines cytoplasmiques 

permet à la nucléocapside de se faire transporter au long des microtubules vers le noyau. 

L’infection d’un neurone nécessite le transport par les microtubules. Néanmoins, il existe 

certaines cellules pour lesquelles les virions n’ont pas besoin de ce mécanisme (51, 52).  

La nucléocapside du VHS-1 s’attache aux pores nucléaires qui se trouvent sur 

l’enveloppe nucléaire de la cellule. Cet ancrage est fait via l’importine-β faisant partie du 

pore nucléaire. Ces observations ont été confirmées par l’absence de liaison de la capside, en 

présence des anticorps anti-importine-β (50). De plus, on sait que l’inhibition des protéines 

pUL25 et pUL36 (protéines de la nucléocapside) empêche l’entrée du génome viral. L’ADN 

viral comprimé a été observé durant l’entrée au noyau. Les études suggèrent que la pression 

interne de la capside aide à l’éjection du matériel génétique. Les capsides vides retrouvées 
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attachées sur la paroi nucléaire de la cellule infectée renforcent l’hypothèse d’éjection 

d’ADN dans le noyau. Cependant, les mécanismes exacts sont toujours à explorer (53).  

Les gènes α du VHS-1 codent pour 6 protéines : ICP0, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 

et US1.5. Ces gènes viraux ont leurs propres promoteurs et sont transcrits par l’ARN 

polymérase-II de l’hôte. Cette première étape se passe indépendamment de la synthèse 

protéique virale. La transcription des gènes-α est initiée par une protéine virale du tégument, 

codée par le gène UL48 : VP16. Avant, on pensait que cette protéine régulatrice était 

transportée au noyau par HCF-1 (pour « Host cell factor C1 »). Cependant, VP16 a été 

retrouvée dans le noyau des cellules déplétées de HCF-1. Par la suite, il a été rapporté que 

VP16 est importée dans le noyau à l’aide de plusieurs protéines du tégument comme VP13, 

VP14 et VP22 (54). La VP16 induit la formation d’un complexe avec les deux protéines de 

la cellule, l’Oct-1 (pour « Octamer tansciption factor ») et HCF-1, qui se lient sur les 

séquences régulatrices telles que les boîtes TATAs positionnées en amont du gène (éléments 

cis-régulateurs). Une fois que les ARNm des gène-α sont traduits dans le cytoplasme, 

plusieurs protéines retournent dans le noyau afin d’initier la transcription des gènes-β et -γ. 

L’expression de ces derniers arrête la transcription des gènes-α (Figure-3). 

L’expression des gènes-β et -γ exige la présence de certaines protéines codées par les 

gènes-α. Ces protéines sont impliquées dans différentes phases de la synthèse de l’ADN viral. 

La réplication de l'ADN viral a également un effet sur la régulation globale de la transcription 

des gènes. Dès le début de la réplication, les gènes précoces sont inhibés, alors que les gènes 

tardifs commencent à être activés.  

L’ADN polymérase du virus codée par l’UL30 fait aussi partie des gènes-β. La 

protéine ICP4 fonctionnelle dite « transactivatrice » de la famille des gènes-α, est 

indispensable pour l’expression des gènes des familles - β et -γ, tout en activant ou en inhibant 

l’ARN polymérase-II de l’hôte. Sa forme régule l’expression des gènes-β, en se liant sur leur 

promoteur. Contrairement aux gènes-α, les autres familles de gènes ne contiennent pas 

d’élément régulateur contrôlé par le complexe VP16/Oct-1/HCF, dans leur promoteur. Un 

autre gène très connu de la famille β est UL23 codant pour la thymidine kinase (TK). Les 

études ont montré que ICP0 joue un rôle crucial dans la régulation de l’expression d’UL23.  
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Les gènes-γ, qui codent souvent pour les protéines structurales du virion (par 

exemple, VP5), sont régulés par plusieurs protéines des gènes-α et -β, comme ICP22 et ICP8, 

respectivement. Les produits de ces gènes sont aussi impliqués dans l’assemblage de la 

capside. Cette famille est transcrite pendant et après la réplication virale. Pour ces gènes, on 

sait qu’il existe des ORF qui se chevauchent partiellement. La régulation de ces dernières se 

fait en fonction des différents signaux d’initiation ou de terminaison (55, 56). Durant la 

transcription, tous les ARNs sont exportés par le NXF1 (pour « Nuclear RNA export factor 

1 ») dans le cytoplasme. L'ARN viral est enfin traduit à l'aide de la machinerie traductionnelle 

de l'hôte (2, 8, 9). 

 

Figure-3 : Cycle de réplication du VHS-1 

Adapté de (57) : Le virus se fixe via des glycoprotéines aux récepteurs cellulaires. Il 

pénètre la cellule via la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane plasmique ou 

l’endocytose. La nucléocapside est transportée vers les pores nucléaires et l'ADN viral est 

éjecté dans le noyau. Les gènes viraux sont transcrits en cascade : Les gènes immédiats 

précoces (IE), précoces (E) et tardifs (L) sont exprimés dans l’ordre. L'expression des gènes 

IE est activée par la VP16. Les gènes E nécessitent la synthèse des protéines IE qui jouent 

un rôle essentiel dans le déclenchement de la réplication du génome viral. Les mécanismes 
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hypothétiques suggèrent que la réplication de l'ADN viral implique une réplication en 

conformation thêta, suivie d'une réplication en cercle roulant. L'expression de la protéine L 

dépend de la réplication du génome du VHS-1. Les étapes d’assemblage de la capside et 

d'insertion de l’ADN viral dans la capside se déroulent au noyau. La nucléocapside 

bourgeonne à travers la membrane nucléaire et est transportée à travers le cytoplasme pour 

aller fusionner avec la membrane plasmique. Au cours de ce voyage, la nucléocapside 

acquiert des protéines de tégument et d'enveloppe. Le cycle viral se termine par libération de 

virions. 

3.2.1. La réplication de l’ADN  

La réplication virale se fait sous forme épisomale qui signifie un ADN circularisé. La 

circularisation de l’ADN viral se passe immédiatement après l’entrée du génome dans le  

noyau. Le génome viral, positionné près du lamina nucléaire (LN), commence à interagir 

avec des protéines de l’hôte, afin de commencer l’expression des gènes nécessaires pour la 

réplication virale. Les protéines provenant des gènes-α interrompent certaines voies de 

signalisation cellulaire et aident à l’exploitation de protéines cellulaires, comme l’ARN 

polymérase II, qui transcrit les gènes viraux. Durant l’expression des gènes, comme décrit 

précédemment, la duplication de l’ADN commence (34, 58). 

Cette étape nécessite 7 protéines virales dont les 6 qui constituent la fourche de la 

réplication d’ADN. La réplication commence avec la liaison de la protéine UL9 sur une 

séquence spécifique (-CGTTCGCACTT-) qui se trouve dans un des trois sites d’origine de 

réplication (OriS ou OriL). L’UL9 ayant une activité hélicase, elle change la configuration 

de double hélice et donne l’accès aux autres protéines pour qu’elles puissent répliquer 

l’ADN. Par la suite, la protéine ICP8 codée par UL29 (« single-strand DNA-binding 

protein ») est recrutée au niveau de la fourche de réplication, d’abord pour augmenter 

l’activité d’hélicase d’UL9, mais aussi pour stabiliser l’ADN simple brin. Ces deux protéines 

forment un complexe et interagissent avec un autre complexe protéique composé de 

UL5/UL8/UL52, que l’on appelle le complexe hélicase-primase. Ce dernier est essentiel pour 

l’ouverture de l’ADN viral double brin et pour la synthèse de courts fragments d'ARNs liant 

le simple brin, qui seront par la suite allongés par l’ADN polymérase virale. L’UL5 et 52 

ayant une activité « Adenosine 5'-TriPhosphatase » (ATPase), jouent un grand rôle dans le 
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fonctionnement de ce complexe. L’UL8 a plutôt un rôle dans le maintien de l’interaction de 

ce complexe avec d’autres protéines virales impliquées dans la réplication et le recrutement 

de l’ADN polymérase. Cette dernière est accompagnée par UL42 (facteur de processivité) 

qui synthétise le brin complémentaire, à partir des petits fragments d’ADN. Les produits de 

réplication sont de longs concatémères de différentes orientations. Aujourd’hui, on sait bien 

qu’il existe une multitude de protéines du VHS-1 (par exemple, TK, ribonucléotide réductase 

et l'uracile N-glycosylase) et de la cellule hôte (par exemple, ADN ligase, topoisomérase II 

et l’α-primase) qui sont impliquées dans ce processus complexe (59-61) (Figure-4).  

 

Figure-4 : Représentation schématique de la réplication des génomes du VHS-1 

Adapté de (60): Après son entrée dans la cellule, l'ADN viral se circularise dans le 

noyau. L'homodimère d’UL9 initie la réplication de l'ADN en se liant à des séquences 

spécifiques à l'une des origines de réplication. L’ICP8 est recrutée pour renforcer l'activité 

hélicase d’UL9. Le complexe hélicase-primase est recruté avec l'ADN polymérase associée 

à son facteur de processivité (UL30-UL42). Les deux complexes s'assemblent à chaque 

fourche de réplication. La réplication de l'ADN viral se déroule sous forme thêta et continue 

en cercle roulant. La synthèse d'ADN viral aboutit à des concatémères qui sont clivés par le 

complexe terminase au niveau de deux séquences spécifiques agissant en cis (pac1 et pac2) 

localisées dans des séquences répétées « a ». Ces concatémères sont ensuite emballées dans 

des capsides préformées. Les séquences UL et US orientées en différentes directions 
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aboutissent à la synthèse de quatre isomères viraux appelés : Prototype (P), US inversé (IS), 

UL inversé (IL) et US et UL inversés (IS-L)). 

3.2.2. L’assemblage, l’encapsidation et le bourgeonnement 

L’organisation du génome est de façon suivante : ab-UL-b’a’-a’c’-US-ca (a, b, c :  

des séquences inversées répétées). Durant la réplication en cercle roulant de l’ADN du VHS-

1, les brins linéaires se font cliver à partir des séquences spécifiques, appelées pac1 et pac2, 

qui se trouvent dans la séquence répétée inversée se situant aux deux extrémités des segments 

UL et US. La protéine UL28 scanne l’intégralité de l’ADN viral pour ces séquences spéciales 

et donne le signal à pUL15 (activité endonucléase), pour le clivage du génome dès sa 

rencontre avec le site pac2. Par la suite, l’ADN clivé libre est transporté vers le portail de la 

capside, composé de pUL6, par le complexe terminase composé de pUL15, pUL28, et 

pUL33. L’encapsidation est initiée à partir du segment UL et est terminé par le segment US 

(38, 62).  

Il existe 4 formes de capsides : La procapside, la capside -A, -B et -C. L’assemblage 

des protéines de la capside est faite par des protéines d'échafaudage virales, telles que 

UL26.5, qui se font dégrader par la protéase virale, une fois que la capside est prête pour 

l’entrée de l’ADN viral. Ces structures restent très similaires. Les procapsides produites 

durant l’infection, sont les précurseurs des autres trois formes et elles donnent naissance aux 

virions infectieux en se maturant. Il est largement accepté que la capside C se différencie en 

virus infectieux. Les trois types de capsides produites dans le noyau au cours de l’infection, 

passent par les étapes d’enveloppement-développement et migrent vers le cytoplasme. 

Cependant la forme prédominante cytoplasmique reste celle de la C. La capside A sans ADN 

et B contenant des protéines d'échafaudage non lysées, sont considérées des formes 

défectueuses. Comme la forme C, ces deux formes sont aussi libérées (63, 64). Il a été suggéré 

que la génération de particules virales défectueuses peut être impliquée dans l’échappement 

de la réponse immunitaire, en permettant aux formes matures d’infecter les cellules, pendant 

que les cellules immunitaires attaquent aux autres formes non-fonctionnelles. Cette théorie 

n’est plus acceptée. Au contraire, plusieurs études montrent que la production de ces formes 

non-fonctionelles pourraient être hautement immunogènes et induire une activation de la 

réponse immunitaire de l'hôte (63).  
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Des essais in vitro ont montré qu’il faut au moins VP5, VP19C, VP23 et pré-VP22a 

ou pUL26 (activité protéase) pour la formation d’une capside ayant une bonne morphologie 

dans laquelle l’ADN serait encapsidé. De plus, il a été montré que pUL15, pUL28 et pUL33, 

qui sont des protéines impliquées dans l’assemblage des protéines de la capside, se trouvent 

fixées sur la procapside, avant l’encapsidation de l’ADN. Le dysfonctionnent ou l’absence 

d’une de ces protéines peut mener à une accumulation des capsides B. En absence de 

protéines UL25, une accumulation d’ADN clivé et de capside A, a été rapportée (65). L’ADN 

est délivré dans la capside à l’aide d’un ensemble de 7 protéines virales : UL6, UL15, UL17, 

UL25, UL28, UL32 et UL33. Toutes ces protéines, sauf UL25, jouent un rôle majeur dans le 

clivage de l’ADN, qui sera encapsidé par la suite à l’aide du complexe terminase composé 

de trois des sept protéines, tel que décrit précédemment (38, 66).  

La dernière étape du cycle réplicatif est la sortie des virions de la cellule. La 

nucléocapside se trouve sans enveloppe dans le cytoplasme. Vu l’absence de l’enveloppe 

dans le cytoplasme, il a été suggéré que la nucléocapside pourrait sortir directement par les 

pores nucléaires, sans passer par une étape d’enveloppement. Cependant cette hypothèse est 

la moins acceptée, car la nucléocapside est plus grande que le pore nucléaire. Une des deux 

hypothèses les plus acceptées est basée sur le transport des virions produits par le système 

d’exocytose. Il est connu que la nucléocapside acquiert sa première enveloppe en sortant du 

noyau contenant deux couches bilipidiques. Cependant, elle sort du noyau en perdant sa 

couche, qui fusionne avec la deuxième barrière extérieure du noyau. De plus, on sait 

actuellement que ce premier enveloppement par la paroi nucléaire interne se passe à l’aide 

de deux protéines virales : UL31 et UL34. L’acquisition d’une double enveloppe à la sortie 

du noyau était une des hypothèses sur l’origine de l’enveloppe. D’après cette dernière, la 

nucléocapside forme des vésicules qui sont transportées vers la membrane plasmique pour 

être relâchées. Cette hypothèse était ainsi supportée par les images de microscopie 

électronique. Pourtant, la composition de l’enveloppe reste loin de celle de la membrane 

cellulaire. À l’heure actuelle, la deuxième hypothèse reste largement acceptée avec la 

nucléocapside transportée à l’endosome et/ou à l’appareil de Golgi où les virus nouvellement 

enveloppés participent au circuit d’exocytose afin d’être relargués à l’extérieur de la cellule 

(38, 67-69) (Figure-5).  
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Figure-5 : La représentation schématique de l'assemblage et de la sortie du VHS-1 

Adapté de (70) : 1 - Les génomes viraux sont injectés dans les capsides au noyau. 2 - 

Les nucléocapsides se dirigent vers la membrane nucléaire interne (MNI) où le complexe de 

sortie nucléaire (CSN) est ancré. La lamina nucléaire (LN) est perméabilisée par des kinases 

cellulaires ou virales pour permettre au CSN de sortir du noyau. 3 - L’enveloppe primaire est 

formée à partir de la MNI dans l'espace périnucléaire durant le bourgeonnement de la 

nucléocapside. 4 - Les nucléocapsides se libèrent dans le cytoplasme suite à la fusion de 

l’enveloppe primaire des virions avec la membrane nucléaire externe (MNE) (l’étape de 

désenveloppement). 5 - Dans le cytoplasme, les nucléocapsides acquièrent des protéines du 

tégument au niveau des endroits denses en électrons au microscope électronique. 6 - Les 

capsides avec les protéines du tégument bourgeonnent en vésicules spéciales qui peuvent être 

produites par le réseau trans-Golgien (RTG), l'endosome précoce (EE) ou de 

l'autophagosome, 7 - Les virions matures sont formés à l'intérieur de ces vésicules. Cette 

étape correspond à l’enveloppement secondaire. 8 - Ces vésicules fusionnent avec la 

membrane plasmique et libèrent des virions matures dans l'espace extracellulaire. 
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3.3. La latence 
Le VHS-1 donne deux différentes sortes d’infections, en fonction de divers 

paramètres : soit une infection lytique, soit latente. Le terme « latence » est défini comme la 

conservation du génome viral sans production de particule virale. Les cellules épithéliales 

qui sont souvent les premières cellules à être infectées, résultent en infections lytiques 

assurant la production virale et l’expansion de l’infection. Le choix du type d’infection est 

fortement dépendant de la disponibilité de VP16 qui forme un complexe protéique avec 

l’Oct-1 et l’HCF-1, tel que décrit précédemment. Ce complexe régulant les histones acétyl-

transférases et les déméthylases, interagit avec les promoteurs des gènes viraux-α et active 

l’expression des protéines virales. Cette interaction empêche également la formation 

d’hétérochromatine, ce qui résulte en infection lytique (71) (Figure-6). 

Les neurones sont des cellules « réservoirs » du VHS-1. Contrairement aux cellules 

épithéliales, on observe souvent chez les neurones un état de latence en trois phases : la phase 

d’établissement, la phase de maintenance et la phase de réactivation. À la suite du contact du 

VHS-1 avec les prolongations des neurones innervant l’épithélium, le virus neurotrope 

infecte les neurones et commence à voyager via les microtubules, par le transport rétrograde, 

jusqu’au corps cellulaire ou il établit la latence, sous forme épisomale circulaire. Il a été 

suggéré que la disparition de VP16 durant la migration du virus vers le noyau, peut causer 

une infection latente. En effet, en absence de VP16, le génome viral acquiert une structure 

chromatinienne classique, dans laquelle les histones associées aux promoteurs des gènes 

lytiques sont dans une configuration répressive, empêchant l’expression des protéines-α. 

Cependant, l’établissement de la latence ne peut pas être expliqué uniquement par le défaut 

de recrutement de VP16 (72).  

Durant cet état, on observe une forte expression du locus LAT (pour « latency-associated 

transcripts ») qui se localise dans la région inversée répétée entre l’UL et l’US. Le locus LAT 

contient un promoteur neuro-spécifique, ce qui explique pourquoi la latence est observée 

particulièrement chez les neurones. Il code pour un ARN polyadénylé de 8.5 kb. Par la suite, 

trois ARNm de différentes tailles (2 kpb, 1.5 kpb et 1.45 kpb) contenant des introns stables 

et plusieurs microARN (miARN) résultent à partir de l’épissage de ce transcrit (73, 74).  
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À l’heure actuelle, on sait que les LATs ont deux rôles majeurs : inhiber les gènes 

viraux de famille-α et garder le neurone en vie en inhibant l’apoptose. Les mécanismes exacts 

exploités par le VHS-1 pour établir la latence restent toujours à étudier, mais il existe déjà 

plusieurs hypothèses. Par exemple, pour l’inhibition de la réplication, il a été suggéré que les 

LAT bloquent l’expression des gènes ICP0, ICP4 et ICP27, qui sont impliqués dans la 

réplication virale. 

 

Figure-6 :  Impact du VHS-1 sur l’organisation de la chromatine 

Adapté de (75) : Les protéines virales ,VP16 et ICP0, et LAT affectent le remodelage 

de la chromatine qui favorise un des deux types d’infections : une infection lytique versus 

une infection latente.  
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Au début, on pensait qu’il existait un mécanisme de blocage anti-sens d’ARNm 

d’ICP0 par un des ARNs de LAT. Par la suite, les miARNs ont été cités comme étant 

responsables de cette inhibition d’expression des gènes lytiques. En ce qui concerne l’effet 

anti-apoptotique des LATs, il existe deux hypothèses : l’effet inhibiteur des LATs sur le cycle 

viral lytique protège la cellule de la mort, ou bien il y a un effet direct interférant avec les 

voies des caspases nécessaires pour induire l’apoptose. Il a été montré que les cellules 

transfectées avec des plasmides exprimant des séquences LATs étaient résistantes aux agents 

exogènes induisant l’apoptose (76).  

Comme le VHS-1 peut rester silencieux durant toute la vie, la production de virions 

peut aussi être activée périodiquement par plusieurs sortes de stimuli, tels que le stress 

émotionnel, la fièvre, un dommage tissulaire, l’exposition aux UV, un changement hormonal 

ou bien l’immunosuppression. Durant la réactivation, le VHS-1 est produit dans les nerfs des 

ganglions trijumeaux (GT), qui est l’endroit principal de latence. Ensuite les virions migrent 

vers leurs sites de primo-infection et donnent des lésions invisibles à l’œil nu ou des lésions 

sévères. Le virus est capable de donner des infections dans d’autres sites que celui de la 

primo-infection, ce qui est le cas pour un tiers des cas d’EH (des infections du système 

nerveux central (SNC) par le VHS-1). Chez l’Homme, on observe des réactivations 

spontanées du virus, ce qui est très rare dans les modèles animaux. Le choc thermique est la 

méthode la plus couramment utilisée chez la souris pour induire la réactivation. Ce 

phénomène se produit en présence d’une immunité humorale et cellulaire efficaces. Les 

facteurs cellulaires indispensables pour la réactivation du virus restent globalement inconnus. 

Il a été quand même montré que, chez les neurones, l’activation préalable de VP16 reste 

l’élément essentiel pour l’induction de l’expression des gènes lytiques. Cependant la cause 

et le mécanisme derrière la réactivation de VP16 restent toujours inconnus. De plus, les 

premiers 1,5 kpb de la séquence des LATs donnent lieu à un miARN qui a été suggéré comme 

un élément essentiel pour permettre une réactivation (69, 77).  

3.4. La neurovirulence 
De l’aspect morphologique, jusqu’à leur interaction avec le système immunitaire, il 

existe une multitude de propriétés cellulaires qui rendent les neurones très différents des 

autres cellules. De plus, leur métabolisme cellulaire se distingue des autres cellules. Les virus 
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neurotropes restent peu nombreux et ont besoin de plusieurs facteurs qui leur permettent 

d’infecter les neurones que l’on appelle des facteurs de neurovirulences. Les mécanismes 

exacts sont toujours à étudier, mais il est connu qu’il faut une combinaison de différents 

facteurs viraux et aussi de la cellule hôte. Après avoir infecté des cellules épithéliales, le 

VHS-1 ayant un tropisme pour les neurones, gagne accès au SNC en infectant les neurones 

sensoriels via leurs terminus axonaux qui innervent la peau. L’immunité permet d’avoir un 

état de clairance virale ou  il n’y a plus de production de particules virales. Néanmoins, le 

virus ayant déjà infecté les neurones, il reste dormant souvent dans les nerfs trijumeaux (NT), 

grâce à son système de latence ainsi que grâce à certains immunoprivilèges neuronaux (ex. : 

une expression faible de CMH-I (complexe majeur d’histocompatibilité de type I)). Dans 

certains cas, le VHS-1 peut se réactiver et donner plusieurs pathologies très sévères comme 

des kératites et des encéphalites.  

Le VHS-1 produit plusieurs enzymes comme la TK et la ribonucléotide réductase, 

altérant le métabolisme cellulaire. Ces enzymes participent à la production des virions chez 

les neurones, mais sont également nécessaires pour la neurovirulence. L’autre enzyme viral 

nécessaire pour la neurovirulence est dUTPase. Il a été montré que les mutants dUTPase 

négatifs, avec un défaut de réactivation, étaient en effet moins neurovirulents. Il est connu 

que cette enzyme atteint le niveau maximal durant la phase S de la division cellulaire. 

Cependant, les neurones, qui sont majoritairement des cellules qui ne se divisent pas, n’ont 

pas suffisamment de dUTPase produites, ce qui rend nécessaire la production de dUTPase 

virale durant l’infection, pour la production virale (78).  

Le transport rétrograde est un élément crucial pour la neurovirulence. Récemment, 

certaines protéines du tégument du VHS-1, qui participent au transport rétrograde de la 

capside vers le noyau via les microtubules de l’axone, ont été suggérées comme des facteurs 

de neurovirulence. La pUL36 et la pUL37 font partie de ces protéines. La pUL36 contient un 

domaine de désubiquitinase (DUB pour « herpesvirus déubiquitinase »), qui est 

indispensable pour plusieurs voies de régulation des protéines (ex. : les modifications post-

traductionnelles, leur dégradation par le lysosome ou le protéasome, leur localisation 

intracellulaire, etc.). Il a été montré que l’ubiquitination et désubiquitination de la lysine à la 

position 422 de DUB (K442) modulent la neurovirulence. En absence d’ubiquitination de ce 
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site, le virus n’est plus capable de se faire transporter (79). De plus, le transport rétrograde a 

été perturbé par l’introduction de mutations dans la partie du génome codant pour une région 

de pUL37, ce qui valide son importance dans la neurovirulence (80). Une des protéines 

majeures du tégument, VP22, régulatrice de la localisation et l’expression de protéines 

virales, a été aussi montrée comme facteur candidat de neurovirulence (81). 

Il y a un grand nombre de gènes dont leurs implications dans la neurovirulence sont 

actuellement sous étude. À l’heure actuelle, le rôle le plus important dans la neurovirulence 

est attribué au gène γ34.5, présent en deux copies qui se situent dans les régions répétées 

bordant le segment UL. L’ICP34.5 est capable d’inhiber l’autophagie des cellules afin 

d’éviter l’arrêt de la synthèse protéique virale. La modification de ce gène induit une baisse 

du nombre de neurones infectés au VHS-1 autant chez la souris que chez l'humain. 

Contrairement à la situation in vivo, la réplication du virus mutant in vitro n’est pas affectée 

(82-84).  

4. La transmission et la pathogenèse des VHS 

Le premier contact physique d’une personne séronégative avec le virus, via une lésion 

cutanée, résulte en une primo-infection. Dans le contexte du VHS, les sécrétions de la 

personne infectée peuvent contenir des virions infectieux même si cette dernière est 

asymptomatique. La sévérité de la primo-infection est un des déterminants de la fréquence 

subséquente des réactivations que l’on appelle une infection « récurrente ». Dans le cas où 

quelqu’un contracte un autre type d’herpès virus en étant séropositif pour un des VHS, cela 

résulte à une infection « initiale » et non-primaire. Comme décrit précédemment, la 

transmission nécessite le contact avec les muqueuses infectées du patient (85). 

Durant la primo-infection et l’infection récurrente, l’infection est souvent « lytique » 

et conduit à la mort cellulaire, accompagnée d’une forte réponse inflammatoire. Une 

condensation de la chromatine suivie de la dissolution et une fragmentation nucléaire (cellule 

nécrotique) est observée durant l’infection. La dernière étape qui est la rupture de la 

membrane cellulaire assure la libération des virions. La perte de la membrane mène à la 

formation de cellules géantes multinucléées, qui sont essentiellement formées par fusion 

d'autres cellules. Une étude a suggéré que le VHS-1 favorise la fusion des cellules voisines 
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afin de faciliter la transmission de cellule à cellule du VHS-1, ce qui rend sa détection 

impossible par les cellules immunitaires. Le gD représente un des composants viraux 

promouvant la fusion des cellules voisines avec les cellules infectées. La même glycoprotéine 

permet au VHS-1 de fusionner son enveloppe avec la membrane des endosomes dans les 

quelles il est situé suite a son endocytose. Cette fusion sert au virus à acceder au cytoplasme 

et infecter la cellule (86, 87). La lyse cellulaire libère un liquide vésiculaire contenant des 

virus et des débris cellulaires. Des vésicules sont formées entre le derme et l'épiderme (85, 

88).  

Les deux VHS partagent deux points communs : la neurovirulence et la capacité 

d’établir la latence. En général, le VHS-1 infecte la muqueuse oropharyngée et établit sa 

latence dans les GT. Le VHS-2, ayant un tropisme pour la muqueuse génitale, reste silencieux 

dans les ganglions sacrés. Cependant, le changement de site d’infection reste toujours 

possible et devient de plus en plus fréquent. Les virus herpétiques restent souvent dans le 

système nerveux périphérique (SNP). C’est rare que ces virus causent l’infection du SNC tel 

que l’encéphalite (2, 85, 89). 

5. L’épidémiologie 

5.1. L’épidémiologie des maladies liées aux infections aux VHS :  
Les VHS sont répandus sur toute la terre. La latence, assurant une infection à vie, et 

la faible mortalité résultent en une prévalence de l’infection très élevée. Il est estimé que de 

60 à 95% de la population mondiale est infectée par au moins un des deux VHS (90). La 

prévalence change en fonction de la localisation géographique, du statut socioéconomique, 

de l’âge et de l’ethnicité. En plus de ces derniers, les facteurs affectant le degré d’expositions 

aux VHS, comme la densité de la population et le manque de mesures d’hygiène affectent 

l’incidence et la prévalence de ces infections (91). Le risque de contamination est corrélé 

avec la charge virale transmise. Une personne symptomatique excrète plus de virions et 

contamine son entourage, bien que la plupart des transmissions sont réalisées par des 

personnes asymptomatiques qui excrètent quand même des virions.  

Après 4 à 8 jours suivant la primo-infection, les patients commencent à développer 

des anticorps IgM contre le VHS et deviennent séropositifs. Entre 8 et 18 jours, on voit que 
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le niveau d’anticorps IgM et IgG dirigé contre le virus atteint un plateau. Les anticorps IgM 

perdurent environ 5 à 8 mois et parfois sont même détectables plus de 16 mois suivant 

l’infection. Dans des populations à faible revenu, on observe qu’un tiers des enfants 

deviennent séropositifs pour le VHS-1 avant l’âge de cinq ans. Cette fraction représente 

seulement 20% pour les enfants de la classe économique moyenne. La prévalence de 

l’infection au VHS-1 pour la population à faible revenue atteint 70 à 80% au début de 

l’adolescence. Au contraire, elle ne change pas pour les enfants de classe moyenne jusqu’à 

leurs 20 à 30 ans et atteint 40-60% pour les gens de cette classe économique (92). Les études 

sur des différentes ethnies montrent des différences pour la distribution des infections au 

VHS-1. Par exemple, aux États-Unis, 35% des enfants afro-américains sont séropositifs 

contre 18% des enfants blancs âgés de 5 ans (93).  

La séroprévalence du VHS-1 est plus élevée que celle du VHS-2. 85 % des infections 

orolabiales sont causées par VHS-1 alors que seulement 15 % sont dues au VHS-2. À 

l’inverse, le VHS-2 est responsable de 60 à 70 % des infections génitales, tandis que le VHS-

1 est responsable du reste. Étant donné que le VHS-2 est transmis via des rapports sexuels, 

le nombre des gens séropositifs avant la puberté est très faible. Comme pour le VHS-1, il 

existe plusieurs facteurs qui influencent la prévalence de l’infection au VHS-2. Pour les 

classes moyennes et les classes socio-économiques plus basses, la séroprévalence se situe 

autour de 15% et 40%, respectivement. Le niveau d’acquisition annuel est de 8% chez les 

femmes ; 4 fois plus élevé que chez les hommes (94). L’infection génitale par les VHS chez 

les femmes enceintes mérite l’attention à cause du grand risque de transmission aux 

nouveaux-nés durant l’accouchement et du risque d’infection du fœtus in utero, qui est rare 

mais létale pour le fœtus. Le risque de transmission du virus au nouveau-né se trouve autour 

de 30% à 50% dans le cas d’une primo-infection virale productive, acquise dans le dernier 

trimestre de la grossesse (95).  

Des atteintes du système nerveux par les virus d’herpès simplex causent plusieurs 

différentes pathologies neurologiques. Une des formes les plus dangereuses causées par ces 

virus est la kératite. Dès l’âge de 6 semaines, on observe des enfants ayant des kératites 

herpétiques. Entre 40 et 60 ans, la prévalence atteint le niveau maximal. Les études 

étiologiques sur la maladie montrent que la cause majeure reste le VHS-1 chez les adultes et 
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le VHS-2 chez les nouveaux-nés. Comme décrit précédemment, une forte excrétion du VHS-

2 chez la femme enceinte durant l’accouchement est à l’origine de cette pathologie. 

Cependant la raison majeure reste des infections récurrentes aux VHS, avec plus de 50% 

déclenchées par des traumas de l’œil, une opération intraoculaire ou bien une anesthésie 

générale (91, 96, 97).  

Les personnes atteintes d’une infection génitale primaire aux VHS peuvent 

développer une méningite aseptique. Dans le cas d’une réactivation du virus, les mêmes 

patients atteints d’herpès génital peuvent avoir des méningites aseptiques récurrentes, dites 

« méningite de Mollaret ». En plus de la méningite, le VHS peut causer une myélite et une 

radiculite. Ces virus sont également responsables de l’EH, considérée comme la pathologie 

la plus grave causée par les VHS (98, 99).  

5.1.1. L’épidémiologie de l’EH 

Le terme encéphalite est utilisé afin de décrire l’inflammation du parenchyme du 

cerveau. 50% des encéphalites sont d’origine infectieuse et il existe plusieurs agents 

infectieux dont les VHS, qui provoquent une infection du SNC. Les VHS sont à l’origine de 

l’EH. Cependant, 90% des cas sont dûs à une infection au VHS-1, à l’exception des EHs chez 

les nouveaux-nés qui sont majoritairement dues au VHS-2. L’incidence des EHs est 1 cas/250 

000 individus. Bien que ce chiffre apparaisse faible, le VHS-1 reste responsable d’environ 

75 % des cas d’hospitalisation dus à des encéphalites virales. Le VHS-1 est jusqu’à présent 

la cause principale d’encéphalite virale sporadique mortelle aux États-Unis avec un taux 

national annualisé d’environ 1250 cas. De plus, l’utilisation des nouvelles méthodes de 

détection ayant une haute sensibilité, a permis de montrer que le nombre de cas est 4 fois plus 

élevé que le nombre enregistré au vingtième siècle (1 cas/100 000 individus). Les virus isolés 

des muqueuses et du liquide céphalorachidien (LCR) des patients ont montré qu’un tiers des 

cas survient lors d’une primo-infection alors que les deux tiers sont causés par une infection 

secondaire ou récurrente (99-102).  

L’EH est une maladie rare avec un faible pronostic. La mortalité, qui atteint environ 

70% sans traitement, est de 20 à 30% si le traitement antiviral (acyclovir (ACV)) est 

administré dès les premières heures de l’apparition de la maladie. Malgré la survie améliorée, 

les séquelles neurologiques sont présentes dans 70% des survivants de cette maladie très 
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coûteuse pour le système de santé et de soin. Il existe une certaine corrélation de l’incidence 

en fonction de l’âge : une faible et forte augmentation à partir de 3 et de 50 ans, 

respectivement. L’âge moyen des patients est de 53 ans et plus de mortalité est observée chez 

les patients de plus de 50 ans. Il a été rapporté que le ratio d’incidence pour les deux sexes 

est de 1:1, mais il existe également des données suggérant une prédominance chez les 

hommes (102-104). 

6. Les manifestations cliniques des maladies liées aux infections 

herpétiques  

Le temps d’incubation des VHS varie de 1 à 26 jours avec une médiane de 4 jours. 

Durant l’infection primaire au VHS-1, une très grande variété de symptômes est observée : 

fièvre, maux de tête, œdème, anorexie, lésions ulcératives et adénopathies. Les lèvres, la 

langue, la gencive, le palais et toute la muqueuse buccale sont les endroits où les lésions 

apparaissent. Le processus de cicatrisation prend environ une semaine. Ces manifestations 

cliniques sont majoritairement associées à l’infection primaire au VHS-1. Toutefois le VHS-

2 peut également en être la cause. Ainsi, il est suggéré qu’une personne séropositive pour le 

VHS-2 est partiellement protégée et moins susceptible à développer des symptômes, si 

infecté par le VHS-1 (105, 106). Des complications plus sévères liées à l’infection herpétique 

orolabiale comme l'obstruction des voies respiratoires supérieures ou des infections 

secondaires bactériennes qui nécessitent une hospitalisation surviennent rarement. Pour ces 

cas sévères, la guérison prend de 2 à 3 semaines (107).  

Des infections récurrentes au VHS-1 sont plus fréquentes que celles au VHS-2 et 

peuvent apparaitre sous différentes formes. 20-40% des infectés développent, au moins une 

à deux fois par an, des lésions cutanées autour de la bouche que l’on appelle herpes labialis 

(boutons de fièvre/feux sauvages). Ces lésions cutanées peuvent aussi apparaitre autour du 

menton et du nez (108). La présence de plusieurs petites vésicules érythémateuses remplies 

de fluide est un trait caractéristique de l’herpès labial. Ces vésicules se rupturent dans les 

deux jours suivants leur apparition. Par la suite, la lésion devient ulcérative et perdure pour 

environ 5 jours. La guérison complète prend 10 jours (88). Plusieurs autres manifestations 

cutanées existent, comme l’herpès gladiatorum chez les sportifs pratiquant des contacts 
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physiques et l’eczéma herpeticum dans des endroits avec des dermatoses préexistantes 

souvent chez les enfants (109).  

Les infections génitales sont causées majoritairement par le VHS-2. Les lésions 

apparaissent au niveau du pénis ou des lèvres vaginales et leur guérison survient environ 20 

jours suivant leur apparition dans une primo-infection. Les principaux symptômes au niveau 

local chez les femmes sont des lésions ulcératives accompagnées par des maux et des 

démangeaisons. La méningite aseptique et les lésions extragénitales sont les complications 

les plus sévères de cette infection. La majorité des patients ont des charges virales élevées 

dans le col d’utérus et l’urètre après la primo-infection. Les symptômes sont souvent plus 

sévères chez les femmes que chez les hommes. Chez les hommes, on trouve souvent des 

charges virales plus faibles que celles retrouvées chez les femmes. L’urètre est également la 

partie la plus touchée des organes génitaux masculins. La sécrétion virale dure environ 3 

semaines.  Dans le cas des infections récurrentes au VHS-2, les symptômes sont très modérés, 

voire inexistants, ce qui pose plus de problèmes à cause de la possibilité de transmission 

imprévisible du virus aux partenaires et aux nouveau-nés. Le VHS-1 est aussi le responsable 

d’un pourcentage significatif (environ 40%) des infections génitales. Les symptômes liés à 

l’infection génitale par le VHS-1 sont beaucoup moins sévères et moins récurrents que ceux 

dus au VHS-2 (110-112).  

Une des plus grandes complications des infections génitales est la transmission 

facilitée du virus aux nouveau-nés. Le VHS-2 est responsable de 60 à 70% des cas des 

infections néonatales. En effet, 40% des transmissions ont lieu durant la primo-infection des 

femmes enceintes. Cependant, le taux de transmission aux nouveau-nés chez les femmes 

enceintes développant des infections récurrentes diminue à 3% (95, 113). Il est intéressant de 

noter que la préexistence d’anticorps contre le VHS-1 ne diminue pas le risque de 

transmission de la mère au nouveau-né. En fonction de la voie de transmission, les infections 

chez les nouveau-nés sont classifiées en deux types : une infection congénitale très rare qui 

se déroule pendant la grossesse et une infection périnatale, qui réfère à une contamination du 

bébé par le virus durant l’accouchement. 10 à 30 % des bébés infectés au niveau de la peau, 

des yeux ou de la bouche développent des problèmes neurologiques. Ces atteintes peuvent 

se manifester de façon agressive chez les nouveau-nés, mais les complications sont plus 
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sévères encore dans le cas d’une infection congénitale que périnatale. Les fausses couches 

sont fréquemment observées pendant les infections génitales survenant dans la phase précoce 

de la grossesse. Cependant, les problèmes reliés au retard de croissance et les accouchements 

prématurés sont plutôt reliés à une infection durant la phase tardive de la grossesse (114, 

115).  

L’infection oculaire aux VHS est la cause majeure de la cécité dans des pays 

développés. Une primo-infection oculaire par ces virus est possible via le contact de l’œil des 

nouveau-nés avec les lésions génitales causées majoritairement par le VHS-1 malgré la 

prédominance du VHS-2 dans ces dernières. Elle se manifeste sous forme de conjonctivite 

ou kératite. Pourtant, la majorité des infections oculaires sont associées à une réactivation du 

VHS-1 latent et se présentent de façon unilatérale. Le virus réactivé remonte jusqu’à la cornée 

en utilisant les NT. La blépharoconjonctivite, l’ulcère de la cornée et les kératites stromales 

sont les manifestations les plus communes de l’infection oculaire herpétique. Les symptômes 

sont souvent modérés, tels que la photophobie, des larmoiements ou des ulcères de la cornée. 

La kératite, qui est la forme la plus dangereuse de ce type d’infection, peut mener à une perte 

de la vision pouvant nécessiter une greffe de la cornée ((116-118). 

Il est observé que la co-infection d’une personne avec le virus de l'immunodéficience 

humaine (VIH) augmente la récurrence et la sévérité des symptômes cliniques des infections 

aux VHS, ce qui démontre l’importance d’un contrôle immunitaire de type cellulaire. Les 

personnes atteintes d’une infection génitale au VHS, ayant des lésions génitales favorisant 

l'infection au VIH, ont 2 à 3 fois plus de risque de contracter ce dernier. De plus, la 

séroprévalence des infections aux VHS est plus élevée chez les personnes VIH+ (environ 90-

100% pour le VHS-1 et à 52-95% pour le VHS-2) comparée à la population générale.  Chez 

les immunosupprimés, les maladies disséminées au niveau des muqueuses, du derme et des 

viscères dues à une infection à VHS sont fréquentes. La guérison de ce type d’atteinte peut 

durer environ 6 semaines, ce qui augmente également le risque d'émergence de souches 

résistantes aux traitements antiviraux, comme l’ACV. Même les voies respiratoires, 

l’œsophage et le tractus intestinal peuvent être visés par ces virus herpès simplex réactivés. 

Chez les patients à traiter par des immunosuppresseurs pour une transplantation d’organe, il 
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faut vérifier le taux d’anticorps dirigés contre le VHS pour donner une prophylaxie (119-

121).  

6.1. Le diagnostic des maladies liées aux infections aux VHS 
Les infections aux VHS donnent souvent des symptômes cutanés, sous forme 

d’ulcérations multiples, rondes et superficielles qui orientent le diagnostic. En plus des 

observations cliniques, le diagnostic est fait par des analyses microscopiques, des tests 

sérologiques, de la culture virale ou bien par la PCR (pour « Polymerase Chain Reaction ») 

sur des prélèvements tels que l'urine, les selles, les écouvillons cutanés, le LCR, les biopsies 

et plusieurs autres tissus (98, 122).  

Des biopsies colorées selon différentes méthodes peuvent être examinées par la 

microscopie. La détection des inclusions intranucléaires composées d'acide nucléique et de 

protéines ou bien de cellules multinucléaires géantes indique une infection par l'un des VHS 

ou d’autres virus herpétiques. Cependant cette méthode ne permet pas de faire un diagnostic 

complet à cause d’un manque de spécificité (123). 

 Les techniques d’ELISA (pour « Enzyme-linked immunosorbent assay ») et du WB 

(pour « Western Blot ») sont majoritairement utilisées pour les tests sérologiques, détectant 

les deux types anticorps : IgM et IgG ciblant les VHS, produits dans la phase précoce et 

tardive de l’infection, respectivement. La confirmation d’une infection antérieure peut aider 

le médecin dans le choix d’administration de traitements prophylactiques contre le virus chez 

certains groupes de patients immunosupprimés, mais également chez les femmes enceintes 

en cas de suspicion d'herpès génital asymptomatique afin de réduire le risque de transmission 

de l'un des VHS à l'enfant (124, 125).  

La confirmation d’une infection aux VHS nécessite la détection virale, qui peut 

s’effectuer à l’aide des techniques comme ELISA et WB permettant la détection des protéines 

virales dans les différents types d’échantillons ou bien par l’étude de l’effet cytopathique 

observé à la suite de la réplication des VHS. Les lignées de cellules majoritairement utilisées 

pour les cultures du VHS sont : les fibroblastes (MRC-5), les cellules d'adénocarcinome 

pulmonaire humain (A549) et les cellules épithéliales de rein extraites d'un singe vert africain 

(Vero). Puisque le diagnostic ne peut pas se faire qu’en fonction des effets cytopathiques, des 

anticorps monoclonaux spécifiques à chaque type de VHS sont utilisés afin de confirmer le 
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pathogène responsable de ces effets observés en culture. Cette méthode permet d'isoler le 

virus qui est la preuve définitive d'une infection et rend également possible l’évaluation de 

la sensibilité de ce dernier aux différents antiviraux (126, 127). 

La méthode de référence actuelle de diagnostic des infections aux VHS est la PCR. 

Grâce à sa sensibilité (>95%), sa spécificité (98%) et sa rapidité, la PCR a révolutionné le 

diagnostic des infections aux VHS. La technique est basée sur la détection des différents 

gènes du VHS-1 ou 2 (par exemple, ADN pol et/ou gB), par des amorces spécifiques, dans 

des prélèvements de patients. De plus, contrairement à la culture virale qui nécessite des 

virions infectieux, le matériel génétique du virus est suffisant pour la détection du virus (128-

130). 

7. Les manifestations cliniques de l’EH 

L’EH est une encéphalite virale aiguë causée par des infections, souvent récurrentes, 

aux VHS. La majorité des patients souffrant de l’EH ont des déficits immunologiques (104). 

À l’heure actuelle, la modèle de la propagation via les NT durant la phase de réactivation est 

acceptée en tant que le moyen d’invasion du SNC par ce virus. Cependant les voies de 

propagation ne sont toujours pas claires. Les noyaux sensoriels de ces NT se trouvent dans 

le tronc cérébral, ce qui est censé favoriser l’apparition des lésions dans cette région du 

cerveau. Contrairement à ce qui est attendu, les lésions sont majoritairement retrouvées dans 

d’autres parties du cerveau que le tronc, qui montre que le modèle de la propagation via les 

NT reste à clarifier. En plus des NT, il y a une deuxième porte d’entrée potentielle au cerveau, 

qui peut servir aux virus pour accéder au SNC : les voies neuronales olfactives. L’isolation 

de deux différentes souches à partir d’une lésion orolabiale et du liquide céphalorachidien au 

sein de la même personne nous a permis d’accepter que l’EH peut être induite par une primo-

infection. Cette différence entre les souches est retrouvée dans 35% des patients. Dans le cas 

de primo-infection, ces nerfs olfactifs sont suggérés comme la principale voie d’invasion du 

SNC. Les lésions se concentrent dans le système limbique et les régions temporales du 

cerveau. Ainsi, le virus est détecté dans les lobes frontaux, temporaux et rarement au niveau 

du tronc cérébral. Les deux hémisphères du cerveau peuvent simultanément être touchés au 
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cours de l’EH, potentiellement à l’aide du passage du virus via la commissure antérieure 

(131-133) (Figure-7).  
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Figure-7 : Propagation du VHS-1 au SNC via le NT et olfactif 

Adapté de (134) : (A) Le VHS-1 passe de l'épithélium au SNP par la propagation de 

cellule à cellule entre les cellules épithéliales et les terminaisons des neurones sensoriels qui 

les innervent « 1 ». Le virus se déplace par le transport rétrograde jusqu'au corps cellulaire 

du neurone sensoriel, situé dans le GT. Le VHS-1 remonte par le transport antérograde 

jusqu'aux cellules épithéliales où la primo-infection a eu lieu « 2 ». Le virus se propage de 

manière transsynaptique, traversant la fente synaptique « 3 ». (B) Après l’infection des 

cellules épithéliales, le VHS-1 se propage au SNP ; il rentre en contact avec les terminaisons 

nerveuses et infecte les neurones sensoriels. Ensuite, le virus migre via le transport rétrograde 

jusqu’au corps cellulaire où il établit la latence. Par la suite, le virus se propage de manière 

transsynaptique au tronc cérébral, qui donne l’accès aux zones supérieures du cerveau. (C) 

La propagation au SNC peut se faire par les trois branches du NT. De là, le virus accède au 

noyau trijumeau et à d'autres structures cérébrales représentées sur le schéma. Le VHS-1 peut 

également pénétrer le SNC via le neuro-épithélium olfactif et peut atteindre le bulbe olfactif 

puis se propager à travers le tractus olfactif pour atteindre les structures limbiques, telles que 

l'hippocampe, l'amygdale ou le cortex orbitofrontal. (D) Le VHS-1 atteint le bulbe olfactif 

en infectant les neurones sensoriels olfactifs, dont les axones traversant l'os ethmoïde à 

travers la plaque criblée. Ces neurones forment des synapses avec des cellules mitrales et 

touffues dans les glomérules. Le virus peut infecter ces cellules de manière transsynaptique 

au niveau des glomérules et se propager au SNC via le tractus olfactif. 

Chez l’Homme, des lésions sont nécrotiques et accompagnées d’œdème et d’une 

inflammation périvasculaire. Les signes caractéristiques de la maladie causée par cette 

infection du SNC sont l’altération de l’état de conscience, la fièvre (> 38,5°C), des céphalées 

et des convulsions. Une pléocytose dans le LCR est fréquente. Au début de la maladie, les 

patients présentent des troubles cognitifs qui sont accompagnés par des comportements 

anormaux, indiquant une atteinte neurologique. Les manifestations, telles que la fièvre et les 

céphalées, qui sont des symptômes généraux des infections du tractus respiratoire et 

systémique, peuvent mener à une confusion et un retard de diagnostic. La vitesse de la prise 

en charge du patient est cruciale. Des séquelles neurologiques sont fréquemment présentes 

chez les survivants ayant déjà développé des symptômes, tels que les désordres 
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neurologiques, l’aphasie, l’ataxie, l’amnésie, les convulsions ou bien des crises d’épilepsie, 

au cours de l’infection. Chez les patients immunosupprimés, des lésions post-ischémiques et 

non inflammatoires sont très rarement observées (132, 135).  

7.1. Le diagnostic de l’EH 
Les patients atteints de l’EH développent certains symptômes communs qui facilitent 

le diagnostic. Il a été constaté que 90% des patients d’EH avait déjà développé des anomalies 

de conscience au moment de l’admission à l’hôpital. Une leucocytose, une neutrophilie et 

une hyponatrémie ont été ainsi rapportées chez ces patients. De plus, l’analyse de leurs LCRs 

a montré une pléïocytose lymphocytaire, accompagnée d’une concentration protéique élevée 

(136). L’ensemble de ces données obtenues d’un patient indique la possibilité d’une EH. En 

revanche, il ne faut pas oublier qu’aucune de ces observations n’est spécifique à l’EH et la 

plupart de ces symptômes peuvent être provoqués par d’autres maladies avec des atteintes 

cérébrales.  

Toutes les méthodes décrites précédemment pour la détection des infections aux VHS 

restent valides aussi pour le diagnostic d’HSE. Avant les avancées biotechnologiques, le 

diagnostic de l’EH était basé sur la culture des VHS isolés d’une biopsie cérébrale. Cette 

grande complication du diagnostic de l’EH a été remplacée grâce à la PCR sur le LCR ; 

méthode moins invasive et plus rapide. Actuellement, la détection de l’ADN viral dans le 

LCR par la PCR est considérée comme la méthode de choix (132, 137) (Figure-8). 
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Figure-8 : Les corrélats cliniques, physiopathologiques et radiologiques au cours de 

l’EH 

Adapté de (138) : La réplication du VHS-1 commence avant l’admission hospitalière 

de patient symptomatique. La stratégie optimale de traitement nécessite une administration 

immédiate des antiviraux, avant la confirmation de l’EH par PCR sur le LCR. L’évaluation 

de l’infection durant le traitement antiviral combiné ou non aux stéroïdes, peut s’effectuer 

par l’imagerie de SNC, qui offre une méthode non-invasive de suivi de l’EH.  

Il existe deux méthodes qui sont encore moins invasives, soient l’imagerie par 

résonance magnétique (IRM) et l’électroencéphalogramme (EEG). L’IRM, avec ou sans 

administration d’un agent de contraste, est le meilleur choix de neuro-imagerie pour évaluer 

l’HSE. Des foyers hyper intenses en T2 signalant un important œdème au niveau des lobes 

temporaux et frontaux sont fréquemment observés par IRM chez ces patients. Il est même 
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spéculé que l’IRM de diffusion, basé sur l’observation de la diffusion des molécules d’eau, 

pourrait être plus sensible que la PCR dans la phase précoce de la maladie (139). L’EEG 

mesurant l’activité électrique aide au diagnostic, mais aussi au pronostic. L’EH est 

identifiable par sa signature électrique typique composée de décharges périodiques, de 

ralentissement focalisé et d’électrographies ressemblant à celle d’une crise d’épilepsie (132, 

140). Malgré l’existence de ces méthodes non invasives de diagnostic, un certain nombre de 

cas complexes ayant des manifestations cliniques inhabituelles peut quand même nécessiter 

une biopsie (141). 

8. Les traitements antiviraux 

De nos jours, il existe trois catégories de molécules approuvées, qui sont les analogues 

acycliques guanosidiques (ACV, Ganciclovir, Penciclovir (PCV), Valacyclovir (VACV), 

Valganciclovir, Famciclovir (FCV)), nucléotidiques (Cidofovir (CDV), Adefovir dipivoxil) 

et les analogues des pyrophosphates (Foscarnet (FOS)). Ces trois classes de molécules ont 

été développées afin d’inhiber la réplication de l’ADN viral. Plusieurs autres molécules, 

telles que des immunomodulateurs (par exemple, des interleukines (IL) et des interférons 

(IFN)), des protéines antimicrobiennes et des anticorps spécifiques) continuent à être 

développées et testées contre les infections aux VHS. Cependant, aucune n’a pu remplacer 

les analogues nucléosidiques ayant toujours une meilleure efficacité (142). Les analogues 

nucléosidiques ont d’abord besoin d’être phosphorylés par la TK virale suivie des kinases 

cellulaires afin d’être transformés en leur forme active. L’ACV ayant une affinité 200 fois 

plus pour la TK virale que celle de la cellule hôte permet une activation de la molécule anti-

VHS uniquement chez les cellules infectées, qui fait de l’ACV un traitement spécifique et 

plus sécuritaire avec moins de toxicité. Contrairement à cette dernière famille de molécules, 

les analogues de nucléotides sont uniquement phosphorylés par des kinases cellulaires avant 

de devenir actifs. Le FOS n’a besoin ni de machinerie cellulaire ou virale pour inhiber 

l’activité de l’ADN polymérase virale (108, 143) (Figure-9).  

Le choix de traitement se base sur des critères incluant la nature de l’infection, le site 

d’infection et l’état immunitaire des patients. L’ACV et sa prodrogue VACV, représentent le 

traitement anti-VHS de référence. Les infections labiales ou génitales sont souvent traitées 
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par l’application de l’ACV ou de PCV directement sur la lésion sous forme de crème. 

L’ACV, VACV ou FCV administrés par voie orale restent toujours à considérer, afin d’avoir 

une meilleure efficacité et un résultat rapide (92).  

 

 

Figure-9 : Mécanisme d'action des analogues d'acide nucléique anti-herpétique 

Adapté de (144) : L’émergence de souches résistantes aux traitement antiviraux peut 

se développer particulièrement chez les individus immunosupprimés. Les mutations 

conférant la résistance apparaissant principalement sur le gène de la TK (UL23) dans 95 % 

des cas, et sur le gène de l’ADN polymérase virale (UL30) dans 5% des cas. La résistance 
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aux FOS ou CDV apparait seulement par une substitution d’acides aminés dans l’ADN 

polymérase (60, 145, 146).  

8.1. Le traitement de l’EH 

8.1.1. Les traitements antiviraux 

L’EH nécessite un début de traitement rapide pour un meilleur pronostic. 

L’administration de l’ACV par voie intraveineuse (30 mg/kg/jour) pendant 14 à 21 jours est 

le traitement de premier choix contre l’EH (132). L’administration intraveineuse de l’ACV 

ayant un niveau de passage faible à travers la BHE, permet d’atteintre une concentration 

sanguine élévée qui permet ainsi d’avoir une concentration d’ACV plus élévée dans le 

pracnhyme cérébrale. Il a été précédemment montré que lors d'une administration orale, la 

concentration d'acyclovir dans le LCR  représente que 13 à 52 % de celle retrouvée dans le 

plasma. L’ACV passe par le foie et donne lieu à la 9-carboxyméthoxyméthylguanine, qui est 

le métabolite majoritaire généré par l’oxydation de l’ACV par l'alcool déshydrogénase 1A et 

par l'aldéhyde déshydrogénase 2. Les transporteurs d'absorption des familles de transporteurs 

d'anions organiques et de transporteurs de cations organiques sont nécessaires pour 

l’élimination rénale de l'ACV non-métabolisé (147, 148). 

Le choix de durée et de dose du traitement administré peut jouer un rôle crucial sur 

l’apparition des rechutes (5-27% des patients atteints d’une EH). Chez les nouveau-nés 

atteints d’une EH, il a été montré que l’administration d’une double dose prolongée a 

significativement diminué le risque des rechutes suivant l’arrêt du traitement (114). 

Cependant, une augmentation de dose de 30 à 45 mg/kg/jour n’a pas eu d’effet ni sur le 

pronostic ni sur le nombre de rechutes (149). Pour éviter les rechutes, un traitement prolongé 

d’ACV ou de VACV par voie orale est recommandé, une fois sorti de l’hôpital (150). Malgré 

son activité antivirale spécifique et sa toxicité assez réduite, une concentration élevée d’ACV 

administrée pour une longue période peut avoir des impacts négatifs sur les fonctions rénales 

et hépatiques. De plus, cela peut contribuer à l’apparition de mutations conférant la 

résistance. Une absence d’amélioration des signes cliniques sous traitement, spécifiquement 

chez les immunosupprimés, doit signaler la possibilité de l’apparition de résistance contre 

l’ACV. Dans ce cas-là, le traitement suggéré serait le FOS par voie intraveineuse (132). 
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8.1.2. Les traitements immunomodulateurs  

Certains patients développent une encéphalite auto-immune induite par l’EH, qui est 

caractérisée par l’absence des lésions nécrotiques et par la présence des IgG anti-récepteur 

de l’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) ou anti-récepteur de dopamine D2 dans le sérum 

ou le LCR (151). Il a été suggéré que la lyse neuronale par le virus déclenche une réponse 

immunitaire contre cette protéine de surface se trouvant sur certains sous-types neuronaux. 

Le mécanisme exact reste toujours inconnu. Cette complication est traitée par des stéroïdes 

ou bien par des Ig contre le VHS-1, afin d’inhiber une potentielle reinfection (152). 

La réponse immunitaire dans la phase précoce de la maladie est acceptée comme 

l’élément majeur nécessaire pour l’inhibition de la réplication du VHS-1. En accord avec ce 

dernier, on voit qu’en cas d’immunosuppression, comme chez les patients traités par les 

anticorps monoclonaux anti-TNF-α, l’incidence d’EH augmente (153). Toutefois, la réponse 

inflammatoire exacerbée, retrouvée dans la phase tardive de la maladie, est néfaste et 

nécessite l’utilisation des immunomodulateurs afin de contrôler l’inflammation (154). Un 

meilleur pronostic observé chez les patientes atteintes d’EH sous un traitement de 

corticostéroïdes, tels que la prednisolone, la méthylprednisolone ou la dexaméthasone, en 

même temps que l’ACV, a montré que l’immunomodulation pourrait être intégrée dans la 

stratégie du traitement de l’EH (155-157).  

Les corticostéroïdes inhibent l’activité des facteurs de transcription comme le NF-κB 

(pour « Nuclear factor-kappa B ») et l’AP-1 (pour « Activator protein 1 ») et diminuent 

l’expression des gènes pro-inflammatoires. Les études ont suggéré que l’administration de 

dexaméthasone ou prednisolone diminue la production d’IL-6 et diminue les séquelles 

neurologiques, majoritairement dues à la mort neuronale induite par l’inflammation (158). 

En parallèle, les modèles murins atteints d’EH traités par les immunomodulateurs combinés 

aux antiviraux ont confirmé que l’immunomodulateur complémentaire permet de diminuer 

l’inflammation, sans impacter la réplication virale. De plus, il a été suggéré que 

l’administration des corticostéroïdes doit se faire suite à l’apparition des symptômes et pas 

avant, afin d’avoir un effet bénéfique (132, 159, 160).  
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9. Les vaccins 

La majorité de la population mondiale est infectée par au moins un des trois 

Alphaherpesvirinae humains, que sont le VHS-1, VHS-2 et VVZ (161-163). Au cours des 

dernières décennies, plusieurs tentatives ont été faites afin de développer des vaccins pour 

prévenir ces infections ou réduire le risque de développer les formes graves qui présentent 

un gros fardeau sanitaire et économique. Ces efforts ont porté fruit pour le VVZ, contre lequel 

il existe plusieurs options de vaccin. Cependant, il n’existe toujours aucun vaccin efficace 

contre les VHSs (164). 

Le premier vaccin contre la varicelle, causé par le VVZ, est un vaccin vivant atténué. 

Le VVZ, isolé initialement d’un enfant, a subi plusieurs passages en culture cellulaire qui ont 

permis l’acquisition de mutations inhibant sa virulence, avant de l’injecter chez l’Homme 

(165). En 2006, l'Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) a 

approuvé l’utilisation de Zostavax (Merck and Co), qui correspond à une dose élevée de VVZ 

vivant atténué, chez les personnes âgées de 50 ans ou plus. Récemment, l’administration de 

deux doses d’un autre vaccin approuvé en 2017, Shingrix (GlaxoSmithKline) qui consiste en 

la gE du VVZ combinée aux adjuvants stimulant la réponse LT CD4+, a montré une meilleure 

efficacité que Zostavax chez les personnes âgées de 50 ans ou plus (164, 166, 167).  

Les propriétés antigéniques similaires du VHS-1 et VHS-2 permettent aux vaccins 

d’herpès simplex d’induire la réactivité croisée aux deux VHS à l’aide d’un seul vaccin. Deux 

différents vaccins sous-unitaires, gB/gD/MF59 (Chiron) et gD/AS04 (GSK) qui ne 

contiennent que les parties antigéniques des glycoprotéines du VHS-1, ont atteint la phase 

III des études cliniques, mais n'ont pas eu un effet suffisamment protecteur pour être 

commercialisés (168, 169). Divers mécanismes d'échappement immunitaire du VHS-1 et 2 

compliquent le développement du vaccin. Par exemple, ils sont capables de manipuler la 

machinerie à l’aide des protéines virales comme l’ICP0 ou l’ICP34.5. Ce dernier peut aussi 

s’attacher au TAP (pour « Human transporter associated with antigen presentation ») et 

perturber la présentation d’antigène via le CMH-I (170). Il a été montré que les VHS infectent 

les cellules voisines, sans forcément avoir besoin de se retrouver en dehors de la cellule, où 

les anticorps sont censés neutraliser les virus. Tel que mentionné précedemment, la formation 

des cellules géantes multinucléées est le résultat de VHS-1 favorisant une fusion des 
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membranes des cellules voisines avec celles des cellules infectées , lui permettant d’induire 

une transmission de cellule à cellule. De plus, les glycoprotéines E et I exprimées sur les 

cellules infectées, capables d’agir comme un analogue des récepteurs de Fc (pour « fragment 

cristallisable ») (FcR), peuvent se lier à la partie Fc des anticorps et empêcher la 

neutralisation des virus (171-174).  

Les nouvelles technologies permettent de développer des vaccins plus efficaces. 

Récemment, un vaccin ARNm composé des séquences codantes de gC, gD et gE encapsulées 

dans des liposomes a démontré une efficacité supérieure à celui d’un autre vaccin trivalent 

composé de gC, gD et gE. Ce vaccin en phase préclinique induit des quantités importantes 

d’IgG neutralisantes, accompagnées d’une réponse LT CD4+ (164, 175).  

10. L’édition génomique du VHS-1 et l’utilisation des VHS-1 recombinants 

Au cours des dernières décennies, les scientifiques ont développé des méthodes de 

manipulation du génome de VHS, qui ont permis d’étudier précisément la fonction des gènes 

viraux, de comprendre la pathogenèse de ces infections, dont l’EH. À l’heure actuelle, il 

existe cinq méthodes permettant la modification génomique des VHS (176, 177). 

La première méthode la plus ancienne est la génération des mutants sensibles à la 

température. Cette méthode consiste en deux étapes majeures qui sont le traitement des 

cellules infectées par des mutagènes ou par les rayons UV à une température permissive et 

la sélection des mutants qui ne sont pas capables d’induire un effet cytopathique à une 

température non permissive. Il est considéré que ces mutants, incapables de pousser à une 

température non permissive, sont des virus qui ont acquis des mutations suite au traitement 

chimique qui les rendent sensibles à une température élevée inhabituelle (178). Plusieurs 

mutants de VHS-1 thermosensibles ont été utilisés dans le cadre des études d’EH. Une étude 

de 1983 a montré que l'infection intrapéritonéale par un mutant de VHS-1 incapable de se 

répliquer in vivo, entraîne une résistance à l'infection intracrânienne directe par une autre 

souche de VHS-1, capable de se répliquer. Cette observation a permis de souligner l’impact 

potentiel d’un vaccin inactivé contre l’EH (179). Cette méthode permet de générer plusieurs 

mutants. Cependant, l’occurrence aléatoire de plusieurs mutations sur plusieurs gènes 

complique les études d’association d’un phénotype à un génotype. 
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La deuxième méthode est la mutagenèse dirigée assistée par marqueurs. Le procédé 

commence par la construction d'un plasmide dans lequel la séquence du marqueur est insérée 

dans la séquence cible. Ensuite, l’ADN viral et le plasmide sont co-transfectés pour insérer 

la séquence du marqueur dans la séquence à modifier, à l’aide de la recombinaison 

homologue. À la suite de la sélection des virions recombinants, une autre étape de co-

transfection de nouvel ADN viral avec l’insert et un deuxième nouveau plasmide contenant 

la modification désirée (une déplétion, une insertion ou bien une mutation ponctuelle), est 

effectuée. Enfin, une sélection négative des virions sans marqueur permet de récupérer 

seulement les virus recombinants ayant inséré la nouvelle séquence modifiée qui ne contient 

pas de marqueur (176, 180, 181). À la suite de la détection de la mutation G375T chez le 

VHS-1 isolé d’un cas d’EH néonatal résistant à l’ACV, la mutagenèse dirigée assistée a 

permis de générer le mutant G375T. Ce dernier a été utilisé pour démontrer que la mutation 

G375T confère la résistance à l’ACV (182). Plusieurs étapes d’isolation et de passages 

nécessaires pour cette méthode peuvent favoriser des mutations aléatoires. Il faut surveiller 

que l’insert affecte le phénotype du virus le moindre possible (176). 

L’utilisation des clones de cosmides est la troisième méthode permettant de générer 

des VHS-1 mutants. Un cosmide correspond à un plasmide artificiel contenant une Ori, un 

marqueur de sélection, plusieurs sites de clonage et des extrémités cohésives, également 

connues sous le nom de sites cos (183). Cette méthode est basée sur la digestion du génome 

viral avec différentes enzymes de restriction et le clonage des fragments chevauchants 

générés dans des vecteurs cosmides. Après avoir modifié la région d'intérêt insérée dans le 

cosmide in vitro, une étape de traitement aux enzymes des restrictions permet de libérer tous 

ces fragments d'ADN viral incluant celui contenant la région modifiée. Enfin, tous ces 

fragments chevauchants sont transfectés chez la cellule où la production du virus 

recombinant aura lieu (176, 184). Le VHS-1 recombinant déplété du gène US3, généré à 

l’aide de cette méthode, a permis de montrer que la kinase codée par l’US3 est cruciale pour 

l’inhibition de l’apoptose de la cellule infectée (185). Le plus grand avantage de cette 

méthode est qu'il ne nécessite pas de purification sur plaque, car tous les virus reconstitués 

contiennent la modification du gène. 
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Une autre méthode fréquemment utilisée dans le domaine d’édition génique des virus 

est le chromosome bactérien artificiel (BAC). Ce vecteur bactérien, développé à partir du 

facteur de fertilité (le facteur-F), est capable de contenir des fragments d’ADNs jusqu’à 300 

kpb, avec une grande stabilité génétique. La première étape pour générer les BAC du VHS-

1 est de transfecter des cellules avec l’ADN viral et le facteur-F contenant un marqueur de 

sélection (186, 187). L’insertion de ces fragments dans le génome viral se fait 

majoritairement à l’aide de la recombinaison homologue. À la suite de l’étape de sélection 

des virions contenant le BAC avec le marqueur, l’ADN viral épisomal est électroporée dans 

E. coli, pour pouvoir amener les modifications désirées dans le génome viral à l’aide des 

différentes techniques de la biologie moléculaire. Une de ces méthodes, la mutagenèse « en 

passant » chez la souche GS1783 d’E. coli avec le gène inductible de l’endonucléase I-SceI, 

permet d’éliminer le gène du marqueur, entouré des sites de restrictions d’I-SceI, qui se 

trouve sur le même fragment d’ADN avec les mutations désirées (176, 188). Cette stratégie 

a été utilisée pour générer le mutant déplété d’UL36 codant VP1-2, une protéine virale 

importante dans l’échappement du système immunitaire. L’utilisation de ce mutant dans un 

modèle d’EH a révélé que l’absence de l’activité de déubiquitinase de VP1-2 conduit à 

l’augmentation de l’ubiquitination de STING (pour « Stimulator of Interferon Genes »), qui 

mène à l’augmentation de la production d’IFN-β et l’expression des ISGs (pour « Interferon-

stimulated genes ») permettant d’inhiber la réplication virale dans les cerveaux de souris 

(189). Le BAC est un outil d’édition génique qui a accéléré la recherche sur le génome du 

VHS-1. Cependant, certains cas d’instabilité du génome ont été rapportés suite à 

l’observation des mutations non désirées sur les fragments d’ADN d’alphaherpesvirus (190). 

La découverte du système CRISPR/Cas9 (pour « Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats /CRISPR-associated protein 9 »), qui est un type d'immunité 

adaptative chez les archées et les bactéries, a révolutionné le domaine de l’édition génique. 

Ce système est formé d’une nucléase Cas9, de l'ARN CRISPR (ARNc) et d'ARNc 

transactivant. Au cours de l’adaptation de ce système en tant qu’outil, les deux ARNs ont été 

fusionnés et appelés l’ARN guide unique (ARNsg). Actuellement, les chercheurs ont juste 

besoin de désigner des fragments d'ARN de 20 pb ciblant la région de l’ADN à modifier et 

le cloner dans un plasmide contenant le gène codant pour Cas9. L’ensemble d’ARNsg et 

Cas9 patrouillent le génome et induisent une cassure de double brin trois nucléotides en 
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amont d'un motif adjacent de protospacer (PAM). Cette cassure est par la suite réparée par 

jonction d'extrémité non homologue (NHEJ) ou réparation dirigée par homologie (HDR) 

(176, 177). En pratique, les cellules permissives au VHS-1 sont co-transfectées avec un 

plasmide donneur, contenant le fragment portant les mutations désirées entre les bras 

d’homologie, et le plasmide de CRISPR/Cas9, afin d’insérer les mutations via HDR. Ces 

cellules transfectées sont ensuite infectées par le VHS-1. Après l’étape de sélection, de 

purification et de validation par le séquençage, le VHS-1 recombinant est prêt à utiliser (191). 

Toutefois, la nécessité de la séquence PAM et la possibilité d’induction de cassure double 

brins non spécifiques, appelée « off-target », sont certaines des limites de ce système (192). 

En plus de générer des mutants, le système CRISPR/Cas9 peut être utilisé pour inhiber la 

réplication du VHS-1 (Figure-10). Il a été rapporté que l’expression du CRISPR/Cas9, 

délivrée par les lentivirus injectés dans la cornée des souris atteintes de kératite herpétique, 

permet d’inhiber la réplication du VHS-1. De plus, la même étude a démontré que ces 

lentivirus se font transporter dans les NT via le transport rétrograde, et éliminent le réservoir 

du VHS-1 permettant d’éviter les kératites récurrentes (193, 194).  

 

Figure-10 :  L’édition génomique du VHS-1 à l’aide du système CRISPR/Cas9 
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Adapté de (195): Le VHS-1 délivre son génome au noyau. La présence d'ARNsg anti-

VHS-1 et de Cas9 induit la formation de cassures d'ADN double brin, et active les voies de 

la réparation de la séquence d'ADN viral. Ce système peut être utilisé pour perturber les gènes 

viraux. Plusieurs sites viraux ciblés simultanément peuvent entraîner la fragmentation du 

génome, endommageant sévèrement le génome viral. Ce système peut être exploité 

également afin de générer des variants du VHS-1, en co-transfectant la cellule par un gabarit 

de réparation avec le plasmide de CRISPR/Cas9. Cette approche permet d’avoir une édition 

génomique exacte du VHS-1 à l’aide de l’HDR, qui permet d’intégrer le fragment d’ADN 

avec la modification désirée, qui se trouve insérée dans le gabarit de réparation.  

Section-II : L’apect neuroimmunologique de l’EH 

1. Les barrières du SNC 

L’ensemble du cerveau et la moelle épinière (ME) représentent le SNC. 

L’homéostasie ionique de ce compartiment, un facteur clé pour l’activité neuronale, est 

protégée par plusieurs structures anatomiques, aussi appelées « barrières ». Ces structures 

ayant des caractéristiques communes, permettant un passage contrôlé entre le SNC et le sang, 

sont regroupées sous le nom de la barrière hématoencéphalique (BHE) (196). Cette barrière, 

également appelée « unité neurovasculaire » (UNV), est formée de cellules endothéliales, de 

péricytes et de pieds astrocytaires. La connexion de tous ces composants de la BHE est 

assurée par une matrice extracellulaire protéique, composée de collagène IV, laminine, 

nidogen et de perlecan, qui aussi assure un support physique (197). Ce sont principalement 

les cellules endothéliales qui rendent la BHE particulière au niveau de la perméabilité, 

comparée au reste des vaisseaux en périphérie. Ces cellules reliées entre elles par des 

jonctions serrées (JS), principalement par la claudine-3 et claudine-5, sont non fenestrées 

contrairement à la majorité des cellules endothéliales périphériques. De plus, la sous-

expression d’ICAM-I (pour « Intracellular adhesion molecule-1 ») par les cellules 

endothéliales de la BHE permet au SNC de garder son statut immunologique privilégié, en 

bloquant l’infiltration des cellules immunitaires périphériques. Les astrocytes couvrent plus 

que 99% des vaisseaux sanguins du SNC et assurent les échanges d’ions et de métabolites 

entre le SNC et le sang. Ainsi, ils secrètent du VEGF (pour « Vascular endothelial growth 
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factor ») et d’eNOS (pour « Nitric oxide synthase 3 ») qui jouent un rôle dans la perméabilité 

et l’intégrité de la BHE (198). Les péricytes participent également au maintien de la BHE. 

Leur absence augmente la perméabilité de la BHE. Les études sur les modèles in vitro ont 

démontré que les péricytes participent à l’acquisition du phénotype spécialisé des cellules 

endothéliales de la BHE, en régulant l’expression des gènes chez ces dernières (199).   

Durant l’EH, des médiateurs pro-inflammatoires sécrétés par des neurones, des 

astrocytes et des oligodendrocytes infectés par le VHS-1 et les microglies, induisent une 

surexpression de l’ICAM-I chez les cellules endothéliales de la BHE (200). Le TNF-α active 

le NF-κB de la cellule endothéliale, qui se lie sur le promoteur d’ICAM-I et déclenche sa 

surexpression (201). Par la suite, l’interaction ICAM-I/LFA-1 (pour « Lymphocyte function-

associated antigen 1 ») facilite la diapédèse des leucocytes qui cause une infiltration 

leucocytaire accentua nt l’inflammation. Cette interaction par les intégrines des cellules 

endothéliales modifie également la concentration calcique intracellulaire, qui induit un 

relargage de radicaux libres de nitriques oxydes (NO) via l’activation d’eNOS. L’activation 

de l’endothélium par les NOS induit une surproduction de monophosphate de guanosine 

cyclique (cGMP) affectant le cytosquelette via les kinases dépendantes de cGMP et altère la 

BHE (202). L’analyse du LCR provenant des patients atteints d’une méningite virale a révélé 

la présence des métalloprotéases matricielles (MMPs) ayant des effets directs sur la BHE 

(203). Les protéines des JS assurant le fonctionnement de la BHE contiennent un domaine 

de clivage de MMPs qui rend ces jonctions sensibles à la présence de ces endoprotéases. Les 

microglies, les macrophages et les neutrophiles infiltrants sont les sources principales de 

production de MMPs durant les infections. Il a été montré que les microglies activées durant 

l’EH secrètent MMP-2 et MMP-9 dans un modèle murin et que l’inhibition de l’expression 

de ces MMPs par de petits ARN interférents (pARNi) a amélioré l’état de la BHE. Des 

dérivés réactifs de l'oxygène (ROS), majoritairement produits par les microglies, peuvent 

induire une phosphorylation des JS et diminuer l’expression de ces dernières. De plus, les 

ROS induisent indirectement la production des MMPs clivant des JS et dérégulent la BHE 

(204, 205). 
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2. Reconnaissance du VHS-1 

Les cellules des mammifères, immunes ou non immunes, utilisent plusieurs 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR : pour « Pattern recognition 

receptor ») afin d’assurer le déclenchement de la réponse immunitaire innée dans le cas de 

détection du non-soi. Les PRRs regroupent les TLRs (pour « Toll-like receptors »), les RLR 

(pour « retinoic-acid-inducible gene-1 (RIG-I)-like receptors »), les NLR (pour « NOD-like 

receptor »), les ALR (pour « melanoma 2 (AIM2)-like receptors »), les CLR (pour « C-type 

lectin receptors ») et des capteurs d'ADN intracellulaires comme le cGAS (pour « Cyclic 

GMP–AMP synthase ») (Figure-11). 

 

Figure-11 : Les classes de récepteurs de reconnaissance impliqués dans la 

reconnaissance des acides nucléiques viraux dans les cellules de mammifères.  

(Adapté de (206)) : TLR : Récepteur de type Toll, RLR : Récepteur de type gène I 

inductible par l'acide rétinoïde ; NLR : Récepteur de type domaine d'oligomérisation des 

nucléotides. 
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2.1. Les TLRs 
Les TLRs distinguent différentes molécules appartenant aux pathogènes (PAMP pour 

« Pathogen-associated molecular patterns ») et activent les deux voies de signalisation 

dépendantes de la réponse primaire de différenciation myéloïde 88 (MyD88) ou de l’IFN-β 

induisant un adaptateur contenant le domaine TIR (TRIF). Ces voies de signalisation activées 

modulent l’expression d’IFN-I (α et β) et plusieurs autres cytokines/chimiokines via le 

recrutement de facteurs de transcription activés tels que NF-κB, AP-1 et de facteurs de 

régulation d’IRF-3 et -7. Il existe 10 sous-types de TLRs chez l’Homme et 12 sous-types de 

TLRs chez la souris. Les TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 10 et TLRs 3, 7, 8, 9 se trouvent ancrés dans la 

membrane cellulaire ou endosomale, respectivement. Durant l’infection au VHS-1, trois 

différents PAMPs (pour « Pathogen-associated molecular patterns » composés de protéines 

virales, de l’ADN et de l’ARN viral, sont reconnus par TLR-2, -3 et -9 ayant de différentes 

localisations cellulaires (207).  

Le TLR-2 se localisant sur la membrane cellulaire s’hétérodimérise avec le TLR-1 ou 

TLR-6. Le complexe TLR-1/2 est connu pour sa capacité de détecter les lipoprotéines virales, 

principalement gB et gH du VHS-1, durant l’entrée dans la cellule. Ainsi, il a été suggéré que 

TLR1/2 détecte l’ensemble protéolipidique des gB et gH ancrées dans la membrane cellulaire 

générée, une fois que le VHS-1 et la membrane cellulaire se sont fusionnés. Une 

augmentation de l’expression d’IRF (pour « Interferon-regulatory factor ») -3, IRF-7, IL-6 

et IFN-β a été rapportée lors de l’internalisation du TLR-2 activée par le VHS-1 (208, 209). 

L’infection du SNC avec le VHS-2 et le CMV des souris déficientes en TLR-2 a montré que 

ces souris sont significativement plus sensibles à ces infections. Au contraire, l’absence de 

TLR-2 améliore le taux de survie dans un modèle murin d’EH néonatal en diminuant la 

réponse inflammatoire sans affecter les titres viraux. Le TLR-9 est aussi responsable de 

l’activation de production de l’IFN de type I via IRF-7. Les séquences d’ADN riches en 

guanine et cytosine étaient citées comme le motif principal reconnu par ce récepteur 

endosomal. Plus tard, il a été montré que les homopolymères de phosphodiester - 2′ 

désoxyribose, sans les bases nucléiques, étaient ainsi capable d’induire son activation (210). 

La fusion du lysosome avec l’endosome contenant l’ADN du VHS-1 forme des 

endolysosomes et empêche la production des virions. L’étude de l’infection cornéenne par le 
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VHS-1 sur les souris déficientes en TLR-9 a montré que l’absence de ce récepteur cause une 

diminution de l’expression des ISGs et une augmentation des titres viraux (211).  

Au cours de la réplication du VHS-1, le TLR-3 endosomale reconnait les ARNdb 

(ARN double brins) et active la cascade de signalisation TRIF, IRF-3 et NF-κB, qui initie la 

production d’IFN-β et de plusieurs autres médiateurs inflammatoires. Les gènes du VHS-1 

se localisent sur les deux brins d’ADN. Quand la transcription des gènes chevauchants se fait 

à partir des sens opposés, des ARNm complémentaires commencent à s’accumuler et 

s’hybrider. Ce phénomène cause la formation des ARNdb qui activent le TLR-3 (212). Une 

déficience autosomale récessive du gène d’UNC93B1, interagissant avec le TLR-3, a été 

détectée chez deux enfants atteints d’EH (213). De plus, l’identification d’une mutation 

dominante négative sur le gène TLR-3, chez les fibroblastes et les leucocytes récoltés de deux 

autres enfants atteints d’une EH, a renforcé l’hypothèse qu’un TLR-3 fonctionnel reste 

crucial pour la protection contre cette infection du SNC.  Cette substitution hétérozygote à la 

position 1660 (c.1660C>T) du gène TLR-3 conduit au remplacement d’une proline par une 

sérine à la position 554 (P554S), qui cause une diminution de production d’IFN-α/β et -λ 

chez ces patients (214).  

2.2. Les RLRs 
Les RLR sont responsables de la détection de l’ARNdb cytoplasmique durant une 

infection virale. La famille des RLR est composée de trois membres : RIG-I, MDA5 (pour 

« Melanoma differentiation-associated protein 5 ») et LGP2 (pour « Laboratory of genetics 

and physiology 2 »). Le domaine central d’hélicase et le domaine C-terminal, essentiels pour 

la détection d’ARNdb, sont les deux domaines communs dans les tous les RLRs. L’induction 

de la réponse d’IFN-I, est potentiellement dépendante de MAVS (pour « Mitochondrial 

antiviral-signaling protein ») (215). Initialement, il a été suggéré que RIG-I reconnait la 

structure secondaire d’ARN en « épingle à cheveux » ou les ARNdb qui sont générés durant 

la transcription des gènes chevauchants complémentaire du VHS-1, comme le TLR-3.  

Ensuite, il a été montré que RIG-I peut être aussi activé par le groupement de 5'-triphosphate 

de l’ARN simple brin synthétisé par l’ARN polymérase III. L’inhibition de RIG-I a arrêté la 

production d’IFN-β (216).  
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Un autre RLR, MDA5, a été cité comme le responsable majeur de l’induction d’IFN 

dans une étude in vitro. Suite à la déplétion du MDA5 par des pARNi, une baisse d’IFN-β 

and IFN-λ1 a été rapportée (217). La LGP2 est aussi impliqué dans le contrôle de l’infection 

au VHS-1, mais son rôle exact reste toujours à clarifier. La LGP2 ayant plus d’affinité pour 

les ARNdb comparativement aux autres RLR, ell interagit avec la protéine Dicer, une 

endoribonucléase qui clive les fragments d’ARNdb afin d’obtenir des pARNi et des miARN. 

Il a été suggéré que le complexe LGP2/Dicer clive les pARNi générés pour altérer 

l’expression des gènes viraux chez les cellules mammifères et joue un rôle de régulateur 

négatif, en inhibant les voies de signalisation de RIG-I/MDA5 (218, 219). Une autre étude 

sur le rôle du LGP2 dans l’infection à picornaviridae chez la souris exprimant LGP2-tronquée 

sans le domaine ATPase, a montré que LGP2 non fonctionnel inhibe la réponse d’IFN de 

type I, ce qui montre son rôle essentiel dans le combat des infections (220).  

2.3. Les NLRs 
Les NLRs sont des PRRs cytoplasmiques qui détectent les pathogènes intracellulaires 

ou bien des signaux du danger endogènes. Les NLRs sont composés de trois régions 

majeures : un domaine N-terminal effecteur interagissant avec une famille de molécules 

impliquées dans d’autres voies de signalisation (les trois domaines : CARD (pour « the 

caspase recruitment domain »), PYD (pour « pyrin domain »)  ou BIR (pour « baculovirus 

inhibitor repeat »), un domaine NACHT ayant une activité ATP/GTPase qui assure l’auto-

oligomérisation et un domaine C-terminal activateur, composé d’un nombre variable de 

répétitions riches en leucine (LRR pour « Leucine-rich repeat »), qui détecte différents 

PAMPs. Il existe plus que 20 membres dans la famille des NLR. Chacun de ces membres 

contenant un domaine effecteur et/ou activateur différent est activé via différents signaux de 

danger (221). Suite à la détection du PAMP, les NLR peuvent s’oligomériser entre eux et 

activer des facteurs de transcription, tels que NF-κB. De plus, certains des membres, comme 

le NLRP1 et NLRP3, déclenchent la formation de l’inflammasome, un complexe protéique 

responsable du clivage de certains médiateurs inflammatoires inactifs, tels que la pro-IL-1β 

et pro-IL-18, permettant à ces derniers de devenir actifs (222).  

La NLRP3 est connue pour être impliquée dans la réponse inflammatoire durant 

l’infection au VHS-1. L’étude de la kératite herpétique chez la souris déficiente en NLRP3-/- 
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a montré une augmentation des titres viraux accompagnée d’une réponse inflammatoire 

exacerbée. De plus, les concentrations d’IL-1β bioactive étaient significativement plus 

faibles chez ces souris comparativement aux souris sauvages (223). Ainsi, il a été montré que 

le VHS-1 active la formation de l’inflammasome NLRP3 dans les fibroblastes de prépuce 

humain (224). Contrairement à ces derniers, il existe aussi des études qui montrent que les 

RLRs inhibent la réponse immunitaire innée. Il a été montré que les souris NLRP3-/- 

déficientes infectées par le VHS-1 survivaient plus et produisaient plus d’IFN-β et IL-6. Cette 

observation a été expliquée par l’inhibition de STING qui active la réponse d’IFN-I suite à 

la détection de l’ADN du VHS-1 par son interaction avec la NLRP3 (225).  

2.4. Les autres récepteurs cytosoliques 
Le génome du VHS-1 placé au sein du noyau de la cellule eucaryote est détecté par 

une multitude de molécules appelées « les récepteurs d’ADN cytosoliques ». Aujourd’hui, il 

est connu que ces récepteurs sont capables de détecter divers PRRs incluant l’ADN viral dans 

le noyau, comme dans le cytoplasme, contrairement à ce qui a été suggéré précédemment 

(226).  

Le DAI (pour « DNA-dependent activator of IFN-regulatory factor »), la cGAS et 

l’IFI16 (pour « IFN-γ-inducible protein ») font parties de cette famille de molécule activant 

majoritairement la production des IFN de type I via l’axe STING-TBK1 (pour «TANK-

binding kinase 1») au cours d’une infection herpétique. Le STING active la TBK1 qui 

phosphoryle l’IRF-3. Suite à la phosphorylation, l’IRF-3 se dimérise et se transloque au 

noyau pour déclencher la production d’IFN-β. Ainsi, il existe d’autres voies indépendantes 

de l’axe STING pour lesquelles plusieurs de ces récepteurs participent. 

Le DAI, le premier récepteur cytosolique rapporté, reconnaissant le génome du VHS-

1, se lie sur l’ADN et active la production d’IFN de type-1 via TBK-1. Il a été montré que 

l’infection in vitro des microglies et des astrocytes par le VHS-1 induit une surexpression du 

DAI. La déplétion de ce dernier a mené une inhibition de la production de plusieurs 

cytokines/chimiokines inflammatoires (227). Une autre étude a confirmé l’implication du 

DAI dans le contrôle de l’infection au VHS-1 en démontrant la sensibilité élevée des 

fibroblastes embryonnaires exprimant des ARNs d’interférence pour DAI (228).  
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La cGAS se lie à l’ADN étranger et forme un dimère. Ensuite, il catalyse la synthèse 

de cGAMP, qui interagit avec STING. Ce dernier dimérisé phosphorylé peut interagir soit 

avec la TBK1, soit avec l’IKK (pour « inhibitor of nuclear factor kappa B (IκB) kinase ») et 

activer deux différentes voies de signalisations. Ensuite, la TBK1 et l’IKK interagissent avec 

le NF-κB et l’IRF-3, respectivement, qui sont transloqués au noyau afin d’activer 

l’expression d’IFN-I et plusieurs autres cytokines/chimiokines inflammatoires. En effet, les 

souris déficientes en cGAS ont eu plus de mortalité avec moins de production d’IFN-I au 

cours de l’EH (229). 

La recherche sur l’IFI16 (p204 chez la souris) a permis, pour la première fois, de 

montrer que ces récepteurs à ADN cytosoliques, fonctionnent autant dans le noyau que le 

cytoplasme. Tout d’abord, il a été suggéré que l’IFI16 reconnait l’ADN viral libre dans le 

cytosol. Une étude sur les cellules exprimant IFI16 tronqué, incapable de se transloquer au 

noyau, a montré que ce récepteur induit la réponse d’IFN-β qu’à partir du noyau. Sa déplétion 

a inhibé la translocation de NF-κB et IRF-3 dans le noyau au cours de l’infection au VHS-1 

(230, 231).  

3. Le déclenchement de la réponse antivirale 

La réponse antivirale se déclenche à l’aide de l’activation de trois voies de 

signalisations, soit les voies de NF-κB, des IRFs et les MAPKs (pour « mitogen-activated 

protein kinases »). Ces voies de signalisation pilotent l'expression de l'IFN-I et l'expression 

ultérieure des ISGs, nécessaires pour limiter l’infection (Figure-12). 

La stimulation de la cellule via les PRRs ou bien les récepteurs des 

cytokines/chimiokines comme les récepteurs de TNF-α induit l’activation du complexe NF-

κB se trouvant dans un état inactif dans le cytoplasme. Différentes molécules intermédiaires, 

comme les IRAKs (pour « interleukin-1 receptor (IL-1R) associated kinase ») et les IKKs, 

conduisent à la dégradation d’IκB (pour « IkappaB kinase ») attaché aux formes inactives du 

NF-κB, qui est nécessaire pour l’activation du NF-κB. Une fois activé, le facteur de 

transcription peut se transloquer au noyau pour activer la transcription de plusieurs gènes. 

Les mutations sur le NEMO (IKK-γ), impliqué dans l’activation du NF-κB, ont révélé que le 

dysfonctionnement de la voie de signalisation du NF-κB perturbe la production d’IFN-β, 
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d’IFN-λ et d’IL-6. Les patients avec ces mutations sont plus vulnérables à l’infection du SNC 

par le VHS-1 (232). 

Les IRFs sont également essentielles pour la réponse anti-herpétique. Le dimère 

d’IRF-3 active la production d’IFN-β et aussi l’expression d’IRF-7. Ce dernier se dimérise 

et active une surproduction d’IFN-β. L’inhibition de la production d’IFN-α et -β chez la 

souris IRF-3-/- atteintes d’EH a causé l’augmentation de la mortalité. De plus, une 

augmentation des titres viraux cérébraux, accompagnés d’une hausse de la production des 

cytokines inflammatoires, a été observée (233). Une étude a confirmé que la déplétion d’IRF-

3 rend les souris plus susceptibles à l’infection au VHS-1, mais a rapporté que la souris IRF-

7-/- était plus vulnérable que la souris IRF-3-/-. La même étude a démontré que la capacité 

migratoire des cellules dendritiques IRF3-/- est diminuée, ce qui peut également perturber le 

contrôle de l’infection (234). 

L’autre voie de signalisation impliquée dans la réponse inflammatoire durant les 

infections au VHS est la voie des MAPKs incluant les trois voies majeures qui sont la voie 

d’ERK (pour « Extracellular signal-regulated kinase 1/2 »), de JNK (pour « c-Jun N-

terminal kinases ») et de p38 (pour « p38 mitogen-activated protein kinase »). Ces 

régulateurs de transcription forment des complexes avec les facteurs de transcription qui 

déclenchent l’expression des médiateurs inflammatoires. Par exemple, le JNK phosphorylé 

active l’oncogène c-Jun, qui forme le complexe AP-1 (235). L’infection au VHS-1 stimule 

également les voies de JNK et p38. Il a été également rapporté que le VHS-1 augmente 

l’activité de c-Jun et aussi d’AP-1. De plus, l’ICP0 du VHS-1 semble d’être responsable de 

cette activation (236, 237). 

L’implication de ces voies de signalisations est étudiée dans le contexte d’EH à l’aide 

de plusieurs modèles de souris déplétées de molécules impliquées dans ces voies (238). Par 

exemple, les souris TRIF-/- et MAVS-/- ont permis de mettre en évidence l’importance de ces 

molécules adaptatrices en montrant l’augmentation du taux de mortalité de ces deux lignées 

de souris, par rapport aux souris sauvages. Ces molécules adaptatrices, recrutées à la suite de 

la reconnaissance du matériel génétique du VHS-1 par des senseurs cytoplasmiques, servent 

à activer les IRFs. La diminution de la phosphorylation d’IRF-3 et -7 chez ces souris 

provoque la diminution de la production d’IFN-β, qui cause l’augmentation des titres viraux 
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dans le cerveau (239). Tels que décrit précédemment, l’activation de ces voies conduit 

principalement à la production des IFNs. Ces derniers se lient aux récepteurs d’IFN de type-

I, les récepteurs de l'IFN-I (IFNAR1/2), qui activent l’expression des ISGs via l’intermédiaire 

de la voie JAK (pour « janus kinase »)/STAT (pour « Signal Transducers and Activators of 

Transcription ») (238). Les souris exprimant Stat1 tronquée et les souris IFNαßγR−/− ont 

développé une EH à la suite de leur infection périphérique au VHS-1 (240). Ces résultats ont 

fait remarquer l’importance de cette voie de signalisation dans le contrôle des infections au 

VHS-1. 

La production de plusieurs types d’ISGs, tels que la MxB (pour « Human myxovirus 

resistance protein B »), l’ISG15 (pour « Interferon-stimulated gene product 15 »), la PKR 

(protein kinase R), l’OAS (pour « 2'-5'-oligoadenylate synthetase ») et la RNaseL (pour 

« Ribonuclease L »), induite par les IFNs, est un élément incontournable de la réponse 

antivirale incluant celle contre le VHS-1 (241). Il a été rapporté que la souris déficiente en 

ISG15, qui est une protéine de type ubiquitine se conjugant aux protéines pour induire des 

modifications post-traductionnelles, était plus susceptible à l’infection au VHS-1 (242).  Une 

autre étude in vitro a révélé que la transcription du gène d’IFN-β chez les cellules des NT en 

culture a induit une surexpression de PKR et d’OAS au cours de leur infection au VHS-1. La 

déplétion de chacune de ces deux molécules a induit une augmentation de la charge virale 

(243). 

4. La réponse immunitaire des cellules du SNC 

4.1. La réponse neuronale 
Les neurones, contrairement à ce qui a été accepté dans le passé, ne sont pas des 

cellules immunoprivilégiées à l’abris de la réponse immunitaire du soi. Ces cellules 

participent activement à la réponse immunitaire intrinsèque, mais aussi innée, contre le VHS-

1. De plus, des différences dans la réponse immunitaire sont observées en fonction des sous-

types des neurones infectés (244). Cette différence de la réponse immunitaire est également 

présente entre les modèles animaux d’EH inoculés par de différentes voies d’administration, 

ce qui peut être partiellement expliqué par de différents sous-types de neurones infectés.  
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L’EH est déclenchée par l’infiltration du parenchyme cérébral par le virus via les 

nerfs sensitifs. Le virus infecte d’abord l’axone des neurones innervant l’épithélium. Ces 

premiers neurones infectés transportent la capside contenant l’ADN viral jusqu’au noyau via 

leur système de microtubules. Le VHS-1 induit la même réponse qu’une lésion axonale chez 

les neurones infectés et stimule la production de nouvelles protéines telles qu’Annexine A2, 

peripherin et plusieurs autres protéines régulatrices de dynéines. L’ensemble de ces 

protéines, majoritairement impliquées dans le cytosquelette et le transport nucléaire, situées 

au point d’entrée du virus, favorisent un meilleur transport rétrograde (245). Dès l’étape de 

transport rétrograde du virion, la réaction immunitaire des neurones s’initie par la 

phosphorylation de Stat1 au niveau axonal afin d’inhiber l’infection (246).   

 

Figure-12 : Les voies de signalisation impliquées dans la réponse cellulaire intrinsèque 

au cours de l’EH chez la souris. 
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Adapté de (238) : (A) Avant l’entrée du VHS-1, les TLRs à la surface cellulaire détectent la 

présence du VHS-1 (TLR1/2, TLR2/6 et TLR4). À la suite de l'entrée du VHS-1, les acides 

nucléiques viraux sont reconnus par les TLRs dans les endosomes (TLR3 et TLR9). Il existe 

des senseurs d'ADN cytoplasmique comme cGAS/STING et des senseurs d'ARN comme 

RIG-I/MDA5 qui déclenchent la réponse immunitaire. Ces PRR initient la signalisation via 

des facteurs, tels que MYD88, TRIF et TBK1 et favorisent la transcription d’IFN-I et des 

gènes pro-inflammatoires, via les facteurs de transcription IFR-3, IRF-7 et NF-κB. (B) La 

production ultérieure d'IFN-α et d'IFN-β et l'engagement du IFNAR1/2 initient la 

signalisation JAK/STAT déclenchant l'expression des ISGs qui établissent un état antiviral 

protecteur dans la cellule infectée. 

Ces cellules détectent le virus par des PRR et ensuite régulent l’expression de 

plusieurs gènes. Un des PRR exprimés chez les neurones est le TLR-3. La déficience de TLR-

3 chez les neurones augmente leur susceptibilité à l’infection in vitro par VHS-1 (247). Les 

neurones infectés produisent plusieurs médiateurs inflammatoires, incluant les l’IFN-α/β qui 

fonctionnent de façon autocrine en altérant les voies métaboliques du soi et ensuite de façon 

paracrine en modulant celles des cellules voisines. Selon une étude in vitro sur les neurones 

isolés des souris déficientes pour STING, IRF-3, IRF-7, IFN-αβγR (pour « type I and II 

interferon receptors ») ou STAT1, la réponse intrinsèque à l’IFN-I n’est pas suffisante pour 

une protection efficace contre le VHS-1. Les neurones déficients pour une de ces molécules 

participant à la réponse d’IFN produisent la même quantité de virions VHS-1 que ceux isolés 

de souris sauvages. Ainsi, ils ont pu observer que le traitement exogène de ces cellules par 

IFN-α ou β instaurait la réponse antivirale (247). Une autre recherche souligne l’absence de 

production d’IFN durant l’infection au virus de la stomatite vésiculaire (VSV). Ces données 

suggèrent d’abord que toutes les sous-familles de neurones ne sont pas capables de produire 

ces médiateurs et que l’effet antiviral insuffisant induit par ces molécules pourrait être dû aux 

facteurs cellulaires et non au détournement des voies de signalisations de la production d’IFN 

par le VHS-1 (248). 

La voie JAK/STAT activée par l’IFN-I conduit à la production de plusieurs ISGs, des 

molécules avec des fonctions antivirales telles que RNase L (pour « Ribonuclease L »)  et 

PKR (pour « Protein kinase R »), qui dégradent et bloquent la traduction de l’ARN viral, 
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respectivement (249). D’après une étude, l’infection in vitro avec le VHS-1 de cellules 

neuronales isolées de ganglions spinaux de souris induit une faible augmentation de 

l’expression de Mx1 (pour « MX Dynamin Like GTPase 1 »). Ils ont aussi montré que les 

cellules mitotiques sont plus sensibles aux IFNs comparés aux neurones et que ces cellules 

contrôlent mieux la réplication virale (250). Cette faible activation de l’immunité neuronale 

est aussi causée par le VHS-1 inhibant plusieurs voies de signalisations par des molécules 

virales, comme l’ICP34.5, synthétisé au cours de la réplication virale.   

Durant les infections herpétiques incluant l’EH, plusieurs cellules immunitaires sont 

recrutées aux sites de l’infection. En plus de la réponse immunitaire intrinsèque neuronale, 

les neurones interagissent avec ces cellules immunitaires infiltrantes ou bien résidentes par 

contact direct ou via les médiateurs inflammatoires et régulent la réponse de ces dernières. 

Les résultats d’une étude sur un modèle d’infection cutanée au VHS-1 chez la souris 

déficiente de neurones sensitifs Nav1.8+ ont montré l’implication de ces neurones dans le 

contrôle de l’infiltration des neutrophiles dans les lésions causées par l’infection. L’absence 

de ces neurones a induit une infiltration de neutrophiles plus importante, ce qui a provoqué 

une aggravation des lésions. La déplétion des neutrophiles a causé une diminution des tailles 

des lésions cutanées et a permis de mieux contrôler l’infection. De plus, ils ont rapporté une 

diminution du nombre de LT spécifiques au VHS-1 dans les ganglions lymphatiques de la 

souris déficiente en neurones Nav1.8+, soulignant l’importance de la réponse immunitaire 

neuronale dans la réponse immunitaire adaptative (251).  

Une des stratégies exploitées par des neurones infectés est l’autophagie, le processus 

d’autolyse, qui se fait par la fusion des lysosomes et des autophagosomes enclavant les 

organelles, que l’on appelle le cargo. Les cellules post-mitotiques, telles que les neurones, 

incapables de se diviser, ne sont pas en mesure de diminuer la quantité d’agrégats protéiques 

ou de débris cellulaire. En cas de perte d’homéostasie, ces cellules rentrent en autophagie 

afin d’éviter le mal fonctionnement de la cellule qui peut affecter le fonctionnement de tout 

le SNC. Il a été montré que ce mécanisme est également exploité pour combattre et limiter 

les infections virales. L’autophagie n’est pas seulement limitée à la lyse des protéines du soi, 

mais elle regroupe plusieurs autres mécanismes sélectifs d’autophagie, tels que la 

mitophagie, l’aggréphagie, la lipophagie, la virophagie etc, utilisés afin de cibler 
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spécifiquement des composants du non-soi. Au cours de l’autophagie sélective, le cargo est 

guidé à l’aide de l’interaction des récepteurs membranaires ayant le domaine LIR (pour « LC-

3 interacting region ») avec les protéines impliquées dans l’autophagie (par exemple, ATG 

(pour « Autophagy-related genes »). Certains virus, comme le VHS-1, exploitent les 

endosomes afin de se rendre à l’intérieur de la cellule hôte, à la suite de la fusion des 

glycoprotéines virales avec la membrane cellulaire. A l’aide de plusieurs protéines et de 

l’ATG, ces endosomes se fusionnent avec les lysosomes afin de dégrader le virus. Les 

protéines virales produites, issues de la dégradation, peuvent être couplées avec un des CMH 

et se rendent à la membrane des cellules pour participer à la réponse immunitaire (252).  

L’autophagie semble être une des voies principales impliquées dans la réponse 

antivirale neuronale contre l’infection au VHS-1. Contrairement aux cellules mitotiques, 

l’inhibition de l’autophagie chez les neurones isolés des souris déficientes en Atg5 a conduit 

à une augmentation significative des titres viraux (250). Une étude in vitro sur les neurones 

a montré que l’infection de ces cellules par le VHS-1 induit une augmentation du nombre de 

mitochondries en fission et la production de ROS, ce qui souligne que l’infection affecte 

directement le fonctionnement des mitochondries (253). Il a été suggéré que ce 

fonctionnement altéré des mitochondries crée un environnement favorable pour la production 

virale et que les neurones infectés essaient de limiter l’infection en utilisant la mitophagie 

afin d’éliminer ces mitochondries favorisant l’infection. De plus, une diminution d’ADN et 

de protéines dans les tissus cérébraux obtenus chez des patients atteints d’EH renforcent 

l’hypothèse de la mitophagie comme mécanisme de défense (254).    

4.2. La réponse des cellules gliales du SNC 
Les cellules gliales regroupent les cellules précurseurs d'oligodendrocytes, les 

oligodendrocytes, les astrocytes et les microglies. Le seul rôle attribué à ces cellules était le 

maintien physique de l’ensemble des neurones, tels que leur nom « glie » indique (de la colle, 

en grecque). Aujourd’hui, on sait que ces cellules sont des acteurs majeurs dans le maintien 

de l’homéostasie et de la défense du SNC. Grâce aux nouvelles méthodes de la génomique, 

on est actuellement capable de les faire exprimer des protéines fluorescentes pour pouvoir 

les visualiser, ou bien de les éliminer afin de mieux caractériser leur rôle (255). 
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4.2.1. Les cellules précurseurs d'oligodendrocytes 

Les cellules précurseurs d’oligodendrocytes, autrement dit, des glies NG2 (pour 

« Nerve/glial antigen 2 »), représentent une population neuronale distincte des 

oligodendrocytes. L’expression du NG2 qui est un peptidoglycan sur la membrane, permet 

de les différencier des autres glies. L’appellation de précurseur d’oligodendrocytes devient 

de moins en moins utilisée, car ces glies-NG2 ayant plusieurs différentes fonctions, sont 

également capable de se différencier en d’autres cellules du SNC, telles que des neurones ou 

des astrocytes (256). Elles se trouvent dans la substance blanche et grise du cerveau. Celles 

qu’on trouve dans la substance grise restent souvent dans un état indifférencié. À la suite de 

leur activation, elles migrent, se différentient et repeuplent les régions endommagées du 

cerveau. Cependant, le nombre élevé des glies NG2 indifférenciées dans la maladie de SP, a 

mis leur rôle de réservoir d’oligodendrocytes en question (257). Cette observation pourrait 

être expliquée par la présence de plusieurs cytokines/chimiokines dans le SNC, telles qu’IL-

1β et IL-6, souvent retrouvées durant les maladies neurodégénératives, qui inhibent la 

capacité des glies NG2 à se diviser et à se différencier (258). 

À l’heure actuelle, il est accepté que les glies NG2 réagissent contre les éléments 

perturbateurs de l’homéostasie du SNC. Cependant, leur rôle reste très peu exploré dans le 

contexte de la neuroinflammation, comparé à celui des astrocytes et des microglies. Dans le 

contexte des infections du SNC, certains changements morphologiques indiquant une 

hypertrophie, tels que le corps cellulaire et les prolongements élargis, souvent observés sur 

les autres glies, ont été rapportés pour ces glies NG2 dans un modèle de souris 

d’encéphalomyélite au virus murin Theiler’s (TMEV). De plus, un nombre plus important de 

glies NG2 exprimant Ki-67, une protéine nucléaire associée à la prolifération cellulaire, dans 

l’hippocampe des souris infectées au TMEV, a confirmé que ces glies réagissent contre 

l’infection du SNC (259).  

4.2.2. L’oligodendrocyte 

Les oligodendrocytes assurent la myélinisation d’une partie des axones de plusieurs 

neurones du SNC. Ils résultent d’un long et complexe processus de différenciation des 

oligodendrocytes progéniteurs. L’oligodendrocyte endommagé entraine la démyélinisation, 

qui altère le circuit électrique chez le neurone et cause des maladies neurodégénératives 
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démyélinisantes comme la sclérose en plaque (255, 260). Ce phénomène de démyélinisation 

a été observé dans la plupart des infections du SNC, incluant l’infection au VHS, qui cause 

souvent des paralysies (261). Plusieurs types d’herpèsvirus, tels que EBV, HHV-6 et aussi le 

VHS-1 ont été montrés comme l’agent responsable de ce phénomène qui cause la SP. Il a été 

montré que les oligodendrocytes de plusieurs patients atteints de SP exprimaient des 

antigènes du HHV-6 (262). Cela suggère que la démyélinisation pourrait être due à la mort 

de ces oligodendrocytes, qui serait provoquée par l’immunité dirigée contre les antigènes 

viraux exprimés par ces cellules. Chez la souris, il a été montré que les zones du SNC riches 

en oligodendrocytes, survivants de l’infection au virus murin d’hépatite (MHV pour 

« Murine hepatitis virus »), constituaient les zones les plus démyélinisées. Ces 

oligodendrocytes survivants avaient augmenté l’expression du CMH-I, ce qui favorise une 

réponse LT CD8+ cytotoxique (263). Une autre explication pour la démyélinisation souvent 

rencontrée dans les infections au HHV-6 est le mimétisme moléculaire causé par les sept 

chaines d’acide aminé identiques partagées entre U24 du HHV-6 et la MBP (pour « myelin 

basic protein »). Dans un autre modèle de SP, ces cellules ont acquis un phénotype 

phagocytaire, exprimé le CHM-II et participé à l’induction de la réponse LT CD4+ mémoire 

(264).  

L’oligodendrocyte est susceptible à l’infection au VHS-1 et présente un des facteurs 

majeurs qui détermine la prédisposition de développer l’EH. À la suite de leur infection, 

comme toutes les autres cellules, les oligodendrocytes ont altéré l’expression de plusieurs 

gènes impliqués dans la réponse inflammatoire. Les TLR-2 et -3 sont les seuls TLRs 

exprimés par les oligodendrocytes. La stimulation de ces TLRs active NF-κB, régule 

plusieurs fonctions des oligodentrocytes, incluant la production de cytokines/chimiokines, 

telles qu’IL-1β, IL-6, CCL2 (pour « chemokine (C-C motif) ligand 2 »), CCL3, etc., mais 

aussi de facteurs neurotrophiques comme le NGF (pour « Nerve growth factor ») (255, 264). 

Une étude a montré que les oligodendrocytes obtenus des différents individus répondaient de 

façon différente à l’infection au VHS-1 dans des conditions in vitro. Ces résultats soulignent 

l’importance des facteurs génétiques de l’hôte ayant un impact sur la réponse immunitaire 

intrinsèque de ces cellules contre le VHS-1, selon les auteurs (265). Il a été montré que les 

enfants souffrant d’une déficience autosomale récessive du gène codant la protéine UNC93B, 

située sur le réticulum endoplasmique (RE), étaient plus sensibles aux infections, tels que 
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mentionnés précédemment. L’absence de cette protéine perturbe le recyclage des TLR-3, -7 

et -9 du RE à l’endosome et inhibe la production d’IFN (213). Une équipe a étudié l’effet de 

l’infection sur différentes cellules obtenues de la différentiation des précurseurs neuronaux 

UNC93B-/-. Leur résultat a indiqué que les neurones et les oligodendrocytes étaient les deux 

populations cellulaires les plus vulnérables contre l’infection au VHS-1 et qu’ils produisaient 

plus de virus comparés aux astrocytes et aux microglies (247). À la lumière de tous ces 

résultats, on peut conclure que la réponse immunitaire de l’oligodendrocyte contre le VHS-

1 est un facteur qui pourrait déterminer la sévérité de l’infection.  

4.2.3. L’astrocyte 

L’astrocyte, originant de cellules neuronales progénitrices, est la population cellulaire 

la plus abondante du SNC et forme 50 % du volume total du cerveau humain. Ces cellules 

sont en contact avec les autres glies et les neurones, ainsi qu’avec des cellules périvasculaires, 

des fibroblastes méningés et des cellules immunitaires en périphérie. Il est estimé que 99% 

des vaisseaux cérébraux sont couverts de ces cellules, qui participent au maintien de la BHE. 

Les astrocytes captent du glucose du sang via leurs prolongements. À la suite de l’utilisation 

du glucose, ils produisent et libèrent du lactate, nécessaire pour la survie neuronale. Ainsi, 

ils participent au remodelage des synapses et assurent la plasticité cérébrale (266). 

L’élimination des synapses via la phagocytose par les astrocytes est sous contrôle de deux 

voies de signalisation qui sont MEGF10 (pour « Multiple EGF Like Domains 10 ») et 

MERTK (pour « MER Proto-Oncogene, Tyrosine Kinase ») (267). L’activité neuronale peut 

être également modulée par les astrocytes capables de changer la concentration de Ca2+ dans 

le SNC. De plus, ces glies jouent un rôle crucial dans le recyclage du glutamate. Ce 

neurotransmetteur libéré dans l’espace intersynaptique par les neurones est récupéré par 

l’astrocyte et converti en glutamine. Il a été montré que le dysfonctionnement des astrocytes 

peut causer un excès de glutamate, ce qui induit de l’excitotoxicité neuronale. Elles secrètent 

également du BDNF (pour « brain-derived neurotrophic factor ») et des cytokines anti-

inflammatoires, comme le TGF (pour « Tumor growth factor » -β, afin de maintenir le SNC 

en état homéostatique (268). 

Ces cellules exprimant les TLRs et les CTLR (pour « C-type lectin-like receptor »), 

détectent la présence du virus et s’activent. L’astrocyte réactif devient hypertrophique et 
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surexprime la GFAP (pour « glial fibrillary acid protein »). Les astrocytes, mis en culture et 

infectés par TMEV, augmentent significativement la production de TNF, IL-1β et aussi IFN-

I. L’infection des souris par le MHV a démontré que la production d’IFN-β était 

significativement plus importante comparée à celle d’IFN-α et que ce sont les microglies, et 

pas les neurones et les astrocytes, qui l’ont secrété (269). Une partie des astrocytes réactifs 

commencent à proliférer à la suite de la détection du danger, ce qu’on appelle l’astrogliose. 

Ce phénomène est souvent initié par des molécules, telles que l’IL-1β, IL-6 et TNF-α 

produites par les microglies réactives et se déroule au bord, et non au sein, de la région 

endommagée (270). Il a été montré que ces astrocytes en prolifération peuvent devenir des 

cellules multipotentes capables de se différencier aux autres cellules neurales et gliales, qui 

remplaceraient les cellules endommagées du SNC (271).  

Les astrocytes réactifs augmentent leur capacité phagocytaire et surexpriment des 

marqueurs de phagocytose, tels que le CD68. Dans un modèle d’ischémie cérébrale, la 

surexpression d’ABCA1 (pour « ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1 »), MEGF10 

et de GULP1 (« GULP PTB Domain Containing Engulfment Adaptor 1 »), nécessaires pour 

la phagocytose, a montré que ces cellules participaient directement à la clairance des cellules 

endommagées (272). Une autre étude a suggéré qu’en cas d’absence microgliale, les 

astrocytes sont responsables de compenser le manque d’activité phagocytaire nécessaire pour 

éliminer les cellules du SNC infectées par le virus Zika (ZIKV pour « Zika virus ») (273). À 

la suite de la phagocytose, ces cellules participent à la présentation d’antigène via CMH-I et 

II et modulent la réponse immunitaire adaptative (274). Ces cellules sont les producteurs 

majeurs du CXCL10, crucial pour le recrutement des LT, dans le parenchyme cérébral (275). 

Actuellement, les astrocytes réactifs sont considérés comme des cellules impliquées dans la 

coordination de la réponse lymphocytaire. 

Les astrocytes sécrètent une multitude de protéines, telles que des facteurs de 

croissance, des cytokines/chimiokines et des MMPs, qui augmentent la perméabilité de la 

BHE en lysant les protéines des JS (les occludines, les claudines, les JAM (« junctional 

adhesion molecules »), etc.), majoritairement exprimées par des cellules épithéliales et 

endothéliales (276). La production de MMP-9 par les astrocytes réactifs était observée au 

cours de l’infection par différents virus, comme le virus du Nil occidental (WNV pour 
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« West-Nile virus »)), le virus de l’encéphalite japonaise (JEV pour « Japanese encephalitis 

virus »)) ou bien le VIH-1. Il a été également montré que cet enzyme a diminué l’étanchéité 

de la BHE dans le SNC infecté. La MMP-9 peut avoir un effet inhibiteur sur les cellules 

productrices de médiateurs pro-inflammatoires. La déplétion du IFNAR spécifiquement chez 

l’astrocyte inhibe l’activation astrocytaire et diminue la production des médiateurs pro-

inflammatoires qui induit indirectement une baisse de production du MMP-9, ce qui permet 

de protéger la BHE (270). 

À la suite de l’infection in vitro des astrocytes par le VHS-1, ces derniers produisent 

de nouveaux virions, ce qui suggère une infection « permissive ». Contrairement à l’infection 

in vitro de ces cellules avec CMV, celle avec VHS-1 n’a induit aucune hausse dans les 

quantités de cytokines/chimiokines retrouvées dans le surnageant de culture, jusqu’à 48 h 

post infection (277). Ces résultats ont montré que les astrocytes, incapables de combattre 

l’infection, sont des cellules hôtes idéales pour le VHS-1. En plus de cela, il a été montré que 

l’astrocyte infecté semble favoriser l’infection des neurones via l’activation de l’expression 

GSK-3B (pour « Glycogen synthase kinase 3 beta ») chez les neurones, nécessaire pour 

l’adsorption du VHS-1. La liaison du VHS-1 sur les protéoglycans du SH de l’astrocyte 

conduit à l’augmentation de Ca2+ intracellulaire médié par IP3-dependant phospholipase C, 

qui induit le relargage de l’ATP extracellulaire. Les ATP libérées se lient sur le « P2 

receptor » (pour les récepteur P2 purinérgique) des neurones voisins et accélèrent 

l’augmentation de Ca2+ intracellulaire. Des concentrations élevées de Ca2+ dans les neurones 

activent l’expression de GSK-3B qui favorise l’entrée et le transport du virus vers le noyau 

(278). Une autre étude récente a montré la co-localisation du signal CXCL1 et GFAP, 

suggérant que les astrocytes dans le SNC des souris infectées par le VHS-1 produisent du 

CXCL1. La même équipe a démontré qu’IL-1 produit par la microglie est primordial pour 

l’activation des astrocytes qui, à la suite de leur activation, produisent du CXCL1 impliqué 

dans le recrutement des neutrophiles aggravant la réponse inflammatoire dans l’EH (279). 

D’après tous ces résultats, la réponse astrocytaire peut alors avoir un impact négatif dans le 

contrôle de l’infection et de l’inflammation (Figure-13).  

 

 



64 
 

 

Figure-13 : La CXCL1 dérivée d'astrocytes et de neurones entraîne la transmigration 

des neutrophiles et perturbe la perméabilité de la BHE dans l’EH. 

Adapté de (279) : La CXCL1 est produite par les astrocytes en réponse au VHS-1 et 

par les astrocytes et les neurones en réponse à l'IL-1α. Ce dernier semble être le ligand 

critique requis pour la migration transendothéliale des neutrophiles, qui est en corrélation 

avec la dégradation de la BHE. Ainsi, l'axe CXCL1-CXCR2 représente une cible 

thérapeutique de choix  pour limiter la morbidité médiée par les neutrophiles dans l’EH.  
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4.2.4. La microglie  

4.2.4.1. L’origine de la microglie 

La première observation des microglies a été fait par Franz Nissl à la fin du dix-

neuvième siècle. Franz Nissl a rapporté que ces cellules étaient capables de migrer, se diviser 

et phagocyter. Plus tard, Santiago Ramon y Cajal a renommé ces cellules ‘’Le troisième 

élément du SNC’’, afin de les distinguer des neurones et des neuroglies, le terme utilisé pour 

la première fois en 1856 par Virchow pour regrouper les macroglies ; les oligodendrocytes 

et les astrocytes. Il a aussi mentionné qu’elles sont potentiellement issues du mésoderme. 

L’étudiant de Santiago Ramon y Cajal, del Rio-Hortega, a décrit la morphologie et les 

fonctions de toutes les cellules faisant partie du ‘’troisième élément‘’ et a élaboré ce terme.  

De plus, il a utilisé le mot “microglie” pour décrire cette cellule qui diffère des 

neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes qui eux sont formés à partir des progéniteurs 

neuronaux d’origine neuroectodermale (280, 281). En parallèle à la théorie de del Rio-

Hortega, plusieurs équipes ont montré que les anticorps considérés spécifiques aux 

macrophages, tels que F4/80, étaient ainsi capables de marquer ces microglies. Toutes ces 

observations ont permis de suggérer que les microglies provenaient de la même origine 

mésodermale que les monocytes/macrophages (282, 283). Finalement, l’absence des 

microglies chez la souris déficiente du facteur de transcription PU.1, primordial pour la 

différenciation des cellules progénitrices myéloïdes en monocytes/macrophages, a confirmé 

l’origine commune des microglies avec ces cellules (284). 

Il a été montré que des cellules morphologiquement similaires aux macrophages 

extravasaient vers le parenchyme cérébral à la seizième journée embryonnaire, avant 

l’hématopoïèse, et colonisaient tout le cerveau sous forme ramifiée. Chez l’Homme, les 

cellules avec une morphologie similaire à celles des microglies, que nous appelons 

« microglia-like », ont été détectées dès l’âge gestationnel de trois semaines. Ces cellules ont 

atteint le stade de maturation vers la trente-cinquième semaine (285). Contrairement à del 

Rio-Hortega qui pensait que c’étaient les cellules mononucléées qui se différenciaient en 

microglies, plusieurs études ont suggéré que les cellules progénitrices myéloïdes dérivées des 

cellules souches hématopoïétiques (CSH) ne contribuaient pas à la génération des microglies 

et que les microglies n’étaient générées que par des précurseurs embryonnaires 
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hématopoïétiques (281). Les progéniteurs érythromyéloïdes (PEM) c-Kit+ (« Receptor 

tyrosine kinase ») / CD45+/ CSF1R+ (« Colony-stimulating factor-1 receptor ») / CX3CR1–/ 

F4/80– sont générés par de l’endothélium hémogénique extraembryonnaire Tie2+ 

(« Angiopoietin-1 receptor ») situé dans les îlots sanguins du sac vitellin. Ces derniers 

quittent le sac vitellin, colonisent le foie fœtal et se différencient en plusieurs types de 

macrophages immatures dont des macrophages vitellins et qui ensuite rentrent dans le 

neuroectoderme pour donner naissance aux microglies. Jusqu’à ces dernières années, il était 

généralement accepté que seulement les PEMs qui se rendent au neuroectoderme, étaient 

capables de donner naissance aux microglies (286). Cependant, des études récentes ont 

suggéré que CSHs exprimant l’Hoxb8 (pour « Homeobox B8 »), un facteur de transcription 

responsable de la différenciation des cellules progénitrices myéloïdes, peuvent également se 

différencier en microglies. Il a été montré que ces cellules amplifiées en grand nombre 

quittent le foie fœtal et infiltrent le cerveau à la J12.5 embryonnaire murine (287, 288). Tous 

ces résultats suggèrent que l’hypothèse sur les microglies dérivées des cellules 

hématopoïétiques infiltrant le SNC, émise par del Rio-Hortega pourrait expliquer l’origine 

d’une partie de la population microgliale (Figure-14). 

La différentiation microgliale et la colonisation du SNC par ces cellules semblent être 

dépendantes du CSF1R et de ses ligands Csf1 (aussi connue sous le nom M-CSF) et IL-34 

(289-291). Les molécules inhibitrices de CSF1R récemment développées, telles que 

PLX3397, PLX5622, PLX647, ont permis de mieux étudier le rôle des microglies, en les 

déplétant sans affecter le nombre de monocytes/macrophages (286). Leur développement 

nécessite la présence du TGF-β (292). Dans un cerveau en homéostasie, une partie des 

microglies prolifèrent lorsque les autres subissent la mort cellulaire via l’apoptose. 

Différentes durées de vie, 96 jours à 29 mois, ont été rapportées. Leurs vies relativement 

longues montrent que les microglies sont des cellules résistantes. Il a été montré que 2% de 

la population microgliale, exprimant Ki-67, reste en prolifération en tout temps pour assurer 

un nombre de microglies fonctionnelles (293, 294).  
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Figure-14 : Origine et développement de la microglie 

Adapté de (295) : La microglie est ontologiquement distincte des 

monocytes/macrophages dérivés de la moelle osseuse, qui se trouvent dans les tissus 

périphériques. La microglie est dérivée de macrophages primitifs qui émanent du sac vitellin 

embryonnaire au cours du développement (avant le jour embryonnaire (E) 8.5, E8.5) et 

pénètrent le rudiment cérébral via le système circulatoire. Ces progéniteurs entourent le 

neuro-épithélium du cerveau en développement autour de E9.5. Au E10.5, ils pénètrent le 

neuro-épithélium et commencent à coloniser le parenchyme du SNC. La microglie au stade 
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précoce du développement a une morphologie amiboïde. Elle devient complètement ramifiée 

dans tout le cerveau au J28 postnatal. Le développement et la survie de la microglie 

dépendent de plusieurs facteurs, notamment du facteur de transcription PU.1 ainsi que de 

CSF1R. 

4.2.4.2. L’hétérogénéité régionale de la population microgliale  

Le SNC accueille une grande diversité de neurones et de glies. Ces cellules 

représentent une grande population hétérogène, avec des différences de morphologie, de 

nombre, de fonction, etc. L’étude de la signature transcriptomique de ces cellules à l’aide des 

techniques, comme le séquençage de l’ARN de cellule unique (scRNA-seq), a permis de 

révéler une multitude de sous-types cellulaires au sein d’une même famille cellulaire (296). 

Différents types de neurones dans plusieurs différentes régions continuent à être identifiés à 

l’aide de cette technologie (297, 298). Contrairement aux neurones, aux astrocytes et aux 

oligodendrocytes, les microglies n’étaient pas le centre de l’attention de ces études de 

caractérisation des différents sous-types cellulaires dans le SNC. Les études récentes 

montrant l’implication de ces cellules dans la majorité des maladies du SNC ont permis 

d’accélérer la recherche sur la découverte des différents phénotypes microgliaux situés dans 

différents domaines du SNC. Il a été montré qu’on peut même trouver des microglies ayant 

différentes fonctions dans la même région anatomique (293, 299).  

Le nombre des glies varie en fonction de la région du SNC (72% du cortex cérébral 

vs 19% du cervelet est composé de glies). Cette différence souligne l’importance de la 

proportion de glies, dont les microglies, qu’on trouve dans différentes régions du SNC (300).  

Il a été montré que le cervelet et la ME contiennent moins de microglies que le cortex 

cérébral. En plus du nombre, ces microglies du cervelet présentent une morphologie 

différente avec moins de ramifications que celles dans d’autres régions (301). Les microglies 

du cervelet régénèrent moins rapides que celles se trouvant dans le cortex et expriment moins 

de CD68 et CMH-II (302, 303).  

L’environnement physique et neurochimique, la perméabilité de la BHE, la présence 

de différents nombres de cellules et leur hétérogénéité, etc. peuvent avoir un impact sur le 

transcriptome microglial. Ces cellules ont différentes signatures transcriptomiques 

dépendamment de la région où elles se trouvent. Chez l’homme, les microglies du thalamus 
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expriment CD45, CD68, CX3CR1, CD11c, CD68, etc. de façon significativement plus 

élevée que ceux qui se trouvent dans le cervelet ou dans une autre région du SNC (304). Une 

étude a montré que les niveaux d’expression des gènes impliqués dans la réponse immunitaire 

tels que Clec4e (pour « C-Type Lectin Domain Family 4 Member E »), CD209a, Oasl1 (pour 

« 2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 1 »), Ifitm3 (« Interferon Induced 

Transmembrane Protein 3 »), H2-D1 (« Histocompatibility 2, D region locus 1 »), etc. 

étaient plus élevés chez les microglies du cervelet et de l’hippocampe que ceux du cortex. 

Une des raisons potentielles de cette différence serait que la souris aurait besoin d’une 

microglie en alerte et plus immunogène qui serait capable d’éviter la réactivation des 

rétrovirus intégrant leur génome majoritairement dans le cervelet et l’hippocampe. Il faut 

savoir qu’environ 10 % du génome de la souris représente des séquences de rétrovirus 

résultant des anciennes infections. Ces rétrovirus ont réussi à  coloniser la lignée germinale 

murine, et devenir un provirus survivant en tant qu’une séquence génomique  suite à des 

pressions de sélection (305). D’après la même étude, plus les souris étaient âgées, moins la 

population microgliale était hétérogène. Ils ont constaté que les microglies du cervelet 

acquièrent un phénotype similaire à celui des microglies situées dans le striatum et le cortex, 

en augmentant l’expression des gènes impliqués dans les voies bioénergétiques, telles que 

Siglec5 ( pour « Sialic Acid Binding Ig Like Lectin 5 »), CD33 et CD172a (306). La perte 

d’hétérogénéité peut causer des pertes de fonction microgliale qui peut potentiellement 

accélérer les maladies neurodégénératives. De plus, ce phénomène d’hétérogénéité mène aux 

différentes réponses immunitaires dans différentes régions du SNC, qui peut également 

rendre une région plus ou moins vulnérable aux infections. 

4.2.4.3. L’effet du sexe sur la microglie 

Un chromosome X de plus avec plus de gènes impliqués dans l’immunité, des 

différences épigénétiques et hormonales font que le sexe a un impact majeur sur la réponse 

immunitaire, dont celle des microglies (307). L’étude transcriptomique sur les microglies 

isolées des deux sexes a démontré que ces cellules ont des signatures transcriptomiques 

spécifiques dépendantes du sexe, et qu’elles gardent la signature-sexe-spécifique même dans 

un cerveau du sexe opposé où elles sont transplantées (308).  
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Une des premières différences identifiées entre les deux sexes est le nombre de 

microglies, qui est plus élevé chez les souris males (309). À l’heure actuelle, il est connu que 

le nombre microglial varie en fonction du sexe, surtout dans le cortex, l’amygdale, 

l’hippocampe, et la région préoptique (308). En plus de la densité microgliale, les fonctions 

de ces cellules varient aussi. La différence dans l’expression des gènes et l’exposition aux 

différentes hormones sexuées affectent le fonctionnement des microglies. L’expression 

élevée du CMH-I/II chez la microglie mâle suggère que ces cellules possèdent une capacité 

plus élevée de présentation d’antigènes que celles des femelles (309). Les microglies mâles 

migrent également plus vite au site de lésion (310). Toutefois, la microglie femelle a une 

activité phagocytaire plus importante, comparée à celle de la microglie mâle (311). Les 

microglies femelles expriment plus de gènes impliqués dans la réponse anti-inflammatoire, 

comme Fxyd1 (pour « FXYD Domain Containing Ion Transport Regulator 1 »), Aqp1 

(« Aquaporin 1 ») et Shank3 (« SH3 And Multiple Ankyrin Repeat Domains 3 »). Au 

contraire, les microglies mâles expriment plus de gènes pro-inflammatoires, tels que S100a9 

(« S100 calcium-binding protein A9 »), CXCL2 et NF-κB. Ces résultats suggèrent que la 

réaction inflammatoire d’une microglie mâle peut rendre les mâles plus susceptibles à 

certaines maladies du SNC (308).   

4.2.5. La fonction microgliale 

4.2.5.1. La microglie en état physiologique  

Les microglies ont des fonctions essentielles dans le SNC en homéostasie. Cet état 

d’homéostasie, aussi appelé « surveillant » est dépendant de la présence de TGF-1β. Le 

consortium Immunological Genome Project (ImmGen) a identifié Siglech (pour « Sialic 

acid-binding immunoglobulin-type lectin ») et CX3CR1, comme des marqueurs spécifiques 

aux microglies surveillantes (312). L’Olfml3 (pour « Olfactomedin-like protein 3 »), 

Tmem119 (pour « Transmembrane protein 119 »), et Siglech étaient rapportés comme des 

gènes exprimés spécifiquement par ces cellules (313). Une autre étude a trouvé que 

Tmem119, Fcrls (pour « Fc receptor-like molecule »), P2ry12 (pour « Chemoreceptor for 

adenosine diphosphate »), P2ry13, Gpr34 (pour « G Protein-Coupled Receptor 34 »), Gpr84, 

et IL-1α étaient significativement surexprimés chez les microglies surveillantes (314, 315).  
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Pendant longtemps, le seul rôle attribué à ces cellules était la surveillance immunitaire 

en cas de danger. Des études d’imagerie intravitale chez la souris ont révélé que les 

microglies étaient mobiles dans le cerveau homéostatique et qu’elles changeaient de 

morphologie sans avoir besoin d’un stimulus externe (316). De plus, ces cellules augmentent 

leur motilité, simultanément à l’activité synaptique (317). Le traitement avec des agents 

bloquant la polymérisation d’actine comme la trunculine B a empêché le déplacement de de 

ces cellules. Leurs prolongements sont riches en GTPases de la famille Rho, un des éléments 

clés de la régulation des fibres d’actine. La sous-expression du Rac, une des GTPases, inhibe 

aussi leur mouvement (316, 318).  

Ces cellules restent toujours en contact avec les neurones via l’axe 

CX3CR1/CX3CL1 (fractalkine), essentiel pour la communication du neurone avec la 

microglie (319). La molécule du CX3CL1, exprimée par diverses cellules, se trouve sur les 

membranes des neurones. Elle se trouve aussi sous forme soluble à la suite de son clivage 

par MMP3, ADAM10 (pour « ADAM Metallopeptidase Domain 10 »), ADAM17, etc. 

Comme CX3CL1, plusieurs autres molécules se liant au CX3CR1 sur les microglies, telles 

que CD42 et CD200, protègent l’environnement homéostatique du SNC en inhibant 

l’activation de ces cellules. La phosphorylation du domaine appelé « Immunoreceptor 

tyrosine-based inhibitory motif » (ITIM) de ce récepteur inhibe des voies de signalisation 

impliquées dans la réponse immunitaire. Une diminution de CX3CL1 a été observée en 

présence des microglies réactives. Plusieurs études ont rapporté des anomalies du remodelage 

synaptique et une diminution du nombre et de l’activité phagocytaire de la microglie en cas 

de la perturbation de l’axe CX3CR1/CX3CL1 au SNC (320). Les microglies secrètent 

également plusieurs facteurs neurotrophiques. Une étude in vivo sur la souris déplétée en 

BDNF chez les microglies a montré que ce facteur, qui active la signalisation du TrkB (pour 

« tropomyosin-related kinase receptor »), est indispensable pour la plasticité structurale 

synaptique (321, 322). 

Les microglies sont les principaux phagocytes du SNC. En homéostasie, ces cellules 

utilisent leur capacité de phagocytose afin d’assurer la plasticité cérébrale. L’identification 

des éléments pré- et post-synaptiques, retrouvés dans les lysosomes des microglies, à l’aide 

de la microscopie électronique a montré que ces cellules participaient au phénomène de 
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remodelage synaptique, aussi appelée « l’élagage synaptique » (en anglais « synaptic 

pruning ») (323). Il a été montré que les microglies utilisent les voies du complément pour 

éliminer les synapses via l’opsonisation. Les microglies expriment le CR3 (pour 

« complement receptor 3 ») composé de deux chaines d’intégrine : CD11b (itgax) et CD18 

(itgb2). Les microglies engloutissent et opsonisent les éléments présynaptiques induits par le 

C3b, un sous-produit du clivage de C3, via le récepteur CR3 (324). La perturbation de la 

signalisation C3/CR3 a également causé des problèmes de connexion neuronale lors du 

remodelage des synapses rétino-géniculées chez la souris (325). Durant le développement du 

cerveau dans la phase embryonnaire, les cellules précurseurs neurales prolifèrent 

excessivement et se différencient en neurones post-mitotiques. Les neurones post-mitotiques 

non fonctionnels activent l’apoptose, mort cellulaire programmée, pour se faire éliminer, afin 

de raffiner les réseaux neuronaux du cerveau en cours de développement. Il a été montré que 

la C1q, molécule clé du système du complément, joue un rôle majeur dans la phagocytose 

des neurones apoptotiques (326, 327).  

La fonction de phagocytose des microglies est impliquée dans le contrôle de la 

myélinisation des axones. Les oligodendrocytes myélinisent les axones et contrôlent la 

vélocité de l’influx nerveux. Une grande majorité de la myéline autour des neurites, 

prolongements du corps cellulaire d'un neurone, est éliminée durant le développement du 

SNC. Cependant, les mécanismes n’étaient pas bien connus jusqu’à ce qu’une étude montre 

que les microglies participent au remodelage de la myéline, en la phagocytant sans que cela 

ait un impact sur les oligodendrocytes. L’augmentation significative du nombre des axones 

myélinisés en l’absence microgliale a confirmé leur hypothèse (328).  

Un des éléments majeurs qui induit l’activation et la migration des microglies d’un site à un 

autre est l’ATP extracellulaire. Les astrocytes produisent et secrètent de l’ATP après avoir 

métabolisé le glutamate que les neurones libèrent dans la fente synaptique (329). Plusieurs 

études ont montré l’importance des voies de signalisation purinergique en étant responsables 

de la régulation des mouvements de base des microglies (319). Le traitement des tissus 

cérébraux avec l’apyrase, l’enzyme capable de dégrader l’ATP/ADP (pour « Adénosine 

diphosphate »), a causé une perte de motilité chez les microglies (330). Contrairement à ce 

dernier, la déplétion in vivo du P2RY12 a montré que ce récepteur n’a aucun impact sur la 
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surveillance basale microgliale, mais qu’un autre récepteur purinérgique pourrait être 

impliqué dans la régulation des mouvements de la microglie en état basal (331). Une autre 

étude a rapporté le raccourcissement des prolongements microgliaux de l’hippocampe, en 

l’absence de CD39 qui est une ectonucléotidase métabolisant les nucléotides (332).  

En plus des nucléotides extracellulaires, le glutamate a été suggéré comme un des 

éléments capables d’altérer l’état d’activation microgliale. Les astrocytes récupèrent le 

glutamate secrété par les neurones afin d’éviter l’excitotoxicité. Il a été spéculé qu’en plus 

des astrocytes, les microglies peuvent aussi participer à la clairance du glutamate secrété par 

les neurones. Les microglies situées dans la région CA1 de l’hippocampe allongent leurs 

prolongements suite à leur activation par le glutamate (333).  

Tous les neurones du cerveau ne fonctionnent pas simultanément pour la même tâche, ce qui 

fait que le besoin énergétique de chacune des régions cérébrales n’est pas le même pour à un 

temps précis. L’apport des différentes quantités de glucose et d’oxygène dans différentes 

régions du cerveau est régulé par UNV. Cette dernière est capable de se dilater 

(vasodilatation) ou se contracter (vasoconstriction) suite à la détection du changement de 

l’activité neuronale à l’aide des astrocytes qui secrètent des médiateurs altérant la contraction 

des cellules musculaires lisses. Plusieurs études menées sur les neurones, astrocytes et 

péricytes ont montré que le dysfonctionnement de ces cellules durant les pathologies 

neurodégénératives conduit à une UNV non fonctionnelle ce qui cause des problèmes de flux 

sanguin. Cependant, l’impact de la microglie ayant moins de contact avec la vasculature a 

été longtemps négligé. Une étude récente in vivo a pu montrer que, contrairement à ce qui 

était pensé, les microglies établissent un contact dynamique avec des cellules endothéliales 

et musculaires aux différents niveaux de la vascularité cérébrale via P2Y12R, suite au 

relargage d’ADP par les cellules formant l’UNV. Ils ont montré qu’en l’absence de microglie, 

la dilatation vasculaire nécessaire pour équilibrer le niveau sanguin était moins importante 

dans le cerveau en hypercapnie. En plus de la vascularité, les microglies forment une barrière 

physique protectrice autour du SNC. Similaires aux astrocytes, les microglies font partie de 

la membrane limitante gliale, qui se trouve entre le cortex et la pie-mère (334, 335).  
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4.2.5.2. La microglie au cours d’une infection virale 

Les infections virales du SNC sont trois fois plus fréquentes que celles des bactéries, 

avec une incidence de 20 à 30/100 000 cas/an. Bien que ces infections soient majoritairement 

bénignes, elles peuvent toutefois causer de la mortalité et altérer la fonction normale du SNC 

à long terme. Malgré les barrières multicouches, plusieurs familles de virus, telles que les 

rétrovirus, le VIH, les entérovirus, les arbovirus, les poliovirus et les herpèsvirus arrivent à 

pénétrer le SNC (336, 337). Les virus peuvent infecter le SNC, en utilisant les nerfs du SNP, 

ou bien en perturbant la BHE. Le VVZ infecte les neurones pseudo-unipolaires du SNP, qu’il 

utilise pour être transporté vers la ME via le transport axonal antérograde. Le poliovirus situé 

dans la moelle épinière, se fait transporter par les motoneurones jusqu’aux plaques motrices. 

À la suite de sa libération dans la fente synaptique, le poliovirus infecte le muscle. Le VHS-

1 infecte des neurones sensoriels de l’épithélium olfactif nasal et par la suite est transporté 

vers le cerveau via le transport antérograde. Les virus comme WNV ou le virus de l'hépatite 

C (VHC) infectent directement les cellules endothéliales de la BHE et envahissent le cerveau 

via la barrière compromise. D’autres, comme le VIH-1, peuvent même exploiter les 

monocytes, comme un cheval de Troie, afin d’infiltrer le SNC (336, 338).  

À la suite de la détection des PAMPs par les PRR, les microglies répondent à 

l’infection en produisant des cytokines/chimiokines comme IL-1β, IL-6, IFN-β, IFN-γ, TNF-

α, CCL2, CCL5, etc. (339-341). En plus de la production de ces dernières, les microglies sont 

mobiles et migrent vers les sites d’infection en phagocytant les cellules infectées (273, 342). 

Le relargage d’ATP par les cellules infectées du SNC sert à recruter les microglies au site 

d’infection. L’expression de P2RY12 semble être cruciale dans le recrutement de microglies 

impliquées dans la clairance virale, en phagocytant des cellules infectées avec le PRV (343). 

En plus de son implication dans le recrutement, P2RY12 active la production d’IL-1β via la 

formation de l’inflammasome et NF-κB, qui est impliqué dans la réponse antivirale (344). 

L’expression de P2RY12 diminue suite à la stimulation du TLR-3 microglial, contrairement 

à celle de P2RY13. Cela permet d’émettre l’hypothèse que P2RY13 régule la réponse 

inflammatoire microgliale, et que P2RY12 est plutôt impliqué dans le recrutement des 

microglies dans la phase précoce de l’infection (345) (Figure-15).  
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Bien que les microglies soient moins susceptibles aux infections, certains virus 

comme WNV, JEV, VIH et ZIKV peuvent les infecter (346). Les virus utilisent différents 

récepteurs incluant ceux purinérgiques, afin de s’attacher aux microglies et les infecter. Dans 

le cas du VIH-1, il a été montré que l’inhibition pharmacologiques de P2X1 inhibe l’infection 

des macrophages, ce qui suggère qu’il est également possible que ce récepteur soit impliqué 

dans l’infection microgliale (347). Le VIH-1 utilise ainsi le CD4 et des corécepteurs, tels que 

CCR3, CCR5 et CXCR4, exprimés par la microglie, afin de l’infecter (337, 348-350). 

L’infection microgliale peut ainsi activer des mécanismes impliqués dans la mort cellulaire 

(351). Cependant, tous les virus ne causent pas la mort des microglies, ce qui est le cas pour 

le HCMV (352). Une fois à l’intérieur, le virus libère son génome, qui est détecté par 

différentes molécules, telles que MDA5, RIG-I ou cGAS-STING, permettent aux cellules 

d’initier la réponse inflammatoire (353). Par exemple, les microglies durant l’infection avec 

WNV produisent des quantités importantes d’IL-6, TNF-α, CXCL10, CCL2, etc., via 

l’activation de la voie de signalisation dépendante de MAPK (354).  

La réponse inflammatoire microgliale dans les infections virales peut entrainer la 

neurotoxicité. La voie de signalisation du TNF-α chez la microglie mène au relargage du 

glutamate, qui cause la mort des neurones dans un modèle d’encéphalite au JEV (355). Les 

approches de déplétion des microglies à l’aide d’un traitement pharmacologique inhibant les 

récepteurs essentiels à leur survie, ou bien à l’aide de souris transgéniques, ont permis 

d’évaluer l’impact des microglies dans le contexte d’une infection virale. Par exemple, la 

souris déplétée d’IL-34 a démontré une plus grande susceptibilité à l’infection d’une souche 

de WNV atténuée (290). La déplétion des microglies chez une souris atteinte d’une 

encéphalite au MHV, a démontré leur importance dans l’élimination des débris de myéline, 

ainsi que dans la réparation de la gaine de myéline (356). L’absence microgliale peut parfois 

ne pas avoir d’effet sur la survie ni la charge virale, ce qui a été observé chez la souris K18-

hACE2 infectée par le SRAS-CoV-2 (pour « Severe acute respiratory syndrome coronavirus 

2 ») (357). Contrairement à ces dernières, il existe des études rapportant des effets néfastes 

des microglies, sur le long terme. Différentes souris transgéniques déplétées d’IL-34 ou de 

molécules de cascade de complément telles, que C3 et C3ar1 avaient moins de perte 

synaptique due à l’infection au WNV (358). Les microglies semblent accélérer l’apoptose 
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neuronale suite à leur activation via les cytokines produites par les LT, telles que l’IFN-γ 

(346, 359). 

Les microglies ont besoin de l’aide des autres cellules immunitaires pour combattre 

les infections du SNC. Elles utilisent les chimiokines afin de les recruter de la périphérie. 

 

Figure-15 : L’implication de la microglie suite à l'infection virale du SNC. 
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Adapté de (346): La microglie participe à l'orchestration des réponses innées et 

adaptatives pour protéger l'hôte. Les cellules endommagées du SNC sécrètent des nucléotides 

que la microglie détecte via les récepteurs purinérgiques, induisant ultérieurement leur 

migration vers les cellules endommagées. La détection des DAMPs conduit à l'activation 

microgliale, ce qui améliore la capacité de ces microglies à détecter les PAMPs viraux. Les 

microglies réactives produisent des cytokines/chimiokines impliquées dans le recrutement 

des cellules immunitaires de la périphérie. L'interaction avec les cellules infectées permet à 

la microglie d’activer plusieurs mécanismes antiviraux et aussi d'acquérir des antigènes pour 

les présenter aux LTs infiltrants. La présentation d’antigène par la microglie est essentielle 

pour les réponses des LT dans le SNC et la protection de l'hôte.  

Les LT secrétant IFN-γ, nécessaire pour inhiber l’infection au HCMV, sont recrutés 

à l’aide de CXCL10 produit par les microglies humaines (360, 361). De plus, l’interaction 

des microglies CD40+ CD86+ exprimant CMH-I/II, avec les LT infiltrants, reste primordiale 

pour l’activation des LT CD4+ et CD8+ (346, 362). Il a été montré que la déplétion microgliale 

augmente le nombre de LT infiltrants, mais diminue la production d’IFN-γ par les LT CD4+ 

au cours de l’infection par le MHV (363). Dans un modèle d’encéphalite au VSV, il a été 

montré que les microglies internalisent les antigènes des neurones infectés et les présentent 

aux LTs CD8+ afin d’induire la réponse antivirale (362). 

4.2.5.2.1. La microglie au cours des infections aux VHS et de l’EH 

Dans les années 90, l’intérêt croissant pour les microglies, les cellules immunitaires 

résidentes du SNC, a également influencé le domaine de l’EH et a positionné cette cellule au 

centre d’attention de la recherche sur la réponse immunitaire au cours de l’EH. De nos jours, 

il existe plusieurs centaines d’études autour de ce thème.  

La détection des protéines virales du VHS-1 chez la microglie, comme l’ICP4, 

suggère que ces cellules sont infectées dans les conditions in vitro. Toutefois, les microglies 

sont considérées non permissives à l’infection par le VHS-1. À la suite de son infection in 

vitro, cette cellule génère un nombre limité de virions, qui par la suite deviennent 

indétectables (364, 365). Il a été suggéré que l’internalisation accrue du glutamate que les 

cellules du SNC libèrent par les microglies exprimant GLT-1 (pour « Glutamate transporter 

1 »), activent la synthèse du glutathion, qui potentiellement permet à ces cellules de devenir 
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non permissives, autrement dit résistantes à l’infection au VHS-1 (366). Malgré plusieurs 

études montrant la co-localisation in vivo de ce virus avec les microglies, il n’est toujours pas 

clair si les microglies sont infectées, ou bien phagocytent les autres cellules infectées du SNC.  

Le TLR-2 extracellulaire, agissant en synergie avec le TLR-9, semble être 

responsable d’assurer le premier contact des microglies avec les protéines de la capside de 

VHS-1 (367). Les microglies humaines produisent TNF-α, IL-1β, CCL5 et CXCL10 

lorsqu’elles sont infectées par le VHS-1. Les microglies déficientes en TLR-2, isolées de 

souris TLR-2-/-, ne sont pas capables de secréter les cytokines/chimokines incluant TNF-α, 

IL-6, IL-12, CCL2, CXCL9, et CXCL10, au cours de l’infection in vitro avec VHS-1 (365, 

368). Une fois le VHS-1 se trouvant à l’intérieur de la cellule, ses composants sont détectés 

par d’autres PRRs. La détection des ARNdb viraux par le TLR-3, situé dans l’endosome, est 

cruciale pour la production des IFN-I (214, 247). La production d’IFN-β TRIF-dépendante 

par la microglie évoque la possibilité d’une activation microgliale via TLR-3 dans l’EH 

(369). Une étude récente a démontré que les astrocytes surexpriment TLR-3 suite à leur 

exposition aux IFN-I produites par les microglies (229). Cependant, le rôle exact de TLR-3 

dans la réponse microgliale dans l’EH n’est toujours pas connu.   

L’exposition des cellules au VHS-1 stimule la production d’IFN et aussi les ISGs, 

majoritairement via l’activation d’IRF-3 (370). La microglie détectant l’ADN viral à l’aide 

de cGAS semble produire des IFNs, dans le modèle murin d’EH (229). Au contraire, 

Lokensgard et ses collègues ont démontré que les microglies humaines infectées avec le 

VHS-1 in vitro n’ont pas augmenté la production d’IFN-α ou d’IFN-β (365). De plus, la 

déplétion de cGAS stimulant la production d’IFN-β via IRF-3 n’a pas altéré la réponse 

antivirale des microglies humaines (371). Une étude récente chez la souris et les tissus 

humains post-mortem a révélé que la production d’IFNs est assurée uniquement par les 

microglies situées dans les régions modérément infectées du SNC, via la voie cGAS–STING. 

Les microglies situées au cœur des foyers infectieux, qui ne sont plus capables de produire 

assez d’IFNs, activent l’apoptose à l’aide de cGas. D’après la même étude, le choix de la 

voie à activer par ce senseur d’ADN dépend de la concentration virale (372). Le rôle des 

autres senseurs d’ADN exprimés par les microglies, comme le RIG-I, MDA5 et l’IFI16, reste 

à étudier dans le contexte de l’EH. 
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Figure-16 : Le cGAS déclenche la réponse antivirale induite par l'IFN-I, mais est 

également impliqué dans l’activation de l’apoptose chez les cellules immunitaires 

infiltrantes. 

Adapté de (372) : Le modèle illustre comment la microglie détecte le VHS-1, soit lors 

de son infection, soit lors de la phagocytose des cellules infectées par le virus. Lorsque la 

charge virale locale est faible, la microglie exprime principalement l'IFN-I, qui a une activité 

antivirale. Cependant, lorsque la charge virale est relativement élevée, la signalisation 

cGAS/STING change pour favoriser l'apoptose en induisant l'expression de l'ARNm de 

Puma, la libération de cytochrome c par les mitochondries et le clivage de la caspase-3. Cela 

réduit la réponse IFN-I et limite potentiellement l'immunopathologie. 

L’IL-6 produit spécifiquement par les microglies inhibe la différenciation des cellules 

souches nerveuses et augmente leur survie via l’activation de STAT3, sans avoir d’effet sur 

la réplication virale (373). La microglie a été aussi identifiée comme la principale source 

d’IL-1β au cours de l’EH chez la souris (374). Les inflammasomes, surtout ceux qui sont 
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dépendants d’ASC, permettent aux microglies de produire l’IL-1β et IL-18 au cours 

de l’infection. La déplétion d’ASC, une molécule adaptatrice liant les structures NALPs 

(pour « NACHT, LRR and pyrin domains containing protease ») et les domaines PYD et 

CARD de pro-caspase-1, a perturbé la production de ces deux cytokines pro-inflammatoires 

et a amélioré la survie, ce qui souligne le rôle à double tranchant de la microglie dans l’EH 

(375). Le NO, majoritairement secrété par les microglies, inhibe la réplication du VHS-1 

chez les neurones, mais cause aussi un stress oxydatif (376). De plus, l’activation de la voie 

Fas/FasL chez ces cellules résistantes à l’apoptose induit la surproduction de NO, qui conduit 

à la mort neuronale (377).  

L’infection des microglies avec le VHS-1 induit également la production de ROS de 

manière dépendant de TLR-2. La production intracellulaire de ROS dépend de l’activité de 

TRAF-3 et TRAF-6 S-glutathionylisées et active les voies de NF-κB et IRF-3 (378). 

L’oxydase NADPH (pour « nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ») induit la 

production de ROS activant les MAPKs, ce qui permet aux microglies murines infectées avec 

le VHS-1 de produire du TNF-α, IL-1β, CCL2 et CXCL10 (379, 380). Les ROS semblent 

ainsi jouer un rôle dans la production des MMPs par les microglies. Le NF-ĸB activé par les 

ROS produit par NADPH oxydase se lie au promoteur du gène de MMP-9 et régule la 

production de ce dernier. Il a été montré que la microglie représente la cellule productrice 

principale de MMP-9 dans l’EH et que la surproduction des MMPs dont MMP-9 provoque 

la rupture de la BHE détériorant le pronostic (369, 381, 382). 

Les chimiokines produites par la microglie servent à coordonner l’infiltration des 

cellules immunitaires dans le SNC à partir de la périphérie au cours de l’EH. La microglie 

réactive produit CXCL10 et CCL2, responsables du recrutement des cellules immunitaires 

(383). Les microglies, ainsi que les astrocytes, produisent CCL6 à l’aide de l’activité des 

inflammasomes, qui recrutent les macrophages au SNC (375). Tel que mentionné 

précédemment, l’infiltration des neutrophiles est régulée par le CXCL1 des astrocytes 

périvasculaires activés par l’IL-1α produite par les microglies au cours de l’EH (279). 

Menasria et ses collègues ont montré que l’absence du récepteur CX3CR1 au SNC au cours 

de l’EH mène à une augmentation de la production de plusieurs médiateurs comme IL-1β, 

IL-6, IFN-γ, CCL2 et CCL5 et cause ainsi une infiltration de neutrophiles Ly6G+ 
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(« Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D ») et de monocytes inflammatoires Ly6Chigh 

(« lymphocyte antigen 6 complex, locus C1 ») plus importante (384, 385). Une autre étude a 

démontré que la déplétion des microglies par PLX5622 a inhibé complètement l’infiltration 

monocytaire durant l’EH au PRV (343). Contrairement à ces derniers, Tsai et ses collègues 

ont suggéré que la déplétion microgliale provoque l’augmentation de l’infiltration de 

neutrophiles et de LTs CD4+ et CD8+ durant l’EH (386).  

Un des principaux mécanismes que la microglie utilise pour la clairance virale du 

SNC est la phagocytose. Au cours de l’EH, la microglie augmente l’expression de CD68, une 

glycoprotéine transmembranaire de la famille LAMP (pour « lysosomal/endosomal-

associated membrane glycoprotéines »), ce qui montre son activité phagocytaire élevée 

(386). L’interaction physique de la microglie CD68+ avec les cellules infectées au PRV a été 

mise en évidence à l’aide de plusieurs techniques de microscopie. Cela a renforci l’hypothèse 

sur l’importance de la phagocytose dans le contrôle de l’EH (343). En se basant sur 

l’expression accrue de CHM-II par la microglie, il a été suggéré qu’elle phagocyte les cellules 

infectées et ensuite fait la présentation d’antigène via le CHM-II, afin d’activer les LTs CD4+ 

(364, 387). Cependant, plusieurs études ont rapporté que la microglie utilise plutôt le CHM-

I pour induire la réponse lymphocytaire cytotoxique CD8+ spécifique au VHS-1, nécessaire 

pour contrôler l’EH (374, 388, 389). En effet, la diminution de l’expression de H-2Kb par la 

microglie peut inhiber l’activation des LT CD8+ (388). 

Dans la phase précoce des infections, l’apoptose des cellules infectées permet de 

limiter la réplication virale, en réduisant le nombre de cellules infectées produisant des 

virions (390). Les microglies infectées au VHS-1 in vitro activent les voies de la mort 

cellulaire, comme l’apoptose et la nécrose. Le TLR-2 joue un rôle dans l’activation de 

l’apoptose de ces cellules. La TNF-α produite par les microglies infectées peut également 

induire la surexpression des gènes de la signalisation TNF, qui les conduit vers l’apoptose 

(391, 392). Il a été rapporté que les microglies situées dans les régions hautement infectées 

du cerveau deviennent apoptotiques, à la suite de l’activation de la voie cGAS/STING (372) 

(Figure-16). Toutefois, la microglie réactive semble devenir résistante à l’apoptose et 

perdure dans le SNC, ce qui peut ainsi mener à la neuroinflammation. Il a été montré que les 

concentrations faibles de NO, permettant d’inhiber la réplication du VHS-1 chez les 
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neurones, rendent les microglies résistantes à l’apoptose, en bloquant les caspases. Une autre 

étude a rapporté que les microglies infectées au VHS-1 sont également résistantes à 

l’induction de l’apoptose par la voie Fas/FasL (377, 393).  

Plusieurs études suggèrent que la réponse inflammatoire menée par la microglie a un effet 

bénéfique dans la phase précoce de l’EH. Toutefois, certaines molécules médiatrices 

produites par ces cellules semblent aggraver la maladie, ce qui souligne leur nature à double 

tranchant de la réponse immunitaire. D’autres études sont nécessaires afin de mieux disséquer 

le comportement complexe de ces cellules dans l’EH et de trouver les moyens permettant de 

moduler leur réponse inflammatoire durant cette infection.  

5. La réponse immunitaire des cellules infiltrantes 

5.1. Les cellules myéloïdes 
Les chimiokines sécrétées par les microglies se retrouvent dans le sang, ce qui initie 

le recrutement des cellules immunitaires de la périphérie au cours de l’EH (394). À l’heure 

actuelle, il est assumé que le recrutement des cellules immunitaires au niveau du cerveau, 

nécessaire pour le contrôle de l’EH, se fait de manière sélective à l’aide de la BHE (Figure-

17) . L’absence de fuite d’albumine a suggéré que la BHE reste intacte au cours de l’EH dans 

le modèle murin C57BL/6 infecté par voie intranasale (395). Cependant, une surproduction 

de médiateurs inflammatoires peut engendrer l’infiltration excessive du SNC par les cellules 

immunitaires de la périphérie participant à une réponse inflammatoire exacerbée menant à la 

neurotoxicité. En accord avec cette hypothèse, une amélioration de la survie d’une lignée de 

souris sensible à l’EH a été observée lors de la déplétion des macrophages et neutrophiles 

infiltrants. De plus, l’utilisation des corticostéroïdes inhibant NF-κB dans la phase tardive de 

l’EH améliore la survie, tout en calmant la réponse inflammatoire sans affecter la charge 

virale cérébrale (160, 396). 

5.1.1. Les neutrophiles 

Les neutrophiles, un des quatre types de granulocytes représentant 40 à 60% de tous 

les leucocytes, sont des cellules phagocytaires, capables de produire des protéines 

antimicrobiennes en plus des cytokines/chimiokines. Les HPN (pour « Hepsin »)-1, 2 et 3 

appartenant à la famille des défensines secrétées par les neutrophiles, semblent se lier et 
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neutraliser le VHS-1 (397). Les neutrophiles utilisent également un mécanisme spécial 

appelé la « Neutrophil ExtracellularTrap » (NETose), leur permettant d’éjecter leurs 

contenus nucléaires et granulaires formant un réseau fibrillaire qui bloque et lyse les 

pathogènes et/ou les cellules infectées (398). Les neutrophiles sont les premières cellules 

infiltrantes au cours de l’EH chez la souris. Chez l’Homme, ces cellules sont observées dans 

le parenchyme cérébral dès le deuxième jour de l’infection au VHS-1 (135, 395). La souris 

CCR5-/- a moins de neutrophiles au niveau de la cornée infectée par VHS-1, suggérant que 

l’axe CCL5/CCR5 joue un rôle crucial dans le recrutement de ces cellules au niveau du SN. 

Toutefois, une diminution de la charge virale a été observée chez ces souris. D’après une 

étude récente, l’axe CXCL1-CXCR2 contrôle l’infiltration des neutrophiles au cours de l’EH 

(279, 399, 400). L’IL-4 apparait aussi dans la liste des médiateurs responsables du 

recrutement de ces cellules (401). De plus, leur infiltration devient plus importante en 

absence des microglies ou de leur récepteur CX3CR1 au SNC (385, 386).  

Les neutrophiles infiltrants produisent des molécules antivirales, telles que TNF-α et 

NO dans un modèle murin de kératite herpétique. La déplétion de ces cellules à l’aide 

d’anticorps monoclonaux, tels RB6-8C5 a causé des encéphalites plus sévères chez la souris. 

Une autre étude a rapporté que les neutrophiles sont nécessaires pour une meilleure clairance 

virale, mais que la sécrétion d’IL-12 par ces cellules induit la réponse Th1 pro-inflammatoire 

qui détériore la maladie (402-404). En plus des microglies, les macrophages et les 

neutrophiles infiltrants produisent des ROS et contribuent au stress oxydatif retrouvé dans 

l’EH (405). L’inhibition de l’axe CXCL1-CXCR2 a diminué le nombre de neutrophiles 

infiltrants et a restauré la BHE, ce qui a éventuellement mené à la mortalité réduite dans l’EH, 

sans affecter les titres viraux dans le SNC. Durant la résolution de l’inflammation, les 

neutrophiles deviennent apoptotiques et se font phagocyter par les macrophages infiltrants 

(406). Dernièrement, plusieurs autres hypothèses, telles que la phagocytose des neutrophiles 

par les microglies ou bien leur retour dans la circulation sanguine suite à leur infiltration, ont 

été émises par les chercheurs (407, 408). Le VHS-1 semble induire la sécrétion de FasL chez 

les neutrophiles humains infectés, ce qui a été rapporté comme un mécanisme d’évasion 

immunitaire inhibant la réponse antivirale (409). À l’opposé, il a été suggéré que l’apoptose 

de ces cellules les empêche de perdurer dans le cerveau infecté au VHS-1 et d’aggraver 

l’inflammation. La même étude a démontré que la production d’IFN-γ par les LT est 
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nécessaire pour induire une diminution de la production de G-CSF (pour « Granulocyte 

colony stimulating factor ») et IL-6, rendant les neutrophiles Ly6G+ résistants à l’apoptose 

(410). 

5.1.2. Les monocytes/macrophages 

Les CSH génèrent en continu les précurseurs communs myéloïdes qui donnent 

naissance aux différents types de monocytes dont les monocytes inflammatoires Ly6Chigh et 

patrouilleurs Ly6Clow chez la souris, équivalents des monocytes CD14+ (incluant les 

monocytes classiques (CD14+CD16−), les monocytes intermédiaires (CD14+CD16+)) et les 

monocytes non-classiques (CD14intermediaireCD16+) chez l’Homme. Les monocytes 

inflammatoires peuvent ainsi se différencier en monocytes patrouilleurs à l’aide de facteurs 

de transcription comme Nur77. Ces cellules phagocytaires infiltrent les tissus et se 

différencient en macrophages ou bien en cellules dendritiques dérivées de monocyte (mCD) 

en condition inflammatoire, ce qui explique la raison de les étudier comme une seule entité, 

les monocytes/macrophages. La différentiation des monocytes infiltrants en macrophage ou 

bien en CD dépend des différents médiateurs solubles auxquels ils sont exposés dans 

différents tissus (411). Les monocytes infiltrants le SNC peuvent même acquérir un 

phénotype similaire à celui des microglies, en condition inflammatoire (412-414). Les 

macrophages sont majoritairement générés par les monocytes du foie fœtal durant la phase 

embryonnaire. Les monocytes circulants ne contribuent pas à la régénération des 

macrophages à l’état homéostatique. L’absence de chimérisme pour les macrophages et les 

mCDs retrouvés chez la souris parabiotique a soutenu l’idée de la contribution d’un auto-

renouvellement plutôt qu’une différenciation monocytaire contribuant au renouvellement de 

ces cellules (415).  

Au début de leur infection in vitro, les monocytes produisent de faibles quantités de 

VHS-1, qui finissent par arrêter. On considère donc que les monocytes sont semi-permissifs 

au VHS-1. De plus, les IFNs produits par ces monocytes infectés semblent bloquer leur 

différentiation vers l’état de macrophage au cours de cette infection (416, 417). En plus de 

leur capacité de phagocytose, les monocytes produisent des cytokines/chimiokines, telles que 

TNF-α, IL-1β, IL-6, etc. (418, 419). Il a été suggéré que l’activité cytolytique des NK, 

nécessaire pour une immunité anti-herpétique, a besoin d’IL-15, produite majoritairement 
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par les monocytes. L’infection de la lignée cellulaire monocytaire humaine THP1 a révélé 

que la production d’IL-15 a été activée via la voie de signalisation TLR-2 incluant MyD88-

IRAK1-TRAF6 et NF-κB (420, 421). L’augmentation de la réplication virale suite au blocage 

de FasL exprimé par les monocytes infectés par VHS-1 a conduit à l’hypothèse de l’inhibition 

de la réplication virale à l’aide de l’apoptose, souvent acceptée comme un mécanisme 

d’évasion permettant aux virus d’induire la mort des cellules immunitaires au cours de l’EH 

(422).  

Le recrutement des monocytes au SNC nécessite l’implication de l’axe CCL2/CCR2. 

Il a été montré que la déplétion de CCR2 diminue significativement le nombre de monocytes 

infiltrants et provoque une augmentation de la mortalité dans l’EH. En accord avec ce dernier 

point, l’absence de CCR2 chez les cellules hématopoïétiques induit une diminution du 

nombre de monocytes inflammatoires recrutés au SNC, ce qui conduit à l’augmentation des 

titres viraux et des cytokines pro-inflammatoires au cerveau (279, 384). Contrairement au 

CCR2, la déplétion de CX3CR1 chez les cellules hématopoïétiques n’a aucun impact sur 

l’infiltration des cellules immunitaires, dont les monocytes (385). De plus, il a été suggéré 

que l’IL-6 sécrété par les microglies joue un rôle dans le recrutement de ces monocytes dans 

le SNC au cours de l’EH (375).   

Les monocytes infiltrants en contact avec le facteur de croissance Csf1 se 

différencient en macrophages. En fonction des autres cytokines/chimiokines accompagnant 

le Csf1, comme IFN-γ et IL-4, les macrophages acquièrent un phénotype pro-inflammatoire 

et anti-inflammatoire, respectivement (411). Similaire aux monocytes, l’activation des 

macrophages semble être indépendante de TLR-2 au cours de l’infection au VHS-1 (423). 

La production d’IFN-α/β semble être initiée par PKR codée par le eif2ak2 plutôt que par les 

TLRs chez le macrophage infecté (424). Suite à l’effet autocrine d’IFN-α/β et de TNF, ces 

macrophages commencent à produire des ROS permettant d’inhiber l’infection au VHS-1. 

L’IL-12 produite par les macrophages active la production d’IFN-γ par les NKs, ce qui 

amplifie la production d’IFN-α/β et de ROS chez les macrophages (425). Cette production 

plus élevée d’IFN-α/β par les macrophages femelles a été suggérée comme un des éléments 

qui rend les souris femelles plus résistantes aux infections au VHS, que les souris mâles (426, 

427). 
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Le VHS-1 est endocyté par le macrophage pour ensuite s’accumuler dans les corps 

multivésiculaires, qui sont un type d’endosome tardif contenant de petites vésicules 

intraluminales, autrement dit exosomes. Une étude récente a révélé que la sphingosine issue 

du clivage du céramide par la céramidase, se liant au VHS-1 dans les exosomes des 

macrophages, permet d’inhiber l’infection de ces derniers, en bloquant la fusion de la 

membrane endosomale avec le virus (428). En plus de contenir le VHS-1, les macrophages 

utilisent ces exosomes afin de délivrer les IFITs, servant à activer divers mécanismes 

antiviraux chez les cellules voisines (429, 430). 

L’infection des souris chimériques ayant des cellules hématopoïétiques GFP+ a 

permis de montrer que les macrophages expriment le CD68 et le CMH-II, ce qui suggère une 

contribution potentielle de ces cellules à la présentation d’antigène (395). La déplétion des 

macrophages par le traitement liposome-clodronate des souris a causé la diminution des taux 

de survie pendant l’EH. Au contraire, une autre étude a suggéré que la déplétion des 

macrophages en même temps que des neutrophiles, améliore la survie sans altérer les titres 

de VHS-1 dans les cerveaux des souris (396, 431). De plus, la corrélation entre l’infiltration 

des macrophages et les lésions nécrotiques retrouvées dans le cerveau de l’Homme atteint 

d’EH, amène à se poser la question sur le rôle bénéfique des macrophages dans l’EH (135). 

D’après ces résultats contradictoires, d’autres études restent primordiales afin d’élaborer sur 

le rôle de ces cellules dans l’EH. 

5.1.3. Les cellules dendritiques (CDs) 

Les CDs sont les cellules présentatrices d'antigène professionnelles du système 

immunitaire. L’activité protéolytique réduite dans l’endosome des CDs permet de garder une 

configuration antigénique similaire à celle de l’état initial, ce qui rend les CDs des meilleures 

présentatrices d’antigènes que les monocytes. Ces cellules migrent dans les ganglions 

lymphatiques ou ils induisent la réponse lymphocytaire T spécifique via leur CMH-I couplé 

à l’antigène (432, 433). Le renouvellement de la population de CD tissulaires ayant une durée 

de vie courte est assuré par la moelle osseuse qui ne cesse de produire des progéniteurs de 

CDs. En état homéostatique, les progéniteurs des CDs se différencient en pré-CD ou en pré-

CDp qui deviennent des CDc (CD conventionnelle) spécialisées en présentation d’antigènes 

ou des CDp (CD plasmacytoïde) productrices d’IFN spécialisées dans la réponse antivirale 
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(434). In vitro, les monocytes se transforment en CDs en présence de GM-CSF (pour 

« Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ») et IL-4. En condition inflammatoire 

in vivo, les monocytes infiltrants peuvent également se différencier en mCD (411, 435).  

Les CDs sont également indispensables pour une réponse immunitaire capable 

d’inhiber l’infection du VHS-1. Le traitement par le FL (pour « Flt-3 ligand ») de la souris 

infectée au VHS-1 a augmenté le nombre des CDs et a amélioré le contrôle de l’infection 

(436). Le TLR-2/9 semble être impliqué dans la différentiation des monocytes infiltrants en 

mCD, qui produisent des TNF-α et des iNOS au cours de l’infection au VHS-1 (437). 

D’abord, il a été suggéré que ces TLRs sont responsables de l’activation des CDs via la 

reconnaissance des glycoprotéines et de l’ADN du VHS-1. Cependant, l’activation des CDs 

même en absence de MyD88, impliqué dans la voie de signalisation de TLRs, a montré 

l’implication des autres PRR, tels que les senseurs cytosoliques d’ADN activant l’expression 

des gènes d’IFNs. Le DDX41 (pour « DEAD-Box Helicase 41 ») a été cité comme un senseur 

d’ADN capable de se lier avec STING, qui initie la production d’IFN et la production des 

autres cytokines chez la CD infectée par le VHS-1 (438-440). L’infection in vitro des CDs 

permissives au VHS-1, déclenche la production d’IL-6 et IL-12. Au contraire, une autre étude 

in vitro a rapporté que la production d’IL-12 a été inhibée, contrairement à celle d’IFN-I, par 

les CDs infectées par le VHS-1. La migration de ces cellules vers les ganglions est cruciale 

pour l’induction de la réponse lymphocytaire CD4+ et CD8+. La diminution d’expression du 

CCR7 observée chez les CDs infectées par le VHS-1 semble altérer le chimiotactisme pour 

le CCL19, impliqué dans leur migration vers les ganglions lymphatiques (438, 441). Il a été 

proposé que ce sont plutôt les CDs non-infectées phagocytant les débris libérés par les autres 

CDs infectées apoptotiques, qui quittent le site d’infection pour induire la réponse LT 

spécifique au VHS-1. De plus, les CDs migratoires ont besoin de transférer l’antigène aux 

CDs CD8+ des ganglions lymphatiques capables d’initier la réponse LT (442, 443). 

L’apoptose de ces CDs infectées nécessite la diminution de l’expression de c-FLIP (pour 

« Cellular FLICE (FADD-like IL-1β-converting enzyme)-inhibitory protein »), un inhibiteur 

de l’apoptose dépendant de la caspase-8, mais aussi des niveaux d’expression faibles du 

transcrit LAT. En plus de l’apoptose, les CDs infectées activent les mécanismes d’autophagie 

de façon indépendante de la voie classique PKR/eIF2α, pour limiter la réplication du VHS-1 

(444, 445). 
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Les souris infectées par la voie intraoculaire ont montré que les CDs apoptotiques 

activent les LT CD4+ producteurs de cytokines/chimiokines favorisant l’infiltration des 

neutrophiles qui exacerbe la réponse inflammatoire. L’inhibition de l’apoptose chez ces 

cellules semble améliorer la survie, sans aucun effet sur les titres viraux dans le cerveau 

(446). La réduction significative du virus latent dans les GT suite à la déplétion des CDs, a 

suggéré que le VHS-1 peut s’en servir comme la cellule hôte assurant sa réactivation (447). 

D’un autre côté, les CDs CD45+CD11c+CHM-II++ représentent les principales productrices 

d’IL-1β au cours de l’infection du NT par le VHS-1 chez la souris. L’augmentation 

de l’expression de H-2Kb par les cellules similaires à CD11b+CD11c+CD45++ a souligné 

l’induction potentielle d’une réponse LT CD8+ par ces cellules dans l’EH (388, 448). 

Récemment, Canivet et ses collègues ont suggéré que l’infiltration tardive de CDs et de 

NK/NKT peut être un facteur qui explique les titres viraux cérébraux plus élevés chez la 

souris sensible BALB/c comparativement à la souris résistante C57BL/6 (449).  

5.2. Les cellules lymphoïdes 

5.2.1. Les Natural killers (NKs) 

Les NKs sont des cellules immunitaires lymphoïdes cytotoxiques capables d’induire 

la mort des cellules infectées, soit en exprimant FasL et TRAIL (« TNF-related apoptosis-

inducing ligand »), ou en libérant des granules contenant des protéases comme la Granzyme 

B et la perforine (450). Dans la moelle osseuse, les CSH se différencient en progéniteurs 

lymphoïdes communs, qui deviennent des cellules pro-B, pré-B et des cellules lymphoïdes 

innées. Ces dernières donnent naissance aux NK immatures, qui finissent par devenir 

fonctionnels à la suite de leur différentiation finale dans les organes lymphoïdes secondaires. 

Les NKs représentent 5 à 20% des lymphocytes circulants chez l’Homme. (451, 452). La 

reconnaissance de CMH-I par le KIR (pour « Killer cell immunoglobulin-like receptor ») et 

Ly49, exprimés respectivement par les NKs de l’Homme et de la souris, inhibe l’activation 

de ces cellules contre la cellule du soi (453).  En cas de contact du récepteur NKG2D chez 

l’Homme et Ly49H chez la souris avec l’antigène présenté par le CMH-I des cellules 

infectées, les NKs s’activent, commencent à proliférer et à secréter plusieurs 

cytokines/chimiokines, telles que l’IFN-γ qui elle active les LT. Le CD16 (FcγRIII) 

reconnaissant l’anticorps neutralisant peut ainsi activer les NKs (451).  
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L’infection in vitro des NKs humains par le VHS-1 a suggéré que ces cellules sont 

permissives au VHS-1. Leur stimulation in vitro a relevé l’altération de leur fonctionnement, 

en montrant la réduction de leur activité de dégranulation. De plus, l’infection des NK affecte 

la production de cytokines/chimiokines, dont l’IFN-γ (454, 455). La lyse des fibroblastes 

infectés au VHS-1, suite à l’ajout des NKs dans la culture, a montré qu’elles exercent un effet 

cytotoxique limitant l’infection. Il a été suggéré que la diminution d’expression de protéines, 

telles que HLA-C (pour « Major Histocompatibility Complex, Class I, C ») détectée par KIR 

est responsable de l’activation des NKs au cours de l’infection par le VHS-1 (456). Une autre 

étude a confirmé que les NKs inhibent la réplication du VHS-1 et a aussi suggéré que leur 

effet anti-herpétique n’est pas dépendant que de la lyse (457, 458). Les NKs activées via les 

TLR-2/9 activent la voie de p38 MAPK (437). En plus de ces TLRs, les récepteurs naturels 

de la cytotoxicité (NCR), une série de protéines transmembranaires, comme NKp30, NKp44 

et NKp46, capables de reconnaitre le non-soi, participent à l’activation des NKs. En accord 

avec ce dernier point, il a été démontré que l’expression du gène ICP0 du VHS-1 est 

suffisante pour induire la surexpression des ligands des NCRs aux cellules infectées, initiant 

la réponse NK (459, 460).  

La réponse des NK à la cellule infectée au VHS-1 semble aussi être dépendante de la 

présence des CDs. En effet, la déplétion des CDs chez la souris a perturbé l’expression d’IFN-

γ et la fonction cytolytique des NK au cours de l’infection par le VHS-1. Par la suite, il a été 

démontré que la production d’IL-18 par les pCDs activées est nécessaire pour l’activation 

des NKs (461, 462). De plus, leur activation semble être aussi dépendante de la stimulation 

des pCDs par TNF-α produit par les monocytes infectés par le VHS-1 (463). D’un autre côté, 

une autre étude in vivo a montré que ce sont les monocytes recrutés à l’aide de CCL2 qui 

produisent l’IL-18 nécessaire à l’activation des NKs IL-18R+ producteurs d’IFN-γ (464). Les 

NKs sont également essentielles pour l’induction de la réponse LT spécifique au VHS-1. En 

effet, la déplétion de ces cellules à l’aide d’anticorps anti-NK1.1 a causé une diminution du 

nombre de LT CD8+ cytotoxiques, ce qui a rendu les souris plus sensibles envers l’infection 

par le VHS-1 (465). La qualité de la réponse LT CD8+ a aussi besoin de la présence des LT 

CD4+ Th1 activés par les NKs. Même si ce ne sont pas des cellules présentatrices d’antigènes 

professionnelles, il a été montré qu’elles augmentent l’expression de HLA-DR et HLA-DQ 
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du CMH-II et établissent un contact physique pour activer la réponse LT CD4+ au cours de 

l’infection par le VHS-1 (466, 467).  

En 1994, Tamesis et ses collègues ont montré que le traitement d’anticorps anti-asialo 

GMI (pour « Ganglio-N-tetraosylceramide »), déplétant les NKs de la souris infectée par le 

VHS-1 par la voie oculaire, améliore la kératite. Ces résultats ont suggéré que la réponse NK 

pourrait être une des raisons de l’inflammation exacerbée menant à la mortalité (468). 

Ensuite, une des études préliminaires sur les NKs dans l’EH a pointé une possible 

contribution de ces cellules dans le contrôle de l’infection en montrant que les souris E26 

déficientes en LT et NK sont mortes suite à l’EH, contrairement aux souris déficientes 

seulement en LT qui ont survécu (469). Une autre étude a montré que la déplétion seule des 

NKs ne cause pas de dissémination du VHS-1, initialement restreint au tronc cérébral de la 

souris C57/BL6, dans tout le cerveau que l’on observe suite à la déplétion des LTs en même 

temps que les NKs (470). F. Almerigogna et ses collègues ont rapporté en 2011 que 

l’incidence de l’EH est plus élevée chez les enfants ayant des déficiences en NKs. En se 

basant sur l’observation de certains haplotypes communs de KIR chez les patients d’EH, une 

inhibition excessive de l’activité NK a été également montrée comme un des éléments 

possibles favorisant le développement de cette maladie (471). Chez la souris, la comparaison 

des niveaux de résistance des C57/BL6 et BALB/C envers l’EH a révélé l’effet protecteur du 

locus « Herpes resistance locus-2 » (Hrl2) sur le chromosome 6, médié par les NK1.1+ NKs. 

(472, 473). L’infiltration précoce des NKs aux cerveaux des C57/BL6 a été également citée 

comme un des éléments permettant à ces souris d’avoir une meilleure clairance virale (449). 

Leur effet bénéfique a aussi été démontré par l’augmentation des titres viraux dans le tronc 

cérébral, suite à la déplétion des NKs chez la souris atteinte d’EH. De plus, la même étude a 

suggéré que l’axe CXCL10/CXCR3 contrôle le recrutement des NKs dans le SNC (474).  

5.2.2. Les LTs (LT) 

L'infiltration des LTs antiviraux dans le SNC est essentielle pour le contrôle des 

encéphalites virales, dont L’EH. Ces LTs sont dérivés des progéniteurs lymphoïdes communs 

produits par la moelle osseuse qui migrent vers le thymus pour subir des étapes de maturation 

et de sélection avant de joindre la circulation. Dans le thymus, le réarrangement génique 

permettant la génération d’un répertoire de LT ayant différents TCR induit l’expression de 
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CD4 et CD8 chez les précurseurs immatures CD4- CD8-. Par la suite, ces thymocytes doubles 

positifs subissent des étapes de sélection en fonction de l’affinité de leur TCR pour les 

protéines du soi, telles que les ligands de CMH exprimés par les cellules épithéliales du 

thymus, afin d’éliminer celles qui ont une affinité élevée ou qui n’en ont aucune. Enfin, ces 

doubles positifs sélectionnés se différencient en cellules LT CD8+, LT CD4+, Treg (cellule T 

régulatrice) ou NKT (cellule T Natural Killer) (475). Les NKT sont cytotoxiques et capables 

de produire des cytokines/chimiokines IFN-γ et IL-4, indispensables pour la réponse 

antivirale. Malgré l’expression de TCR, l’activation de ces cellules n’est pas restreinte au 

CMH, comme c’est le cas pour les LT, grâce à l’expression de récepteurs comme NK1.1 

(476). Suite à la rencontre des LT naïves avec un nouvel antigène présenté, ces cellules 

s’activent et deviennent des cellules T mémoires capables de proliférer et persister pour 

longtemps. En fonction de la présence des différents signaux inflammatoires au cours de leur 

différentiation, les LT CD4+ acquièrent un phénotype spécifique et deviennent Th1, Th2, 

Th17, Treg ou bien « Follicular T helper lymphocytes » (Tfh) (477).  

Les LTs ont été retrouvés dès la quatrième journée suite à l’infection des souris avec 

le VHS-1. Au début, la permissivité de ces cellules à l’infection in vitro au VHS-1, a fait 

penser qu’elles peuvent causer la dissémination du virus dans le corps (478, 479). Au 

contraire, la sensibilité accrue au VHS-1 observée chez les souris avec certains haplotypes 

de H2, tels que H-2K associé à une faible induction de la réponse immunitaire, a suggéré que 

l’activation des LTs CD8+ via le CMH-I peut avoir un effet protecteur dans les infections du 

SN (480). En parallèle, la déplétion des LT CD8+ avec les anticorps anti-CD8 a perturbé la 

clairance virale et a augmenté le nombre de neurones morts chez les souris inoculées avec le 

VHS-1 par voie cutanée (481). Une autre étude a montré que la réponse LT CD8+ est 

nécessaire pour garder le VHS-1 en état latent dans les GT, en montrant sa réactivation suite 

à la déplétion des LT CD8+ chez les souris infectées par voie oculaire (482). Les Tregs ont 

été montrés comme des cellules candidates pour rétablir la latence du VHS-1. Il a été relevé 

que l’augmentation de la concentration des glucocorticoïdes suite à l’exposition à un facteur 

de stress cause la réactivation de la réplication lytique du VHS-1, en activant les Tregs, qui 

inhibent les fonctions des LT CD8+ nécessaires à garder le virus en état de latence (483). Plus 

tard, les LT mémoires résidants CD103+ ont été suggérés être responsables de la clairance 

virale, au lieu des LT mémoires circulants recrutés dans les tissus infectés au VHS-1 (484). 
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Contrairement aux LT CD8+, le transfert adoptif des LT CD4+ immunisés avec l’antigène gB 

aux souris immunodéficientes a exercé un effet protecteur contre l’infection au VHS-1. Les 

LT CD4+ semblent inhiber la réplication virale dans le SNC sans avoir besoin d’utiliser des 

mécanismes lytiques basés sur l’activité de la perforine ou bien de Fas. De plus, ces cellules 

secrètent de l’IFN-γ, TNF-α, IL-2 et IL-4 (485, 486). L’étude sur NKT a montré que 

l’absence de ces cellules chez la souris déficiente en CD1 a perturbé la clairance du VHS-1. 

Ces cellules diminuent également le nombre de virus en latence dans les ganglions spinaux 

(487, 488).  

Les LTs CD8+ et CD4+ infiltrants représentent une des populations dominantes dans 

l’EH (489). Le retard de l’infiltration des LT CD8+ empire le pronostic de l’EH chez la souris. 

De plus, la présence de ces cellules spécifiques au VHS-1 dans le cerveau avant l’infection 

des souris améliore le pronostic de la maladie (490). Koyanagi et ses collègues ont montré 

que l’infiltration des LT CD8+ dans le cerveau infecté par VHS-1 dépend de CXCL9, inhibé 

par la kinase virale UL13. Le même groupe a démontré que l’injection directe de CXCL9 

dans le SNC permet d’augmenter l’infiltration des LT CD8+ et améliore la survie des souris 

atteintes d’EH (491). Une autre étude a montré que les LT CD8+ sont capables d’inhiber la 

réplication virale via la production d’IFN-γ et de granzyme B dans les tissus infectés au VHS-

1. Cependant, elles infiltrent ces tissus en retard, ce qui empêche l’inhibition de la 

dissémination du virus vers le SNC (492). Il existe des études qui montrent que l’infiltration 

des LT CD4+ comme Th1 est autant importante que celle des LT CD8+ dans le contrôle de 

l’EH (493). 

L’exposition prolongée des LT résidents aux antigènes viraux dans l’épendyme rend 

ces cellules non fonctionnelles et elles se mettent à exprimer des marqueurs d’état 

d’épuisement comme LAG-3 (pour « Lymphocyte Activation Gene-3 »), TIM-3 (pour « T-

cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 ») et PD1 (pour « Programmed cell 

death protein 1 »). De plus, la même étude a suggéré que la latence du VHS-1 post-EH est 

due à la présence de ces LT épuisés (494). L’observation de l’infiltration des LT CD45+ 

CD3ɛ+ accompagnée d’une hausse de l’expression d’ARN d’IFN-γ même après la résolution 

de l’EH a mené à la question si ces cellules contribuent à la neuroinflammation responsable 

des séquelles (374). En parallèle, la diminution des lésions focales suite à la déplétion de LT 
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CD8+ chez la souris SJL atteinte d’EH a suggéré que l’infiltration de ces cellules peut être 

responsable de l’aggravation de la maladie (495). Malgré ces études rapportant des effets 

néfastes des LT CD8+ cytotoxiques, la réponse immunitaire médiée par ces dernières est 

majoritairement acceptée comme bénéfique dans l’EH (496).  

5.2.3. Les LBs (LB) 

Les progéniteurs communs lymphoïdes produits par la moelle osseuse, passent par 

différentes phases de maturation, comme pro, pré-LB, et LBs immatures, avant de devenir 

des LB matures. Les LBs expriment le BCR (Le récepteur des LBs), un immunoglobuline 

transmembranaire et de CD79, qui leur permet de s’activer (497). Les pré-LBs subissent la 

recombinaison V(D)J, l’étape où plusieurs évènements de recombinaison d’ADN permettant 

de générer le BCR unique, pour devenir des LBs immatures exprimant le pré-BCR, qui est 

un IgM. Après des étapes de la recombinaison V(D)J et de sélections, majoritairement basées 

sur l’affinité du pré-BCR pour les protéines du soi, les LBs naïves quittent la moelle osseuse 

et migrent vers la rate où elles deviennent soit des LBs folliculaires (LBf), soit des LBs de la 

zone marginale (LBZM). Les LBZMs captent les antigènes se trouvant dans le sang et ils se 

différentient rapidement en plasmocytes secrétant des IgM. L’activation des LBf nécessite 

l’apport de l’antigène par les cellules présentatrices d’antigènes, dans les organes lymphoïdes 

secondaires. À la suite de leur activation, les LBfs présentent ces antigènes au Th à l’aide du 

CMH-II. En retour, elles reçoivent le signal CD40L et les cytokines du Th, nécessaires pour 

former les centres germinatifs où ces LBs activés font la commutation isotypique, et puis 

prolifèrent. Cette étape sert à modifier la partie de la région constante de la chaîne lourde des 

Igs, sans modifier la région variable de la chaîne lourde. Ensuite, les LBfs donnent naissance 

aux LB mémoires exprimant IgG, IgE ou IgA membranaires ou bien aux plasmocytes 

capables de sécréter ces anticorps (498, 499). 

Les anticorps produits par ces LBs sont cruciaux dans l’immunité contre les agents 

infectieux, dont le VHS-1. En plus des anticorps, ces cellules produisent du TNF-α, IL-6 et 

IL-10 qui sont impliquées dans le contrôle de l’infection virale, mais également dans la 

modulation de la réponse des autres cellules immunitaires (500). En 1982, une étude a 

rapporté que l’inhibition des LBs par les anticorps anti-IgM administrés à la souris infectée 

par le VHS-1 via l’inoculation cutanée a induit la dissémination du virus dans le SNC et a 
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favorisé la latence (501). Les IgM produit par les LB, autrement appelés les anticorps 

naturels, permettent de limiter l’infection cutanée au VHS-1 en neutralisant les molécules 

virales. La souris déficiente en LB, plus susceptible à l’infection au VHS-1, a permis de 

montrer que les LBs font de la présentation d’antigène du VHS-1 et participent à l’activation 

des LT CD4+. En l’absence de ces cellules, non seulement la production d’anticorps, mais 

aussi la réponse LT CD4+ et la production d’IFN-γ par ces derniers ont été perturbés (502). 

Les plasmocytes IgD+ CD138+ IRF-4+ ont été colocalisés avec les LT CD4+ dans les tissus 

humains infectées au VHS-2. Il a été démontré qu’en plus des plasmocytes, les LBs naïfs 

IgD+ ont été également observés dans le tissu pendant la réactivation du VHS-2 chez 

l’Homme. Contrairement aux LTs, ces cellules semblent infiltrer les tissus, plutôt que résider 

dans les tissus après la primo-infection (503). Une autre étude réalisée sur les souris 

déficientes en différentes molécules du système du complément a suggéré que la génération 

des LBs mémoires contre le VHS-1 est dépendante du système du complément. La 

diminution de la production d’anticorps chez les souris Cr3−/− et Cr4−/− et l’absence des LBs 

mémoires contre le VHS-1 chez la souris Cr2−/−  ont supporté cette hypothèse (504). 

Plusieurs études ont rapporté que l’absence des LB chez la souris infectée au VHS-1 

détériore l’EH. Il a été démontré que ces cellules sont nécessaires pour l’activation de la 

réponse des LT via la présentation d’antigène, et également pour la production d’anticorps 

limitant la dissémination du virus de l’œil au cerveau (505). Cependant, une autre étude a 

mis en question l’importance du rôle des LB dans l’activation de la réponse LT, en montrant 

que juste le transfert passif des anticorps chez la souris déplétée de LBs suffit pour rétablir la 

protection contre l’EH (506).     

Chez les patients atteints d’EH, le moment de la séroconversion pour le VHS-1 

correspond au pic de l’infiltration des LBs (135, 507). Il a été montré que les anticorps anti-

HSV-1 du sang persistent longtemps chez les patients avec EH, comparé à ceux du LCR 

(508). Cependant, on considère que la réponse cellulaire est plus importante pour contrôler 

l’infection par le VHS-1 que la réponse humorale. La présence des anticorps autoréactifs, 

tels que les anticorps contre le récepteur du NMDA impliqué dans l'apprentissage et la 

mémoire, dans le LCR de ces patients avec EH amène la question de l’existence potentielle 
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d’un lien entre l’infiltration des LBs et l’apparition des maladies auto-immunes et/ou 

neurodégénératives chez ces patients (509). 

 

Figure-17 : Les cellules et les facteurs génétiques essentiels impliqués dans la réponse 

immunitaire au cours de l’EH chez la souris. 

Adapté de (238): A) Le VHS-1 infecte les cellules épithéliales et les kératinocytes où 

il se réplique. La première rencontre avec le VHS-1 active les voies des chimiokines et les 

cellules dendritiques (DC) pour produire de l’IFN-I. Les macrophages et les monocytes 

répondent à l'IFN-I et produisent des cytokines inflammatoires (TNF-α, IL-1β) qui 

contribuent à l'activation des cellules NK productrices d'IFN-γ cytotoxiques. De plus, les LB, 
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LT CD4+ effecteurs et les LT CD8+ cytotoxiques, aident à maintenir une réponse antivirale 

adéquate, y compris la production d’IFN-γ par les LT, qui favorise l'expansion des 

neutrophiles. La déplétion d’un des gènes codant pour CD45, β2M, chaîne lourde μ (BCR), 

LTα, CD4, CD8, RAG-1 (pour « Recombination Activating 1 »), RAG-2 et IL-2Rγc 

augmente la sensibilité à l’EH chez la souris. B) Dans le SNC, la voie principale d'entrée du 

HSV semble passer par les axones des GT. Une fois infiltré, le VHS-1 peut infecter 

facilement les neurones, ainsi que les glies. La reconnaissance du VHS-1 par les TLRs peut 

entraîner l'expression de cytokines, notamment l'IFN-I, l'IFN-γ, l'IL-6, le TNF-α et l'IL-1β. 

Avec les MMP-3, -8, -9, ces cytokines du SNC et celles produites en périphérie peuvent 

perturber la BHE, en affaiblissant les JS (marquées en « T ») entre les cellules endothéliales. 

Enfin, l'expression de diverses chimiokines par les cellules résidentes du SNC conduit au 

recrutement des cellules immunitaires (CCR2/CCL2 ; CCR5/CCL3, CCL4, CCL5 ; 

CXCR3/CXCL9, CXCL10 ; CX3CR1/CX3CL1) dans le SNC à travers la BHE perturbée. 

Dans le SNC, ces cellules immunitaires infiltrantes peuvent améliorer la clairance du virus, 

mais aussi contribuer à la physiopathologie. Les voies indiquées ci-dessus ont été directement 

impliquées dans les études d’EH chez la souris, mais ne reflètent pas la totalité des 

événements retrouvés dans l’EH humaine. Pour chaque anomalie génétique signalée chez la 

souris, la protéine est codée par couleur ci-dessous comme suit : Rouge : pour les anomalies 

génétiques qui augmentent la sensibilité au VHS-1 dans au moins un modèle de souris. Bleu :  

pour les souris déficientes en ce gène pour lesquelles il n’y a pas eu d’effet ou ce qui a induit 

une résistance à l’EH par rapport aux souris témoins sauvages. Blanc : pour les gènes qui 

n'ont pas été testés chez la souris. 

5.3. Les autres cellules immunitaires 
Les éosinophiles, les basophiles et les mastocytes ont été moins étudiés dans l’EH. 

Bien que l’ensemble de ces cellules représente moins de 10% de tous les leucocytes dans le 

sang chez l’Homme, on les trouve dans les tissus infectés avec le VHS-1. Une étude réalisée 

sur la peau humaine infectée au VHS ou au VVZ a révélé que plus d’un tiers des patients a 

eu une infiltration d’éosinophiles (510). Ces granulocytes, identifiables par leur expression 

de CCR3 et SiglecF chez la souris, sont recrutés dans les tissus à l’aide de CCL1. Une fois 

infiltrés, ils produisent majoritairement de IL-5, IL-3 et GM-CSF. Les éosinophiles sont 

souvent connus pour leur implication dans le contrôle des infections parasitaires, en relargant 
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leurs granules contenant plusieurs enzymes, comme la peroxydase, ARNase, ADNase, lipase 

et du plasminogène (511, 512). Les éosinophiles ont été aussi retrouvés dans le LCR de 

plusieurs patients atteints d’une méningite ou bien d’une EH (513).  

Les mastocytes sont des cellules qu’on ne trouve pas en circulation. Les progéniteurs 

de ces cellules, commun aux cellules myéloïdes, se différencient en mastocytes sous 

l’influence des signaux présents dans les tissus. Leur cytoplasme contiennent plusieurs 

centaines de granules, remplies majoritairement d’histamine, héparine, et plusieurs autres 

protéases et cytokines. La liaison de différents Igs aux récepteurs Fc active la dégranulation 

des mastocytes (514). Il a été démontré que la production de TNF-α et IL-6 par les mastocytes 

suite à leur activation par l’IL-33 produit par le kératinocyte infecté permet de limiter 

l’infection (515). La déplétion de ces cellules a causé une augmentation des titres du VHS-1 

et de l’œdème cornéen chez les souris infectées par la voie oculaire.  De plus, la même étude 

a suggéré que l’infiltration d’un nombre plus important de neutrophiles perturbe la 

perméabilité des vaisseaux, responsable de l’œdème cornéen (516).  

L’autre type de granulocytes retrouvés dans les infections par le VHS est le basophile. 

Ces cellules représentent moins de 1% de tous les leucocytes du sang. Similaires aux 

mastocytes, les basophiles libèrent des granules remplis d’histamine et d’autres médiateurs, 

suite à leur activation via plusieurs mécanismes, dont l’activation par la liaison des IgE au 

FcεRI. Les basophiles ayant une durée de vie très courte quittent la moelle en état 

fonctionnels, sans avoir besoin d’une étape de maturation tissulaire.  Ils participent également 

à l’activation de la réponse humorale et aussi à la différentiation des Th2 (517, 518). Les 

basophiles, aussi retrouvés dans le LCR des patients atteints d’EH, réagissent in vitro aux 

IgE, qui sont produits suite à l’infection cutanée des lapins par VHS-1 ou VHS-2, et libèrent 

de l’histamine (513, 519). D’autres études sont nécessaires afin de mieux comprendre les 

rôles de toutes ces autres cellules immunitaires dans l’EH. 

6. Les mécanismes d’échappement immunitaire du VHS-1 

Il existe une course entre le VHS-1 et l'immunité antivirale de l’Homme. Grâce aux 

différentes stratégies d'évasion, le VHS-1 arrive à coexister avec l’Homme depuis longtemps 

(520). Plusieurs protéines du VHS-1 sont capable d’interagir avec les molécules des cascades 



98 
 

de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire afin de limiter sa détection par le 

système immunitaire et de l’inhiber (Tableau-II). Dès l’entrée du VHS-1 dans la cellule, les 

protéines virales commencent à modifier le métabolisme cellulaire et moduler la réponse 

antivirale (Tableau-III) (40). Tel que décrit précédemment, la VP16 exploite deux protéines 

cellulaires, l’Oct-1 et l’HCF-1, pour former un complexe protéique capable de se lier au 

génome viral et activer la transcription des gènes IE (521). De son côté, la cellule infectée 

détecte la présence virale et arrête la synthèse protéique. Par exemple, la PKR activée par les 

ARNdb du VHS-1 phosphoryle eIF-2a et l’inhibe, afin d’empêcher la traduction de toutes 

sortes de protéines dont les protéines virales. Cependant, l’ICP34.5 forme un complexe avec 

la PP1α (pour « Nuclear Protein Phosphatase 1α ») pour réactiver la synthèse protéique, en 

déphosphorylant l’eIF-2a nécessaire pour ce processus (522).  

La vhs dégrade plusieurs ARNm de la cellule hôte, inhibe la production de IL-1β, IL-

8, CCL3, etc. et rend ces cellules insensibles aux IFNs (523). En plus de cela, cette protéine 

virale inhibe le CMH-I/-II, qui empêche la lyse des cellules infectées par les LT CD8+, 

prévenant ainsi la présentation d’antigène nécessaire pour l’activation de l’immunité 

humorale (524, 525). Différentes sortes de dysfonctionnement observés chez les cellules 

immunitaires infectées au VHS-1 ont indiqué que le VHS-1 est capable de perturber la 

réponse immunitaire. L’inhibition de CD1d exprimé par les NKT, permettant la présentation 

des antigènes lipidiques aux LT, fait partie de la liste de ces dysfonctionnements. Plus tard, 

il a été rapporté que l’ensemble de l’US3 et la gB activent l’internalisation du CD1d et sa 

relocalisation dans le RTG, pour inhiber les NKT (526, 527). Une étude in vitro a démontré 

que l’ICP0 favorise la dégradation d’IFI16 nécessaire pour le NLRP3 inflammasome, via le 

protéasome, ce qui cause une production réduite de IL-1β nécessaire pour limiter les 

infections par le VHS (224). En collaboration avec l’USP7, l’ICP0 semble ainsi inhiber la 

phosphorylation des molécules, telles que JNK et IκB, impliqués dans la signalisation de 

TLR-4 (528). 

Le VHS-1 perturbe les voies de la mort cellulaire et prolonge la vie de sa cellule hôte 

afin de l’exploiter comme une usine au VHS. La stimulation de TNFR conduit à l’activation 

de la caspase-8 ou bien RIP (pour « Receptor-interacting protein »)-1 ou -3, responsable 

d’initier l’apoptose ou la nécroptose, respectivement. L’ICP6, ICP10 ou le transcrit LAT sont 
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connus pour perturber ces mécanismes (529-531). Le Fas activant l’apoptose semble aussi 

être inhibé par les gJ et gD (532). De plus, l’infection des macrophages active l’expression 

de Fas/FasL qui induit l’apoptose des NKs interagissant avec ces macrophages infectés par 

le VHS-1 (422). Un autre mécanisme de mort cellulaire, l’autophagie, semble également être 

inhibé par le VHS-1. Il a été suggéré que l’ICP0 déclenche la dégradation via le protéasome 

de la p62/SQSTM1 (pour « Autophagy adaptor protein sequestosome ») et de l’OPTN (pour 

« Mitophagy adaptor optineurin »), qui sont des protéines impliquées dans la réponse 

inflammatoire et antioxydante (533). 

Un autre mécanisme que le VHS-1 exploite afin de perdurer tout au long de la vie de 

son hôte est la latence. Une diminution, voire l’absence, de la synthèse protéique durant la 

latence, permet au VHS-1 de rester à l’abri de l’immunité. Il a été montré que l'expression de 

LAT induisant une surexpression de PD-L1 et le CMH-I chez les cellules de neuroblastome 

de souris (Neuro2A), pourrait favoriser l'épuisement fonctionnel des LT CD8+ dans les TG 

infectés (534). Ce dernier point montre que les ARN du VHS-1 sembleraient être impliqués 

dans l’évasion immunitaire.  
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Tableau-II : Principales protéines virales impliquées dans l'évasion immunitaire 

 

 

Adapté de (241, 535, 536) : Différentes voies de signalisation de l’immunité sont 

ciblées par les protéines du VHS-1 pour limiter sa détection. Le VHS-1 inhibe directement 

les récepteurs cytosoliques d'ADN comme cGAS et IFI16, et d'ADN comme TLR3, RIG-I et 

MDA5. Les molécules de signalisation, notamment MyD88, TRAF6, STING et TBK-1 

peuvent être inhibées par le VHS-1 pour empêcher la translocation nucléaire de IRF3/7 et 

NF-κB, responsable de l’activation de la production d'IFN et de diverses cytokines. Le VHS-

1 inhibe aussi directement IRF3/7 et NF-κB. Le VHS-1 a également évolué pour inhiber 

directement la voie de signalisation d’IFN, en inhibant la phosphorylation de JAK1 ainsi que 

la phosphorylation de STAT1 et sa translocation vers le noyau, en induisant une baisse de la 

production d'ISG.  

 
 
 
 

 

Protéines virales Rôle dans l’évasion immunitaire 

pUS3 Hyperphosphorylation et inhibition de l'IRF3 
Inhibition l'expression de TLR3 
Dégradation de bclaf2 
Inhibition de l'ubiquitination de TRAF6 
Inhibition de la phosphorylation de la sous-unité IFNGR1 
Inhibition la translocation nucléaire de la β-caténine 
Inhibe la fonction de la tapasine 

pUS11 Inhibition de RIG-I et MDA5 
Inhibition l'activation de la PKR 

UL13 (ICP0) Inhibition l'activation d'IRF3 et d'IRF7 
Dégradation IFI16 
Inhibition l'activation de STING 
Inhibition la phosphorylation de STAT1 
Induction de la diminution de l’expression de MyD88 
Inhibition de l'activation de TLR2 

UL36 (VP1-2) Désubiquitination de TRAF3 
Blockage du recrutement de TBK1 

UL37 Inhibition de  RIG-I 
UL41 (vhs) Dégradation de l'ARNm de l'hôte pour inhiber la traduction de l'ISG 

Inhibition de l'accumulation d'ADN viral dans le cytoplasme cellulaire 
Inhibition la phosphorylation de eIF2α 
Induction de la diminution de l’expression de cGAS 

UL46 Inhibition l'interaction de TBK1-IRF3 et la dimérisation de TBK1 
UL48 (VP16) Inhibition d’intéraction d’IRF3 avec CBP 

Inhibition de la production ISG induite par MAVS-Pex 
Blockage de la liaison de NF-κB à la région promotrice 

Ul54 (ICP27) Inhibition la phosphorylation et la translocation nucléaire de STAT1  
Inhibition la signalisation en aval de TBK1 et STING 
Dégradation de l'ARNm de l'hôte pour inhiber la traduction de l'ISG 

RL1 (ICP34.5) Inhibition de TBK1 
Contrôle de l'activité de l'IRF3 
Inhibition de TAP 
Inhibition de la phosphorylation de eIF2α 
Inhibition de l'activation de STING 
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Tableau-III : Principaux mécanismes d’évasion immunitaire du VHS-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protéines/transcripts 
de VHS-1 

Fonction 
du composant viral 

Rôle dans l’évasion immunitaire 

ICP34.5 Déphosphorylation de l’eIF-2a par le complexe 

ICP34.5/PP1α 

 

Activation de la synthèse protéique 

bloquée à la suite de la détection du 

virus (522) 

ICP0 Altération du fonctionnement des IRFs suite à 

leur intéraction 

Diminution de la production d'IFN 

et l'expression des ISGs (537) 

vhs Dégradation des genes impliquées dans la 

présentation d’antigenes CMH-I/II 

Inhibition de la lyse des cellules 

infectées par les LT CD8+ (524) 

ICP47 La liaison d'ICP47 à TAP impliquée dans le 

transport de l'antigène  

Inhibition de la présentation 

d’antigène sur le CMH-I (538) 

Us11 Inhibition de l'activation de la RNAse L de la 

cellule hôte 

Inhibition de la dégradation de 

l'ARN viral  (539) 

gE/gl Formation d’un complexe avec FcR Inhibition de  l'activation de la 

cytotoxicité cellulaire dépendante 

de l'anticorps associée au 

complément suite à l’intéraction du 

complexe  avec immunoglobulines 

spécifiques au VHS-1 (540) 

LAT Induction de la surexpression de PD-L1 Épuisement fonctionnel de LT 

CD8+ (534) 
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CHAPITRE-I 

1. Les hypothèses et les objectifs de recherche 

Les VHS infectent les cellules du SNC et causent l’EH, potentiellement mortelle. Cette 

infection a également des conséquences physiques, cognitives et sociales importantes pour 

les survivants. La majorité de ces survivants souffrent des séquelles neurologiques dues à 

une perte neuronale et une BHE perturbée, causées par la réplication virale ainsi que par 

l’inflammation qui semble en même temps être primordiale pour limiter la dissémination de 

l’infection. La corticothérapie complémentaire améliorant le pronostic de l’EH montre l’effet 

délétère de cette réponse inflammatoire. En revanche, la mortalité plus élevée chez les 

personnes immunodéprimées atteintes d’EH souligne que le contrôle de cette infection 

nécessite une bonne réponse immunitaire. Des études réalisées chez des modèles animaux et 

chez l’humain suggèrent que le cerveau infecté avec le VHS-1 est infiltré par les cellules 

immunitaires de la périphérie. Le recrutement tardif de ces cellules au moment du pic de 

l’infection semble ne pas être efficace pour contrôler la dissémination du VHS-1. De plus, 

les cellules infiltrantes peuvent aussi contribuer à l’exacerbation de l’inflammation.  

La microglie, qui est la cellule immunitaire innée résidante du SNC, joue un rôle majeur dans 

le contrôle de l’infection et du processus inflammatoire. La microglie réactive change de 

morphologie, devient phagocytaire et exprime des niveaux accrus d'antigènes du CMH 

impliqués dans la présentation d’antigène. De plus, ces cellules libèrent des 

cytokines/chimiokines qui amplifient la réponse inflammatoire en activant et en recrutant 

d'autres cellules aux sites des régions infectées du cerveau. L’ensemble de ces connaissances 

montre que la microglie représente une cellule d’intérêt qui pourrait permettre de limiter 

l’infection, moduler la réponse inflammatoire et aussi coordonner l’infiltration des cellules 

immunitaires de la périphérie au cours de l’EH. En contrepartie, des études sur certaines 

conditions neuropathologiques suggèrent que cette réponse microgliale pourrait devenir 

néfaste. Le rôle controversé des microglies reste peu connu dans le cadre de l’EH. Alors, il 

est nécessaire de mieux définir les phénotypes microgliales considérés « neurotoxiques » 

contribuant à l’exacerbation de la réponse inflammatoire. Nous pensons qu’une étude 

transcriptomique des microglies dans l’EH, permettrait d’identifier différentes voies 
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moléculaires impliquées dans ce changement du phénotype microglial « bénéfique » vers 

« néfaste », que nous pourrions éventuellement inhiber afin d’inhiber l’apparition de ce 

phénoype « néfaste ». Nous avons donc décidé d’approfondir la compréhension de la réponse 

microgliale dans l’EH, ce qui pourrait nous aider pour le développement de nouvelles 

stratégies thérapeutiques contre cette maladie. 

Ce projet de doctorat vise principalement à comprendre quel est l’impact des microglies sur 

le contrôle et l’exacerbation de l’EH expérimentale, mais aussi de comprendre le rôle et les 

mécanismes d'action des microglies au cours de l’infection du SNC par le VHS-1. Mon 

hypothèse de travail est que la réponse microgliale, essentielle pour le contrôle de l’infection 

en phase précoce, deviendrait incontrôlée à la suite de l’internalisation du VHS-1 et 

participerait à l’exacerbation de l’inflammation et au mauvais pronostic de l’EH 

expérimentale. 

Pour répondre à cette hypothèse, trois objectifs et sous-objectifs ont été définis:  

1. Générer un virus herpès simplex I recombinant neurovirulent, qui permettrait 

d’étudier plusieurs aspects de la pathogenèse de l’EH, incluant la dissémination du 

virus, les régions les plus infectées du cerveau et également la perturbation de la 

barrière hémato-encéphalique, dans des modèles in vivo. 

- Mettre en place le système CRISPR-Cas9 pour l’édition génomique du VHS-1 

- Évaluer l’impact de l’insertion des gènes rapporteurs dans la région intergénique 

non-codante d’UL26-UL27 sur le phénotype viral 

- Établir un système de semi-quantification des titres viraux cérébreaux à l’aide du 

signal bioluminescent détecté dans le sang des souris infectées par le rVHS-1, 

sans avoir besoin de faire des sacrifices et des titrations de cerveaux 

- Établir un système d’évaluation qualitative de la BHE à l’aide d’IVIS 

 

2. Évaluer l’impact des microglies, ainsi qu’un nombre plus élevé de microglies en 

phase précoce, dans le contrôle et l’exacerbation de de l’EH expérimentale. 

- Évaluer l’impact du M-CSF sur le pronostic de l’EH 

- Étudier l’effet du M-CSF sur le nombre et le phénotype microglial 

- Évaluer l’effet de la déplétion microgliale sur le pronostic de l’EH 



104 
 

- Étudier l’effet de la déplétion microgliale sur la réponse immunitaire dans l’EH 

 

3. Caractériser les mécanismes d'action des microglies situées dans les régions 

hautement infectées du cerveau, et comprendre leur contribution dans la réponse pro-

inflammatoire délétère. 

- Identifier la région cérébrale la plus infectée au pic de l’EH 

- Localiser le VHS-1 dans la microglie à l’aide de la microscopie éléctronique 

- Étudier le transcriptome des microglies isolées de la région hautement infectée 

Les résultats de ces trois objectifs et sous-objectifs de recherche sont présentés dans les 

chapitres -II, -III et -IV de cette thèse. 

2. Aperçu des résultats et contribution scientifique :  

Nos travaux ont d’abord permis de générer un virus herpès simplex I recombinant 

neurovirulent, qui nous a aidé à démontrer que la barrière hémato-encéphalique était 

perturbée durant l’encéphalite herpétique. En sachant que la réponse immunitaire incontrôlée 

altère la perméabilité de la BHE, nous avons décidé d’évaluer la contribution de la microglie 

dans cette réponse inflammatoire. Nos résultats ont montré que ces cellules sont cruciales 

pour le contrôle de l’EH. De plus, nos travaux ont souligné l’importance d’identifier et de 

tester des molécules immunomodulatrices, telles que M-CSF, qui permettraient de contrôler 

la réponse microgliale et améliorer le pronostic de cette infection. Enfin, l’analyse 

transcriptomique ainsi que l’imagerie par la microscopie électronique des microglies situées 

dans le noyau postéro-ventriculaire du thalamus au pic de l’infection, identifiée comme la 

région la plus infectée du cerveau à l’aide du VHS-1 recombinant, a révélé la présence de 

microglies ayant internalisé les virions et qui acquéraient un phénotype pro-inflammatoire, 

au mauvais pronostic de cette maladie.  
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Chapitre-II : La génération et la caractérisation d’un nouveau virus 

herpès simplex 1 recombinant permettant la surveillance in vivo de 

l'EH expérimentale 
 

 

Avant-propos 

Le chapitre-II correspond à un article « A novel bioluminescent herpes simplex virus 1 

for in vivo monitoring of herpes simplex encephalitis » dont je suis le premier auteur et qui a 

été publié dans la revue « Scientific Reports » en 21 Septembre 2021.   

PMID: 34548521 - DOI: 10.1038/s41598-021-98047-z 
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1. Résumé 

Le virus herpès simplex 1 (VHS-1) est responsable de l'encéphalite herpétique (EH), associée 

à un taux de mortalité de 70 % en l'absence de traitement. Malgré l'acyclovir, la mortalité reste 

élevée et la majorité des survivants souffrent des séquelles neurologiques. Ces dernières montrent 

qu’il faut continuer à développer et tester des nouveaux agents anti-herpétiques. Dans cet article, 

nous décrivons la génération et la caractérisation d’un nouveau VHS-1 recombinant neurovirulent 

(rVHS-1), exprimant le tdTomato (une protéine fluorescente) et Gluc (une enzyme catalysant une 

réaction bioluminescente), générée par CRISPR (pour « Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats ») – Cas9 (pour « CRISPR-associated protein 9 » (CRISPR/Cas9). L'activité 

Gluc mesurée dans le surnageant de culture cellulaire a été corrélée (P = 0,0001) aux titres viraux, 

ce qui a permis d’avoir un suivi in vitro de la cinétique de réplication virale. Une corrélation 

significative a également été trouvée entre les titres viraux cérébraux et l'activité de Gluc dans le 

plasma (R2 = 0,8510, P <0,0001) prélevé des souris BALB/c infectées par voie intranasale avec le 

rVHS-1. En analysant l'activité Gluc dans des échantillons de plasma des souris, nous avons pu 

effectuer une évaluation du traitement valacyclovir (VACV) au cours de l’EH expérimentale. 

Enfin, il a également été possible de visualiser la dissémination du rVHS-1 et en plus d'estimer les 

titres viraux cérébraux par la quantité de la lumière émise, à l’aide d’IVIS. Le nouveau rVHS-1 

exprimant des protéines rapporteuses représente un outil puissant pour évaluer in vitro et in vivo 

des nouveaux antiviraux, mais aussi pour étudier différents aspects de la pathogenèse de L’EH. 
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2. Abstract 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is responsible for herpes simplex virus encephalitis (HSE), 

associated with a 70% mortality rate in the absence of treatment. Despite intravenous treatment 

with acyclovir, mortality remains significant, highlighting the need for new anti-herpetic agents. 

Herein, we describe a novel neurovirulent recombinant HSV-1 (rHSV-1), expressing the 

fluorescent tdTomato and Gaussia luciferase (Gluc) enzyme, generated by the Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats (CRISPR) – CRISPR-associated protein 9 (Cas9) (CRISPR-

Cas9) system. The Gluc activity measured in the cell culture supernatant was correlated (P= 

0.0001) with infectious particles, allowing in vitro monitoring of viral replication kinetics. A 

significant correlation was also found between brain viral titers and Gluc activity in plasma (R2 

=0.8510, P <0.0001) collected from BALB/c mice infected intranasally with rHSV-1. 

Furthermore, evaluation of valacyclovir (VACV) treatment of HSE could also be performed by 

analyzing Gluc activity in mouse plasma samples. Finally, it was also possible to study rHSV-1 

dissemination and additionally to estimate brain viral titers by in vivo imaging system (IVIS). The 

new rHSV-1 with reporter proteins is not only as a powerful tool for in vitro and in vivo antiviral 

screening, but can also be used for studying different aspects of HSE pathogenesis. 
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3.1. Introduction 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1), a member of the Alphaherpesvirinae subfamily, is a 

neurotropic virus composed of approximately 150 kb of linear dsDNA 1. This neurotropic virus 

infects more than 60% of the world population and establishes lifelong latent infection in sensory 

neurons, mainly in trigeminal ganglia 2. Although most infections appear to be asymptomatic or 

mild, HSV-1 infection can also result in life-threatening conditions such as herpes simplex virus 

encephalitis (HSE) and neonatal infections 3. HSE is an uncommon neurological infection, while 

it remains the most frequent lethal sporadic acute viral encephalitis worldwide. Despite acyclovir 

therapy, the mortality rate of patients with HSE is approximately 30% 4. Moreover, most surviving 

patients still suffer from significant neurologic impairments because of neuronal and glial damage 

caused by viral replication and subsequent inflammation. It is also known that the permeability of 

the blood-brain barrier (BBB) is altered during HSE, leading to progressive neuroinflammation 

that contributes to neuropathological sequelae 5. 

HSE studies in mice usually require the sacrifice of animals at specific time-points to 

harvest the brain that will be used for histological or molecular analyses 6. However, these methods 

based on sequential sacrifices prevent longitudinal observations of infected animals. Recombinant 

HSV-1, engineered by different genome-editing strategies, such as bacterial artificial chromosome 

(BAC) recombination, allowed to identify viral gene functions of HSV-1 and characterize 

mutations affecting the pathophysiology of HSE. Unfortunately, genomic engineering of clinical 

strains is highly complex, and many of these recombinant viruses exhibited attenuated virulence 

in animal models 7. Recently, Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 

– CRISPR-associated protein 9 (Cas9) (CRISPR-Cas9) system was adapted for DNA editing in 

mammalian cells, which makes genomic manipulation of large viral DNA sequences easier and 

more efficient 8. This new method first induces a specific double-strand DNA break (DSB) by an 

RNA-guided nuclease, then enables genome editing by repairing DSB via either error-prone non-

homologous end joining (NHEJ) or homology-directed repair (HDR). Several recombinant herpes 

viruses, including HSV-1, were produced using the CRISPR-Cas9 system and can be used to 

conduct virus-host interaction studies 9,10. 
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Recombinant pathogens expressing different types of luciferase have enabled the 

monitoring of infections by in vivo bioluminescence imaging (BLI). This non-invasive imaging 

method allows real-time visualization of central nervous system (CNS) infections on a single 

animal throughout the course of infection 11. Moreover, the emerging use of the CRISPR-Cas9 

system made the generation of recombinant viruses expressing reporter proteins easier. The latter 

approach enabled observing the dissemination of neurotropic viruses into the CNS and identifying 

anatomic regions of the brain where high levels of viral replication occur 12. Despite these recent 

advances, the application of BLI in HSE studies remains limited. 

This study describes the generation and characterization of a novel recombinant herpes 

simplex virus 1 (rHSV-1) designed as a BLI tool to monitor HSE in living mice. Neurovirulent 

rHSV-1 was created by inserting two reporter genes coding for tdTomato fluorescent protein and 

Gaussia Luciferase (Gluc) enzyme, into the UL26-UL27 intergenic region of clinical HSV-1 strain 

H25, via Cas9-guide RNA (gRNA)-induced HDR strategy. After isolation of rHSV-1, the 

recombination event was validated by PCR and whole genome sequencing (WGS). Further, we 

studied in vitro and in vivo correlations between brain viral titers and relative light units (RLU) 

emission from different biological samples. As a proof-of-concept, we first evaluated the effect of 

valacyclovir treatment in HSE by analyzing Gluc activity in mouse plasma. Secondly, we used the 

newly generated rHSV-1 to study viral dissemination into the CNS and examine the BBB integrity 

by BLI. Here, we propose that rHSV-1 is a powerful tool for in vitro and in vivo antiviral screening 

and for studying HSE pathogenesis.  

3.2. Results 

Generation and isolation of recombinant HSV-1  

The transfection/infection approach was performed to generate rHSV-1 expressing Gluc 

and tdTomato reporter proteins, using the CRISPR-Cas9 system 13. Briefly, this method consists 

of transfecting host cells with a mixture of CRISPR-Cas9/gRNA and the donor plasmid prior to 

their infection with the virus to modify (Fig. 1, two workflows: (i) gRNA selection and (ii) rHSV-

1 production and validation). We designed three gRNAs (Table 1) to induce the viral DNA 

cleavage in the UL26-UL27 non-coding intergenic region, which was already well-characterized 
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13,14. In silico analysis on CHOPCHOP suggested a more significant efficiency (61.23 %) for 

gRNA-2 to create the DSB. 

Heterozygous peaks between 64th and 80th nucleotides of PCR amplicons corresponding to 

NHEJ-mediated repair into the gRNA-2 target site were observed on Sanger sequencing 

chromatogram (Fig. 2a, top). Based on our initial observations, we assumed that gRNA-2 

modified-viral pool contained at least 15 to 20% of mutant HSV-1 15,16. In addition, the indel 

analysis on the UL26-UL27 amplicons of mutant HSV-1 showed that mutation frequencies were 

higher in gRNA-2 edited HSV-1 fragments (highest indel frequency for gRNA-2: 27%) compared 

to other gRNA target sites (Fig. 2a, bottom). 

Next, the exogenous fragment carrying reporter genes, with flanking 128 pb left and 150 

pb right homology arms, was introduced into the virus genome by HDR of CRISPR-Cas9-induced 

DSB. Two reporter genes under the control of cytomegalovirus (CMV) major immediate-early 

(MIE) promoter were connected with 2A sequence coding for a self-cleaving peptide. This allows 

the co-expression of two reporter proteins from a single mRNA  17. The open reading frame (ORF) 

was adjusted by the addition of two nucleotides (-TA), and the bovine growth hormone (bgh) 

polyadenylation signal was placed downstream from the tdTomato gene and its stop codon. 

Moreover, we introduced a protospacer adjacent motif (PAM) altering-mutation that changed –

GGG to –GGA to avoid re-cutting the recombinant virus genome, as reported elsewhere 

(Supplementary Fig. 1) 18. The progeny virus was identified, and a single HSV-1 tdTomato+ plaque 

was isolated under a fluorescence microscope (Fig. 2b). Further, tdTomato expression was 

evaluated in rHSV-1-infected cells by a confocal microscope. Infected Vero cells were 

immunostained with an antibody anti-HSV-1 protein (Fig. 2c). Finally, we confirmed by PCR that 

the whole insert was present in the UL26-UL27 intergenic region of isolated rHSV-1 (Fig. 2d). 

Whole-genome characterization of the recombinant HSV-1 

The mutation acquired during the generation/isolation process of rHSV-1 may alter the 

viral phenotype. Thus, we analyzed the whole genomes of wild-type (WT) HSV-1 and rHSV-1 by 

WGS. As previously shown, WGS and assembly of HSV-1 is highly challenging due to high GC 

content and multiple repeat sequences 19. To this end, Sanger sequences were used in combination 

with Illumina short reads. Overall, sequencing depth varied from 1 to over 300 in some regions 
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when aligning reads to HSV-1 strain 17 reference genome (Fig. 3a). Most coding regions were 

fully covered, allowing to perform variant calling. Overall, 438 variations were found between 

strain H25 and strain 17 coding sequences. The variations were dispersed in most regions, except 

for the sequences of UL45 to ICP0, which mainly remained unchanged. 

Analysis of the multiplexed PCR assay showed a variable coverage between 1447 and 

7997, 100 bp before and after the expected position of the insertion, with a depth of 5756x on the 

insertion junction (Fig. 3b). Comparatively, no reads from the PCR assay aligned to HSV-1 strain 

17 genome. Similar results were observed, but with a lower sequencing depth, when using WGS 

data and aligning the reads on HSV-1 strain 17 genome (Fig. 3c). 

Variant calling of rHSV-1 on WT HSV-1 de novo assembled contigs showed 12 single 

nucleotide polymorphisms (SNPs), three of them resulting in a substitution, five being silent 

mutations on coding regions and four mutations on small contigs that could not be aligned to a 

coding region. The three missense substitutions appeared in three different proteins (UL29, UL38 

and UL41) during the generation and isolation process of rHSV-1. Val361Ile (position on 

reference genome: 56727) substitution was found in UL29 encoding ICP8 that plays a crucial role 

in viral DNA replication. ICP8 promotes helicase activity of helicase-primase complex (UL5-

UL8-UL52) of HSV-1. The residues between 332 to 564 of ICP8 were claimed to be involved in 

DNA binding 20. UL38 gene, encoding triplex capsid protein VP19C, had a Leu156Val substitution 

(position on reference genome: 80699) 21. Random insertions occurring in the central region of 

VP19C can affect viral growth 22. A Thr461Ile substitution (position on reference genome: 88254) 

was detected in UL41 encoding for virion host shutoff (vhs) protein. This viral RNase suppresses 

all cellular protein synthesis during HSV-1 infection 23. It is known that vhs may help HSV-1 

evade immune responses by inhibiting mechanisms such as cyclic GMP-AMP synthase-stimulator 

of interferon genes (cGAS/STING) interferon-b activation pathway 24. This newly identified 

substitution is located in region III (amino acids 365 to 489)  of UL41 polypeptide, where 

mutations could potentially enhance viral replication 25. 

At last, gRNA off-target activity was analyzed to understand if these mutations could be 

induced by CRISPR-Cas9 system. First results on CHOPCHOP with a closely related HSV-1 

genome (HSV-1 strain 17, GenBank: JN555585.1) showed no possible off-target for selected 
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gRNAs. Further in silico analysis by searching homology between gRNAs and WT WGS reads 

also confirmed that no off-target modification was possible using these gRNAs.  

Introduction of reporter genes into UL26-UL27 intergenic region did not alter in vitro viral 

replicative capacity 

The replicative capacity of the WT and rHSV-1 strains was evaluated in Vero cells by real-

time cell analysis (RTCA) and confirmed by plaque assay. Two different multiplicity of infection 

(MOIs) of 0.01 and 0.001 were used to infect cells, and the cell index (CI) was recorded for 4 days. 

We found that the viral replicative capacity of rHSV-1 remained unchanged compared to WT 

HSV-1 for both MOIs (Fig. 4a, b). We confirmed our data by comparing the replication capabilities 

of WT and rHSV-1 by plaque assay. Once again, we observed similar trends in replication kinetics 

(Fig. 4c) of both viruses, suggesting that neither the large foreign genes in the intergenic region of 

UL26-UL27 nor previously described SNPs in the rHSV-1 genome seem to have a significant 

impact on in vitro replication properties. 

Enhanced neurovirulence of rHSV-1 does not result in higher mortality rates 

We then examined whether rHSV-1 remained as neurotropic as the WT HSV-1 strain H25 

after genomic modifications. To evaluate the neurovirulence of rHSV-1, we infected BALB/c mice 

intranasally with 1 500 plaque forming unit (PFU) of WT or rHSV-1. On day 6 post-infection 

(p.i.), brain sections stained for HSV-1 proteins were analyzed by immunofluorescence 

microscopy. The detection of tdTomato+ CNS cells on rHSV-1-infected brain sections proved that 

rHSV-1 was able to infect the CNS (Fig. 4d). This observation was also validated by colocalized 

signals of tdTomato (rHSV-1) and GFP (HSV-1 proteins) on rHSV-1 infected CNS cells 

(Supplementary Fig. 2a). Although we observed lower tdTomato+ spots than those of GFP+, there 

was no difference in distribution patterns of infectious spots in CNS of rHSV-1- or WT HSV-1-

infected mice (Supplementary Fig. 2b). 

We further studied mortality rates and in vivo replicative kinetics of rHSV-1 in BALB/c 

mice infected intranasally with 1 500 PFU of WT or rHSV-1. We observed similar mortality rates 

for both strains (Fig.4e, 75% for WT HSV-1 vs 83.4% for rHSV-1, P-value: 0.29, non-significant). 

Viral titers in the CNS of rHSV-1-infected mice were 2.7 times higher than those infected with 
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WT HSV-1 (Fig.4f, 21 808 PFU/mg in WT brains, 58 643 PFU/mg in rHSV-1; P-value: 0.003) on 

day 6 p.i. These results suggest that, although rHSV-1 was associated with increased in vivo 

replicative capacity compared to WT, the two strains had similar mortality rates. 

In vitro and in vivo viral titers correlate with secreted Gluc activity  

Standard viral titration techniques are time-consuming and labor-intensive. To overcome 

these limitations, we determined whether the activity of secreted Gluc was correlated with the 

growth kinetics of rHSV-1. We measured cell culture supernatant viral titers by plaque assay (Fig. 

5a), then performed a Gluc activity assay on those supernatants (Fig. 5b). As expected, Gluc 

activity was observed only in cells infected with rHSV-1. Significant RLU values were detected 

as early as 8 hours post-infection (h p.i.) and reached a maximum at 42 h p.i. with more than 80% 

of Vero cells infected by rHSV-1. Significant correlations were observed between Gluc activity 

and PFUs (Fig. 5c, R2: 0.86, P-value <0.0001) in cell culture supernatants. Overall, these data 

suggest that rHSV-1 in vitro replication can be monitored by Gluc assay. 

Furthermore, we measured ex vivo Gluc activities in brain, blood and urine samples 

collected from rHSV-1-infected mice prior to and on days 4 and 6 p.i. A correlation study between 

viral titers in the CNS and RLUs obtained from the same samples was conducted. Positive 

correlation between brain viral titers and Gluc activity in mouse samples was observed for urine, 

plasma, and brain supernatant samples (Fig. 5d, urine: R2 = 0.7784, P-value: 0.0001; Fig. 5e, 

plasma: R2 = 0.8510, P-value < 0.0001; Fig. 5f, brain supernatant: R2 = 0.7146, P-value < 0.0001). 

However, we did not observe any correlation between Gluc activity in whole blood and viral titers 

in the CNS, suggesting an incompatibility of the Gluc test with whole blood. These results indicate 

that an accurate estimate of viral titers in the CNS could be performed by Gluc assay in readily 

accessible samples such as plasma and urine.  

Rapid assessment of antiviral compounds against HSE by measuring luciferase activity in 

plasma samples of mice 

We first evaluated the effective acyclovir concentration that reduced the cytopathic effects 

by 50% (EC50s) for both WT and rHSV-1. The EC50 of acyclovir against WT and rHSV-1 strains 

in Vero cells were, respectively, 1.567 ± 0.306 μg/mL and 0.947 ± 0.129 μg/mL by plaque 
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reduction assay (PRA). Based on a 1.65-fold decrease in EC50s of rHSV-1 (compared to EC50s 

of WT HSV-1; P-value: 0.1, non-significant), we concluded that there was no significant change 

in acyclovir susceptibility between these two viruses. 

The poor outcome of HSE despite acyclovir therapy underlines the need for new antiviral 

and anti-inflammatory compounds. We suggest that our in vivo antiviral drug testing method based 

on plasma Gluc activity, correlating with viral titers in the CNS, may accelerate the evaluation of 

new drugs. As a proof of concept, we assessed the effect of valacyclovir (VACV; a prodrug of 

acyclovir) on viral titers by measuring plasma Gluc activity on days 0, 4 and 6 p.i. We infected 

BALB/c mice intranasally with 2 500 PFU of rHSV-1 and treated them with VACV (1 mg/mL in 

drinking water ad libitum) from day 3 p.i. and on, as described elsewhere 26. The effect of 

valacyclovir on weight and survival rate of infected mice was evaluated for 14 days. VACV-treated 

mice exhibited a significant increase in survival rate compared to control mice that did not receive 

VACV (Fig. 6a, 35% for VACV, 0% for control; P-value: 0.04). In addition, mice that received 

VACV demonstrated significantly lower body weight loss than control mice on days 5 and 6 p.i. 

(Fig. 6b, P-value: 0.038 and 0.003, respectively). Finally, the impact of VACV on viral titers in 

CNS was investigated. We observed a 20-fold increase in viral titers in the CNS of control mice 

on day 4 p.i. (compared to VACV-treated mice; P-value > 0.99, non-significant). Viral titers were 

significantly lower in brain homogenates of VACV-treated mice on day 6 p.i. (Fig. 6c, 320 833 

PFU/mg of brain in control vs 42 291.8 PFU/mg of brain in VACV-treated mice; P-value 0.0029). 

We then evaluated the activity of Gluc in plasma samples at different time points to assess 

whether RLU kinetics follow the same trend as viral titers in the CNS. As expected, plasma RLU 

values of VACV-treated animals were significantly lower on day 6 p.i., compared to those from 

the control group (Fig. 6d, P-value: 0.04, 178.75 RLU for VACV group vs 3 178 RLU for the 

control group). Once again, we validated the positive correlation between RLUs obtained from 

plasma samples and viral titers in the CNS.  (Fig. 6e, R2 = 0.8958, P-value < 0.0001). Altogether, 

our data suggest that plasma Gluc activity correlates with viral titers in the CNS during an antiviral 

intervention. 
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Real-time monitoring of rHSV-1-induced HSE 

 To detect the presence of rHSV-1 in vivo, we inoculated BALB/c mice intranasally with 1 

500 PFU of rHSV-1 or WT HSV-1. Following intravenous injection of coelenterazine (CTZ), we 

could visualize bioluminescence signals produced by Gluc activity in the CNS of rHSV-1-infected 

mice on days 4, 6 and 8 p.i. (Fig. 7a). As expected, there was no signal detected in mice infected 

with WT HSV-1. 

 The time course of rHSV-1 dissemination from the nasal cavity into the CNS parenchyma 

was investigated by analyzing various rHSV-1-infected BALB/c mouse images from different time 

points. We noticed that the first signal in the CNS appeared on day 4 p.i. in olfactory bulbs, 

corresponding to the early stage of the disease (Fig. 7b – rHSV-1#2). On days 4 and 6 p.i., an 

intense signal emerged from the eye of some infected mice (Fig. 7b, rHSV-1#3, rHSV-1#4, rHSV-

1#5). Simultaneously, the diencephalon and several spots in the mesencephalon were detected 

(Fig. 7b, rHSV-1#4 and rHSV-1#5). BLI on day 8 p.i. also revealed an infectious site in an area 

that we assume to be the piriform cortex, a part of the central olfactory tract (Fig. 7a, Mouse V, 

Day 8: Infection Resolution). In addition, immunofluorescence (IF) studies on HSV-1-infected 

brain sections showed that optic tract, olfactory tubercule, bed nuclei of stria terminalis and 

paraventricular hypothalamic nucleus were the main infected areas on day 6 p.i. (Supplementary 

Fig. 2b, c)). Overall, we suggest that HSV-1 uses the olfactory pathway and visual circuitry to 

disseminate into the thalamus and hypothalamus 27. 

 Next, we evaluated whether IVIS-detected bioluminescence intensity (total flux (p/s) in 

manually defined Regions of Interest (ROIs)) emitted from the CNS correlates with brain viral 

titers (Fig. 7b). The correlation study conducted on five animals at different time points (Fig. 7b, 

table) suggested a strong correlation (R2: 0.9996, P-value <0.0001, not shown) between these two 

parameters. Our result demonstrates the potential of BLI to monitor viral titers in the CNS simply 

by measuring bioluminescent signals on IVIS-acquired images.  

BLI of rHSV-1-infected mice reveals blood-brain barrier damage during HSE 

 The BBB is a highly specialized structure formed by microvascular endothelial cells joined 

by tight junctions. CNS infections by a neurotropic virus may disrupt the BBB. It has been shown 
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that neither Gluc nor its substrate, CTZ, can cross the BBB 28,29. Our objective was to evaluate 

whether infection with HSV-1 alters the integrity of the BBB by BLI.  

 We injected i.p. CTZ to rHSV-1 infected mice on day 6 p.i. Following the CTZ 

administration, multiple image acquisitions (with an interval of 3 min) on the same mouse revealed 

the bioavailability of Gluc in different organs. First, signals appeared from i.p. injection site to the 

kidney and spleen (Fig. 7c, blue spots on image t). However, no signal was emitted from the CNS 

until the 6th min (Fig. 7c, image t + 6 min). Signals from the right side of the mouse body started 

to quench with CTZ diffusing into the systemic circulation 30. We noticed that some CNS regions, 

including olfactory bulbs, diencephalon, and eyes, began to emit signals during this shift. As 

expected, no signal emerged from control mice infected with WT strain (Fig. 7c, mouse on the 

right side). Altogether, we speculate that CNS infection by HSV-1 leads to a dysfunctional BBB, 

allowing CTZ to diffuse into the brain parenchyma and Gluc to accumulate in different organs. 

 To confirm BBB disruption, we used intravenous Evans Blue dye (EBD) injection in 

rHSV-1-infected mice on day 6 p.i. to visualize dye extravasation into the brain parenchyma. 

Following the i.v. EBD injection, we harvested the brain to observe if EBD could cross BBB (Fig. 

7d, top). Our observations on day 4 p.i. indicate that BBB disruption occurred in olfactory bulbs. 

On day 6 p.i., the olfactory bulbs were intensively stained with EBD. We also noticed that the 

BBB disruption progressed towards the mesencephalon on day 6 p.i., precisely towards the 

superior colliculus. The brain sections also showed that EBD was present in the thalamus and 

around the hypothalamic paraventricular nucleus. Moreover, western blot (WB) with Claudin-5, a 

tight junction protein, showed a significant decrease of its expression on day 6 p.i. (Fig. 7d, 

bottom). Altogether, this data indicates that rHSV-1 causes BBB disruption that can be rapidly 

evaluated by an intraperitoneal CTZ injection.  

3.3. Discussion 

Our study describes the development of a neurovirulent rHSV-1 expressing fluorescent 

tdTomato protein and Gluc enzyme, which constitutes a promising tool to study HSE pathogenesis. 

Many research groups have edited the HSV-1 genome for decades by traditional viral genome 

editing strategies such as chemical mutagenesis, site-directed mutagenesis by HDR, overlapping 
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cosmid clones and the BAC system. These approaches can generate infectious HSVs used for 

studying gene function and mutations 31-33. To our knowledge, the generation and characterization 

of a neurovirulent rHSV-1 obtained by genetically modifying a clinical strain have not been 

described yet. 

BAC technology provides a way to generate recombinant HSVs. However, this system 

remains challenging because of the requirement of cloning the large HSV-1 genome into a BAC 

vector. In many studies, newly-identified mutations in clinical HSV-1 isolates are inserted into the 

BAC-cloned genome of a laboratory strain, rather than cloning the whole genome of the new 

clinical strain with novel mutations into the BAC, 34. Moreover, the insertion of long vectors like 

BACs usually results in phenotypic changes, including altered viral growth and even a 

neurovirulence attenuation, which is problematic for HSE studies 35. One proposed solution to 

avoid the loss of neurovirulence was to excise loxP sites flanking the BAC by Cre recombinase 36. 

The targeted genomic region chosen to introduce exogenous fragments should be well 

characterized to limit HSV-1 neurovirulence attenuation. In our study, we decided to target the 

UL26-UL27 intergenic region of the clinical neurovirulent HSV-1 strain H25 to introduce two 

reporter genes. This location was already defined as a safe region to modify, with no effect on 

adjacent genes expression 13,37. However, another recent study claimed that targeting the UL26-

UL27 non-coding region for genome insertions could reduce viral replication 14. The replicative 

capacity of our rHSV-1 suggested that the insertion of exogenous fragment into this location in 

HSV-1 strain H25 did not affect in vitro viral replication. Moreover, we observed significantly 

higher viral titers in the CNS of rHSV-1-infected BALB/c mice on day 6 p.i. Altogether, this data 

indicates that the impact of the insertion of exogenous DNA on neurovirulence depends on the 

strain that we modify and the exact location of the insert. 

Conventional viral genome engineering methods are based on HDR in E. coli with HSV-1 

genome cloned into a BAC or a virally-infected cell line. However, because of the low frequency 

of the HDR, the efficiency of modifications is reduced. Our study took advantage of the increased 

frequency of HDR triggered by gRNA-2/Cas9 induced DSB to insert the exogenous fragment 

encoding two reporter proteins. On the other hand, the off-target activity of gRNA/Cas9 resulting 

in unwanted random mutations is a potential limitation 38. Based on that, we sequenced both rHSV-

1 and clinical HSV-1 strain H25 (WT) to evaluate whether off-target, and other random mutations 
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occurred during the production and the isolation of rHSV-1. Comparative genomic analysis of the 

two strains by next generation sequencing (NGS) revealed 3 non-silent mutations within three 

different genes. We suggest that these three non-silent mutations appeared randomly during rHSV-

1 purification passages 39. In addition, there were no phenotypic changes for rHSV-1, except an 

increase in neurovirulence, which could be related to Thr461Ile substitution in UL41 gene 

encoding vhs. We believe that such vhs mutation can alter its activity and may affect viral 

clearance by modulating the inflammatory response 40,41. 

By inserting two reporter genes (encoding for Gaussia Luciferase and tdTomato), we aimed 

to produce rHSV-1 generating bioluminescence and fluorescence that would be used for in vivo 

imaging of infected brains during HSE by BLI and bi-photonic fluorescent microscopy 42. The 

tdTomato reporter was used for viral distribution studies on brain sections without 

immunostaining. We observed similar distribution patterns, elicited by rHSV-1 and WT HSV-1, 

in BALB/c mouse brains. Interestingly, the tdTomato signal was absent on some of the GFP+ 

immunostained rHSV-1-infected brain cells. We believe that this phenomenon may be explained 

by slight amounts of tdTomato, compared to a large quantity of HSV-1 proteins immunostained 

by polyclonal antibodies. The location of the insert within the UL26-UL27 intergenic region 

classified as a late-transcribed gene could also lead to a late production of this fluorescent protein. 

However, the activity of Gluc encoded by the same insert was detected as early as 12 h p.i., 

suggesting that even late gene (γ) transcription starts very early throughout infection as reported 

previously 43. 

Our new tool was designed to overcome many of the problems that researchers experience 

with HSE animal studies performed with conventional techniques. Traditional methods requiring 

animal sacrifices provide information for a specific time point. BLI of rHSV-1-infected mice 

allows studying the time course of the infection on the same animals, reducing the number of 

required animals and avoiding animal-to-animal variability. Before validating rHSV-1 kinetics in 

vivo, we characterized it on Vero cells. Secreted Gluc activity in infected cell culture supernatants 

highly correlated with viral titers, suggesting that rHSV-1 could be used as an efficient in vitro 

antiviral screening tool. Next, we analyzed Gluc activity in different biological liquids collected 

from mice, looking for a correlation with viral titers in the CNS. Similar to previous studies on 

brain tumors expressing Gluc, significant correlations were obtained, indicating that a simple 
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luminescence analysis of plasma samples could be used to estimate viral titers in the brains 44,45. 

As a proof-of-concept, the antiviral activity of VACV for HSE was evaluated in vivo by Gluc 

activity in plasma of rHSV-1-infected mice. Our in vivo antiviral study also exhibited a correlation 

between viral titers in brain and luminescence levels in plasma. Reduced viral titers on both days 

4 and 6 p.i. in VACV-treated mice led to significantly increased survival rates. 

The combination of IVIS images and immunofluorescence studies on brain sections helps 

identify potential dissemination routes of HSV-1 in HSE, as performed for other viruses 46,47. 

According to our observations, following intranasal infection, rHSV-1 first infiltrates the brain via 

olfactory nerves, then uses the main olfactory route to infect the hypothalamus, including the 

suprachiasmatic nucleus (SCN). Thereafter, rHSV-1 can reach the optic nerve and induce 

conjunctivitis. The virus subsequently migrates to different parts of the diencephalon and 

mesencephalon. It has already been shown that bioluminescence intensity analysis could be used 

to estimate infectious virus titers 48. We were also able to assess viral titers in the CNS of rHSV-1 

infected mice using radiance values obtained from BLI following intravenous CTZ injection. 

Intraperitoneal CTZ injection revealed Gluc accumulation in different peripheral organs, 

suggesting that Gluc produced in the CNS can easily cross the BBB on day 6 p.i. Furthermore, the 

bioluminescent signal emitted from the CNS following intraperitoneal CTZ injection showed that 

CTZ can also cross the BBB. Based on these two observations, we assumed that the BBB was 

altered during the HSV-1 infection. Additionally, EBD assay on rHSV-1-infected mice revealed a 

significant increase of BBB permeability on day 6 p.i., compared to day 0 and day 4 p.i. We also 

confirmed BBB disruption by analyzing Claudin-5 expression in whole brain extracts on days 0, 

4 and 6 p.i. There was a significant reduction in Claudin-5 levels on day 6 p.i., suggesting no 

selective exchange between the CNS and blood compartments. 

An important limitation of BLI is a low spatial resolution that makes the identification of 

the exact location of infected areas more difficult, especially in the CNS, because of limited 

substrate bioavailability caused by the BBB and reduced amount of emitted light by skin and skull. 

However, rHSV-1 demonstrated significant advantages over conventional methods used to assess 

antiviral drugs in HSE by allowing to monitor CNS infection with less or non-invasive samples 

using bioluminescence. Our strategy highlights the feasibility of developing new recombinant 

HSV-1 with reporter proteins and without neurovirulence attenuation by using the CRISPR-Cas9 
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system on clinical strains. This new rHSV-1 reporter strain is a powerful tool to improve our 

knowledge of HSE pathogenesis and to simplify the assessment of therapeutic modalities. 

 

3.4. Materials and methods 

Viruses and cells 

The clinical neurovirulent HSV-1 strain H25 was used to generate rHSV-1. Vero cells 

(ATCC #CCL-81) were cultured in minimal essential medium (MEM) (Gibco/Invitrogen) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Wisent) and 1% HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic acid), at 37 °C in 5% CO2. Viral titers were measured by plaque assays, 

as described elsewhere 49. 

Mice 

Six-week-old male BALB/c mice were obtained from Charles River. Mice were slightly 

anesthetized and infected with clinical HSV-1 strain H25 or rHSV-1 in 20 µL of MEM by 

intranasal inoculation. Animals were monitored three times daily for 14 days and sacrificed when 

body weight loss ≥ 20% or two other obvious sickness signs were observed. All animals were used 

in accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines, and the protocol was 

approved by the Animal Care Ethics Committee of Laval University (protocol no. 2017072). The 

study was carried out in compliance with the ARRIVE guidelines. 

Guide RNAs (gRNAs) design and plasmid construction 

The UL26-UL27 intergenic region of HSV-1 strain H25 was chosen to insert the exogenous 

fragment. gRNAs were designed using the CHOPCHOP web tool (https://chopchop.cbu.uib.no) 

and using the HSV-1 strain 17 complete genome (Sequence ID: JN555585.1) 50. Four gRNAs were 

cloned into the eSpCas9(1.1) PX330-like plasmid (Addgene). Three gRNAs target the UL26-

UL27 intergenic region, and one did not target the selected region and was used as a negative 

control. The eSpCas9 plasmids were constructed as described elsewhere 51. 
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The CRISPR-Cas9-induced HDR strategy was used to insert a 2918bp exogenous fragment 

into the viral genome. The donor plasmid was constructed by cloning two gBlocks (produced by 

Integrated DNA Technologies) into the pEGFP-N1 vector used as a backbone plasmid. gBlocks-

1 and 2 were digested with EcoR-I/Not-I and NotI/KpnI restriction enzymes (New England 

Biolabs (NEB)), respectively. Digested fragments were then ligated into the respective restriction 

sites of the pEGFP-N1 vector in two separate steps. Next, 128 pb left, and 150 pb right homology 

arms were amplified and digested respectively with AseI and NotI enzymes. Digested PCR 

products were ligated in the respective restriction sites of the donor plasmid in two separate steps. 

gRNA selection and indel mutation analysis 

80-90% confluent Vero cells seeded in 6-well plates were transfected with 2 µg of 

gRNA/eSpCas9 plasmid. 12h post-transfection, cells were infected with HSV-1 strain H25 at a 

MOI of 1. After 90 min of incubation, the medium was gently aspirated. Infected cells were washed 

with phosphate-buffered saline (PBS) and overlayed with MEM containing 2 % FBS. To analyze 

the % of gRNA-mediated-NHEJ, supernatants containing a mixture of WT and mutant viruses 

were collected at 36 h p.i. Diluted supernatants were used to infect Vero cells in 24-well plates. 

Genomic DNA extractions were performed with QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) on day 

3 post-infection. The UL26-UL27 intergenic region of the virus mixture was amplified by Q5 Hot 

Start High-Fidelity DNA polymerase (NEB). PCR products were analyzed on a 0.8% agarose gel. 

The bands of interest around 1500 bp in size were gel-purified, and the first 260bp of 5' end of 

amplicons were analyzed by Sanger sequencing. Multiple sequence alignments using ClustalW 

were performed to evaluate gRNAs by verifying deletions and/or insertions of nucleotides into the 

UL26-UL27 intergenic region 52. The ‘Inference of CRISPR Edits’ (ICE) analysis was performed 

to assess gRNA editing efficiency (https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-

analysis). 

Generation and isolation strategy for rHSV-1 

The transfection/infection method was used to generate the recombinant virus by 

introducing reporter genes under the control of the CMV MIE promoter into the intergenic region 

of UL26-UL27 via HDR, as described previously 13. Cells were transfected with 2 µg of a mixture 

of plasmids (gRNA and donor plasmid / 1:1 ratio) and Lipofectamine 2000 (Life Technologies) (3 
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μL/μg DNA) in 1 mL of OptiMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) for 12 h and then infected 

with WT HSV-1 strain H25. For the isolation of the recombinant virus, tdTomato+ cells were 

visualized by fluorescence microscopy (Nikon - Eclipse TE300 Inverted Microscope). Picked cells 

were resuspended in a cell culture medium and used to infect new Vero cells. Five rounds of plaque 

purification were performed to purify the recombinant virus before analysis. 

Multiplex PCR Targeted Amplicon (MTA-Seq) and whole genome sequencing 

Before the characterization of rHSV-1, we confirmed by Illumina deep sequencing that 

viral isolation and production steps were successfully performed without any remaining WT HSV-

1 contaminant. A PCR assay followed by deep sequencing of its products was developed to identify 

heterogeneous viral populations, as described elsewhere 53,54. We designed a multiplex PCR that 

combines a common forward primer for both and two specific reverse primers targeting WT or 

recombinant HSV-1. Viral DNA was isolated with the Blood-Mini-Kit (Qiagen). Q5 Hot Start 

High-Fidelity DNA polymerase (NEB) was used to amplify 584bp and 543bp fragments for WT 

and recombinant virus, respectively. The bands of interest (between 500-650 bp) were gel-purified 

and then quantified by Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific) to adjust the concentration before 

Illumina deep sequencing. 

In addition to PCR products, we also sequenced the whole genomes of WT and 

recombinant viruses. DNA extracts were first quantified using Qubit 3.0. Then, 1 ng of each 

sample was used to prepare DNA libraries using the Nextera XT sample preparation kit (Illumina), 

according to the manufacturer's instructions. A purification step with AMPure XP beads (Beckman 

Coulter) to remove very short library fragments was performed prior to library normalization. The 

libraries were then multiplexed, clustered, and finally sequenced using the Nextera XT kit 

(Illumina) as described by the manufacturer, except that 10% phiX Control (Illumina) was added 

to the library pool. The paired-end sequencing (2 × 250 nucleotides [nt]) was performed on a 

MiSeq system (Illumina). 

Reads were first demultiplexed using bcl2fastq v2.20. WT HSV-1 and rHSV-1 reads were 

independently aligned with HSV-1 strain 17 genome (LT576870.1) using Snippy v4.3.6 

(https://github.com/tseemann/snippy). Using Tablet v1.19.09.03, coding regions with low to no 

coverage were manually identified, and PCR primers were designed to amplify and sequence these 
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regions using Sanger sequencing 55. The resulting Sanger sequences and Illumina reads were used 

to assemble the genomes using Spades genome assembler v3.13.0 56. After assembly, reads from 

rHSV-1 were aligned with WT HSV-1 contigs to find possible mutations using Snippy. 

Reads corresponding to the multiplexed PCR of the insertion junction were aligned to the 

contigs from rHSV-1 containing the expected insertion and to the complete genome of HSV-1 

strain 17. Coverage at each position was retrieved from the bam files using Python and PySam 

v0.16.0.1 (https://github.com/pysam-developers/pysam).  

Off-target analysis for gRNAs 

The initial off-target analysis was performed on CHOPCHOP while designing gRNAs. 

Before that, UL26-UL27 intergenic region of HSV-1 strain H25 was amplified, then Sanger 

sequenced. A similar HSV-1 genome (JN555585.1), also available in the reference genomes 

database of CHOPCHOP, was identified by the UL26-27 sequence of HSV-1 strain H25. Our 

initial in silico analysis of UL26-UL27 fragment permitted to choose three gRNAs with no 

potential off-targets on the reference genome (JN555585.1). Another reference genome 

(LT576870.1), 99.2% identical to JN555585.1, was used for WGS analysis of HSV-1 H25. As 

these three HSV-1 genomes were highly similar (>99%), we concluded that there were no potential 

off-target sites for our gRNAs on the genome of HSV-1 H25 strain. In addition, gRNA sequences 

were used to find sequences from the WT reads containing possible target for CRISPR-Cas9, by 

using BLAST (blastn-short). All 96 matching reads were aligned against the reference sequence 

(LT576870.1). No possible off-targets were detected using this analysis.  Considering the three 

analyses we performed; namely CHOPCHOP on JN555585.1, gRNA blast on LT576870.1 and 

gRNA homology search on HSV1-WT, we concluded that no off-targets were possible for the 

selected gRNA.  

Characterization of tdTomato expression 

We first observed the expression of tdTomato in vitro while isolating rHSV-1. tdTomato 

expression was confirmed on infectious spots of rHSV-1 with immunofluorescence assays (IF). 

Additionally, Vero cells on cover slips were infected with isolated rHSV-1, then also 

immunolabeled to visualize tdTomato expression in a single cell level. The following approach 
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was performed for both immunofluorescence assay. Infected Vero cells were fixed 72 h.p.i. by 

adding 500 µL of 4% paraformaldehyde (PFA) (30 min at room temperature (RT)). After 3 washes 

with 1X PBS, cells were first permeabilized by adding 500 µL of 0.1% Triton X-100 in 1X PBS 

(15 min at RT), then blocked with 500 µL of 2% bovine serum albumin in PBS (60 min at RT). 

Cells were incubated with HSV-1/2 polyclonal primary antibody (Bio-Rad Laboratories) for 2 h, 

then with secondary Alexa Fluor 488-labeled goat IgG (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) 

antibody for 45 min at RT protected from light. After three washes with 1X PBS, a fluorescent 

microscopy image (Fig. 2b) was captured using a Nikon fluorescence microscope (Eclipse TE300 

Inverted Microscope). Image acquisition of rHSV-1-infected Vero cells (Fig. 2c) was performed 

(Z-stack of 11 images at 0.2-µM intervals) with an Olympus IX80 equipped with a WaveFX-

Boreal-SC Yokagawa spinning disk confocal (Quorum Technologies) and an Orca Flash4.0 

camera (Hamamatsu). 

Harvested brains were prepared for the immunofluorescence analysis as described 

elsewhere 57. Brain sections fixed with PFA 4% were incubated with the same antibodies as 

mentioned above. Finally, nuclear staining was performed using DAPI. Confocal fluorescence 

microscopy images were captured using an Axio Imager M2 epifluorescence microscope equipped 

with an AxioCamMRm (Carl Zeiss Microscopy GmbH). 

In vitro analysis of viral replicative capacities and Gluc activity 

Replication kinetics of rHSV-1 were analyzed by two in vitro approaches: 1) RTCA system 

(xCELLigence; ACEA Biosciences, Inc.) and 2) plaque assay. First, confluent Vero cells seeded 

in E-Plates 96 (6-wells per time point) were inoculated with WT or rHSV-1 at a MOI of 0.01 and 

incubated for 90 min. The viral suspension was removed and replaced by fresh culture medium 

(MEM plus 2% FBS). Normalized CI (cell index) values were then recorded every 30 min for 72 

h, as described elsewhere 58. 

To confirm RTCA results, we compared WT and rHSV-1 replicative capacities by plaque 

assay. As mentioned above, confluent Vero cells seeded in 24-well plates were infected with WT 

or rHSV-1 at a MOI of 0.01. Briefly, cell culture supernatants from triplicate wells were sampled 

every 8 or 12 h for 54 h. 100 μL of collected supernatants were used to measure viral titers. 
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Simultaneously, 30 μL of the supernatant were used to determine the Gluc activity by the Gluc 

reporter-based assay as described elsewhere 59. 

In vivo analysis of neurovirulence, viral replicative capacity and Gluc activity 

BALB/c mice were infected with 1500 PFUs of clinical HSV-1 strain H25 or rHSV-1, and 

survival rates were compared. Luciferase activity in brain homogenates, whole blood, plasma and 

urine collected from rHSV-1-infected mice on days 0, 4 and 6 p.i. was measured. Brain 

homogenates were centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C. Blood samples (~150 μL) were 

withdrawn from the facial vein of mice and collected in EDTA-coated tubes (Thermo Fisher 

Scientific) to prevent coagulation. For plasma isolation, half of the blood samples was centrifuged 

for 10 min at 1 500 x g at 4°C. Urine samples were collected by abdominal palpation. Then, blood, 

plasma or urine samples were used to carry out luciferase assay 45. Except for urine samples, 30 

μL of undiluted samples were transferred to flat solid bottom and opaque-walled white 96-well 

laminator Costar plates (Fisher Scientific Inc). For urine sample analysis, 15 μL of urine samples 

were mixed with 15 μL of PBS 1X. 

In vivo imaging and monitoring of HSE 

rHSV-1-infected mice were anesthetized with 2.5% vaporized isoflurane inhalation. 

Animals were monitored by BLI resulting from Gluc activity. To validate our HSE model, 50 μL 

of Inject-A-Lume coelenterazine substrate diluted in Fuel-Inject (Nanolight Technology, Prolume 

Ltd.) was injected intravenously (i.v.) through the tail vein. Two min after CTZ administration, 

mice were imaged (60 s exposure time) with an IVIS Spectrum in vivo imaging system (Perkin 

Elmer). For BBB permeability analysis, the same amount of CTZ was injected intraperitoneally 

(i.p.), and 6 images were acquired at 3 min-intervals for 15 min to monitor bioluminescent signal. 

Data (in radiance (photons per second per square centimeter per steradian (p/s/cm2/sr)) were 

analyzed using Living Image 3.0 software (Perkin Elmer/Caliper Life Sciences). 

Evaluation of valacyclovir treatment by bioluminescence  

Susceptibility of WT and rHSV-1 to acyclovir (Sigma-Aldrich) was first tested by PRA 58. 

The effect of valacyclovir (Sigma-Aldrich) treatment on HSE was evaluated by measuring 

bioluminescence signal resulting from Gluc activity in plasma samples. Mice were infected 
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intranasally with 2.5 × 103 PFU of HSV-1 strain H25. VACV (1 mg/mL in drinking water ad 

libitum from day 3 and on) was administered to infected mice, as described elsewhere 26. For 

survival rate experiments, mice were monitored for 14 days for the appearance of HSE-related 

signs or death as described above. Subsets of mice were sacrificed before the infection and on days 

4 and 6 p.i. Brain homogenates were prepared to quantify viral titers, as reported elsewhere 57. 

Evaluation of BBB disruption 

The Evans blue dye (EBD) test was used to assess the blood-brain barrier (BBB) integrity. 

Non-infected control and mice infected intranasally with 1500 PFU were given 50 μL of EBD i.v. 

[1 % (w/v) in PBS] (Sigma) on days 0, 4 and 6 p.i. Three hours later, mice were perfused with 20 

mL PBS 1X and brains were harvested and photographed to analyze EBD-stained areas visually. 

Western blotting was conducted by using total protein extract of the brain to detect Claudin-5. 

Total cellular protein was extracted by sonicating the brain in chilled Cell Lysis buffer (Sigma) 

followed by centrifugation at 11 000 x g for 20 min, and then the soluble supernatant fraction was 

collected. An equal amount of total protein (50 µg) was separated by SDS-PAGE, transferred onto 

nitrocellulose membrane, and incubated overnight with polyclonal antibodies against claudin-5 

(Santa-Cruz Biotechnologies Inc.). Simultaneously, another membrane was prepared and 

incubated with polyclonal antibodies against β-catenin (Abcam) selected as a housekeeping 

protein. Following incubation with secondary antibodies conjugated with horseradish peroxidase 

(HRP), chemiluminescence assay was performed with Supersignal West Pico chemiluminescent 

substrate (Thermo Fisher Scientific). Uncropped images of scanned western blots shown in (d) are 

provided (Supplementary Fig. 3) 

Statistical analyses 

All statistical analyses, regression and correlation studies were performed using GraphPad 

Prism version 8.4.2, GraphPad Software, San Diego, California USA (www.graphpad.com), after 

excluding outliers by Grubb's test. A P value of < 0.05 was considered statistically significant. All 

data are presented as means ± standard errors of the mean (SEM). EC50s of acyclovir against two 

viruses were compared by the Mann-Whitney test. Survival rates were analyzed by log-rank 

Mantel-Cox tests. All other data were analyzed by two-way ANOVA with Sidak's multiple 

comparisons test. 
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Data availability 

The data and primer sequences that support the findings of this study are available upon 

request from the corresponding author. The genomic data is available through Biosample database 

at NCBI (accession numbers: SAMN18751846 (HSV-1 strain H25) and SAMN18751847 (rHSV-

1)). 
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Figures: 

 
Figure 1: CRISPR-Cas9-mediated generation of recombinant HSV-1 (rHSV-1). Schematic 

presentation of two workflows: (i) gRNA validation and (ii) rHSV-1 production and the validation. 

(i) gRNA validation: Following the transfection/infection step (P1: CRISPR-Cas9 vector/ HSV-1 

strain H25), collected supernatants were diluted and used to infect naïve Vero cells. Supernatant 

was collected and viral DNA was amplified. PCR products from the amplification of UL26-UL27 

intergenic region were first gel-purified, then Sanger sequenced for NHEJ-mediated indel mutation 

analysis. (ii) rHSV-1 production and validation: Following the transfection/infection step (a 

mixture of plasmids (P1: CRISPR-Cas9 vector and P2: The HDR (homology-directed repair) 

donor plasmid)/ HSV-1 H25 strain), collected supernatants were used to infect naïve Vero cells. 

tdTomato+ rHSV-1 infected cells were isolated and used to infect naïve Vero cells. Five rounds of 
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isolation/infection process were performed to eliminate all WT HSV-1 virions from rHSV-1 viral 

production. Supernatant was collected and DNA extraction was performed. PCR products from 

multiplex PCR were gel-purified. Two viral DNAs (WT HSV-1 H25 strain, rHSV-1) and gel-

purified Multiplex PCR products were deep-sequenced by using Illumina MiSeq. Bioinformatic 

analysis was performed for whole-genome construction of both viruses. Images were created using 

Adobe Illustrator (version 25.3.1/ https://www.adobe.com/). 
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Figure 2: rHSV-1 production, isolation, and validation process (a) Validation of gRNA-2 

targeting UL26-UL27 intergenic region. Sanger sequencing chromatograms of UL26-UL27 PCR 

amplicons from edited samples containing WT and recombinant HSV-1 show heterozygous peaks 

between 64th and 80th nucleotides that correspond to NHEJ-mediated indel introduction after 

gRNA-2 guided Cas9 cut (top). The horizontal black and red dotted-underlined regions represent 

gRNA and PAM sequences, respectively. Example of Inference of CRISPR Edits’ (ICE) analysis 

on a gRNA-2-edited viral clone showing indel mutations in UL26-UL27 intergenic region of HSV-

1 (bottom). The contributions show the inferred sequences present in the edited population and 

their relative proportions. Black vertical dashed lines represent cut sites (top and bottom) and the 

WT sequence is indicated with a “+” on the left. (b) The isolation of rHSV-1 was confirmed by 

immunostaining analysis of infected Vero cells for rHSV-1. Immunofluorescence analysis of 

infectious spots (scale bar: 10 μm, magnification 5X) showed that all infectious spots were 
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tdTomato+ (red) and HSV-1+ (green). (c) Confirmation of tdTomato expression by rHSV-1+ Vero 

cells. tdTomato expression (red) was confirmed by confocal imaging of infected Vero cells labeled 

with HSV-1 proteins (green) and counterstained with DAPI (blue) (scale bar: 10 μm, magnification 

100X). Following the selection process of rHSV-1, Vero cells on cover slips were infected with 

rHSV-1, then washed, fixed, permeabilized, blocked and immunostained. (d) Confirmation (top) 

and schematic presentation of the incorporation of exogenous fragment (bottom) into UL26-UL27 

intergenic region. Agarose gel electrophoresis of PCR products obtained from the UL26-UL27 

intergenic region amplification of WT HSV-1 (700bp) and rHSV-1 (3796bp). 
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Figure 3: Sequencing depth (Coverage (number of reads) from high-throughput sequencing 

of the whole genome and the insertion junction. (A) Average sequencing depth over 500 bp. 

after alignment of HSV-1 strain H25 (blue) and recombinant HSV-1 (rHSV-1) (red) on reference 

genome of HSV-1 strain 17. The dash line represents the expected insertion junction. (B) 

Sequencing depth of the multiplexed PCR library over the contig from rHSV-1 that contains the 

insertion. The PCR clearly shows that the expected junction is amplified. (C) Zoomed view from 

(A) to better compare the sequencing depth at the expected insertion position from HSV-1 strain 

17. There are no reads from rHSV-1 that overlap the insertion point but coverage increases right 

after, suggesting a successful insertion. 
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Figure 4: In vitro and in vivo replicative capacities of rHSV-1. (a, b) Replicative capacity of 

wild-type (WT) HSV-1 and recombinant HSV-1 (rHSV-1) were determined by real-time cell 

analysis (RTCA) for 96 hours. Two different multiplicity of infection (MOI) (0.01 (a) and 0.001 

(b)) were used to infect Vero cells. Data are represented as 1/cell index, a dimensionless parameter 

that reflects changes of cellular morphology or growth rate (WT: black bars and circles, rHSV-1: 

red bars and triangles). (c) Replicative capacity of wild type (WT: HSV-1 strain H25) and 

recombinant HSV-1 (rHSV-1) virus at a MOI of 0.001, as determined by plaque assay. Vero cells 

were infected with both viral strains for 90 min at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The viral 

suspensions were removed, and cells were incubated with MEM plus 2% FBS. The cell culture 

supernatants were collected for 54 hours. Results represent the means ± SEM for triplicate. (d) 

Representative fluorescent microscopy images of a WT HSV-1 (left) and rHSV-1-infected (red) 

(right) brain sections counterstained with DAPI (blue) on day 6 post-infection. tdTomato signal is 

localized in the bed nuclei of stria terminalis and medial preoptic area. (e) Survival curves of mice 

infected with WT HSV-1 (black line with circles) and rHSV-1 (red line and triangles). Survival 
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rates were analyzed using a log-rank (Mantel-Cox) test. (f) Viral titers in brain homogenates were 

measured by a standard plaque assay on Vero cells on days 0, 4 and 6 post-infection. The results 

are reported as PFU per milligram of brain homogenates and represent the means ± SEM for 3 to 

4 mice per group at each time point. Statistical analyses were performed using two-way ANOVA 

with Sidak's multiple comparisons test.  
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Figure 5: In vitro and in vivo relative light units (RLUs) and rHSV-1 titers correlations. (a) 

Replicative capacity of recombinant HSV-1 (rHSV-1) at a MOI of 0.001 as determined by plaque 

assay. Vero cells were infected with rHSV-1 for 90 min at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The 

viral suspensions were removed, and cells were incubated with MEM complemented with 2% 

FBS. The cell culture supernatants were collected for 54 hours. (b) Gluc secretion was detected in 

vitro in supernatants. Gluc in supernatants were analyzed for relative light units (RLU). Results 

are presented as mean ± SEM. (c) Previously measured virus titers and corresponding RLU values 

were analyzed with a simple linear regression (linear regression line presented in orange). The 

regression equation, confidence intervals (black dashed lines), R2 and P-value are shown in the 

graph. Six-week-old BALB/c male mice were infected intranasally with 1 500 PFU of HSV-1 

strain H25 in 20 µL of minimal essential medium. Brain, blood and urine samples were collected 

on days 0, 4 and 6 post-infection. rHSV-1 titers in brains and Gluc activities in urine (d), plasma 

(e) and brain homogenate supernatants (f) were analyzed with a simple linear regression. The 

regression equation, confidence intervals (dashed lines), R2 and P-value are shown in the graph. 
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Figure 6: Luciferase activity-based rapid assessment of valacyclovir treatment against HSE. 

The effect of valacyclovir (VACV) administration was studied in 6-week -old male BALB/c mice 

infected intranasally with 2 500 PFU of HSV-1 strain H25 in 20 µL of minimal essential medium. 

Infected mice were treated with VACV (1mg/mL in drinking water) from day 3 post-infection and 

on. The differences in survival rates (a) and percentage of body weight changes (b) were evaluated 

for 14 days post-infection, using Log-Rank (Mantel– Cox) and Holm-Sidak multiple comparison 

t-tests, respectively. The digits along the curves (b) correspond to the numbers of dead mice on the 

indicated day. Viral titers in the CNS (PFU/mg of brain) (c) and luminescence (RLU) (d) in plasma 

samples of infected mice were measured on days 0, 4 and 6 post-infection. Results represent the 

means ± SEM. Statistical differences between groups (Control group: black squares or bars; 

VACV: orange circles or bars) were obtained using two-way ANOVA with Sidak's multiple 

comparisons test. rHSV-1 titers in brains and Gluc activities in plasma (e) were analyzed with a 

simple linear regression. The regression equation, confidence intervals (black dashed lines), R2 

and P-value are shown in the graph. 
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Figure 7: Study of viral dissemination in the CNS and viral titer estimation in herpes simplex 

virus encephalitis (HSE) by bioluminescent imaging (BLI).  (a) Representative BLI images of 

early (Mouse I and Mouse II, Day 4), moderate (Mouse III, Day 6) and severe (Mouse IV, Day 6) 

HSE are shown at different time points. Two images acquired from different angles (both images 

captured from the same “Mouse V, Day 8”) allowed a better anatomical localization of infected 

areas. (b) A bioluminescence imaging series of representative mice infected with 1 500 PFU of 

WT HSV-1 (mice on the left side) or rHSV-1 (mice on the right side) on days 3, 4 and 6 p.i. The 
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bioluminescent signal is expressed in average radiance (p/s/cm2/sr). Animals infected with rHSV-

1 were sacrificed and brains were removed to measure viral titers by plaque assay. The above table 

shows ROI-1 (negative control area, mouse infected with WT HSV-1 strain H25), ROI-2 

(bioluminescent signal in the CNS, mouse infected with rHSV-1) radiance values (p/s/cm2/sr), 

ROI-2 - ROI-1 (normalized bioluminescent signal) and viral titers in brains for each rHSV-1 

infected-mouse (c) Time-course imaging of rHSV-1-infected mice to evaluate blood-brain barrier 

(BBB). Following intraperitoneal CTZ injection, mice inoculated with 1 500 PFU of rHSV-1 were 

imaged every 3 min on day 6 post-infection. (d) BBB permeability is increased in rHSV-1-infected 

brains. Whole brain photos show that olfactory bulbs (on days 4 and 6 p.i.) and superior colliculus 

(on day 6) were intensely stained with extravasated Evans Blue dye (EBD). Coronal sections of 

whole brains showed EBD accumulation in thalamus and periventricular nucleus in hypothalamus 

of brains on days 4 and 6 p.i. (above). Western blots for claudin-5 were performed with whole 

brain extracts from rHSV-1-infected mouse brains. Trimer forms of Claudin-5 (69 kDa) expression 

were highly reduced on day 6 p.i.  
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Table-I: DNA oligonucleotides used to construct gRNA plasmids  

 

*gRNA sequences (20 nucleotides) followed by PAM-3' (red capital letters) 

** 5'-caccg (Oligo-1) and 5'-aaac (Oligo-2) (red small letters) overhangs were added to gRNA oligos to clone these oligos into 

CRISPR vector 

 

gRNAs 

In silico efficiency (CHOPCHOP) 

 

Target sequences/Target regions* 

 

Oligo-1/ Oligo-2** 

gRNA-1 / 57.04% AGGAAAGAGGAAACAGGCCGCGG / UL26-UL27 5’-caccgAGGAAAGAGGAAAACAGGCCG-3’ 

5’-aaacCGGCCTGTTTCCTCTTTCCTC-3’ 

gRNA-2 / 61.23% GGAATCGGCACTGACCAAGGGGG / UL26-UL27 5’-caccgGGAATCGGCACTGACCAAGG-3’ 

5’-aaacCCTTGGTCAGTGCCGATTCC-3’ 

gRNA-3 / 57.7% GGGGAATCGGCACTGACCAAGGG / UL26-UL27 5’-caccgGGGGAATCGGCACTGACCAA-3’ 

5’-aaacTTGGTCAGTGCCGATTCCCC-3’ 

gRNA-4 / 0% GTCCATATTTGTGCTGTGCCGCGG / UL29-UL31 5’-caccgGTCCATATTTGTGCTGTGCCG-3’ 

5’-aaacCGGCACAGCACAAATATGGAC-3’ 
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Supplementary Figure 1 : (a) gBlock gene fragments, (b) maps and (c) the donor plasmid 

map. Serial Cloner 2.6 (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html) was used to analyze 

sequence data and design the donor plasmid map (c). 
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Supplementary Figure 2: Distribution patterns of WT HSV-1 and rHSV-1 infectious 
spots in the CNS are similar. (a) Colocalization of tdTomato signal (red) with HSV-1 

staining (green) in rHSV-1-infected CNS cells (Scale bar = 20 µm) (b) Representative brain 

sections illustrating the localization of HSV-1 proteins (upper left, green) and TdTomato 

expressed by rHSV-1 (pper right, red) in different regions of the brain on day 6 post-infection. 

Brain sections from WT HSV-1-infected mouse were immunostained with a primary 

polyclonal rabbit anti-HSV-1/2 antibody and a secondary Alexa 488-conjugated goat anti-

rabbit antibody (green), followed by staining with DAPI (blue). rHSV-1-infected brain 

sections were only stained with DAPI (blue). (c) Representative coronal section (P56) of the 

mouse brain (lower left) showing infected regions on day 6 p.i. (Image credit: Allen Institute). 

HSV-1+ brain areas are indicated with numbers 1 to 7 (lower right). 
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Supplementary Figure 3: Uncropped images of scanned Western blots shown in Fig. 7(d) are provided. 
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Chapitre-III : L’implication de la microglie dans le contrôle de 
l’infection en phase précoce de l’EH expérimentale  
 

 

Avant-propos 

Le chapitre-III correspond à un article « An Early Microglial Response is Needed to 

Efficiently Control Herpes Simplex Virus Encephalitis » dont je suis le premier auteur et 

qui a été publié dans la revue « Journal of Virology » en 9 Novembre 2020.  

PMID: 32938766 - DOI: 10.1128/JVI.01428-20 
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1. Résumé 

Le rôle du mCSF (pour “Macrophage colony-stimulating factor”) et son récepteur 

CSF1R (pour “Colony stimulating factor 1 receptor”) au cours de l'encéphalite herpétique 

(EH) expérimentale a été étudié par deux approches différentes. Dans un premier temps, 

l'effet de l’activation de l'axe mCSF/CSF1R avant l'infection a été évalué. Pour ce faire, nous 

avons administré du mCSF exogène (40 µg/kg, i.p.) une fois par jour aux souris BALB/c aux 

jours 4 et 2 avant leur infection intranasale avec 2500 unités formant plaque (PFU) du virus 

hèrpes simplex 1 (VHS-1). Le traitement avec du mCSF a significativement augmenté la 

survie de ces souris par rapport à celles du groupe contrôle ayant reçu de la saline (50 % 

contre 10 % ; P = 0,0169). Au J6 post-infection (p.i.), les titres viraux cérébraux ont été 

significativement diminués, alors que l'IFN-β a été significativement augmenté chez les 

souris traitées avec le mCSF comparé à celles du groupe contrôle. Le nombre de microglies 

CD68+ (un marqueur de phagocytose) a été significativement augmenté chez les souris 

traitées avec le mCSF par rapport au groupe contrôle. Par la suite, nous avons déplété les 

microglies en déplétant le CSF1R chez la souris CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 (fond 

génétique C57BL/6) à l’aide du traitement au tamoxifène. Ces souris ont ensuite été infectées 

par voie intranasale avec 600 000 PFU du VHS-1. Le taux de survie des souris déplétées en 

CSF1R (KO) était significativement inférieur à celui des souris de type sauvage (WT) (0 % 

vs 67 %). Les titres viraux cérébraux et les cytokines/chimiokines étaient significativement 

plus élevés chez les souris KO que chez les souris WT au jour 6 p.i. De plus, l’infiltration 

accrue de monocytes dans le cerveau des souris WT a été observée au jour 6 p.i., 

contrairement aux souris KO. Nos résultats suggèrent que les cellules microgliales sont 

essentielles pour contrôler l'EH en phase précoce de cette maladie et que l'axe mCSF/CSF1R 

pourrait être une cible thérapeutique pour moduler la réponse immunitaire microgliale au 

cours de l’EH. 
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2. Abstract 

The role of signaling pathway through macrophage colony-stimulating factor (mCSF) 

and its receptor CSF1R during experimental herpes simplex virus 1 (HSV-1) encephalitis 

(HSE) was studied by two different approaches. Firstly, we evaluated the effect of a 

stimulation of mCSF/CSF1R axis before infection. Exogenous mCSF (40 µg/kg, i.p.) was 

administered once daily to BALB/c mice on days 4 and 2 before intranasal infection with 

2,500 plaque forming units (PFUs) of HSV-1. mCSF treatment significantly increased mouse 

survival compared to saline (50% versus 10%; P=0.0169). On day 6 post-infection (p.i.), brain 

viral titers were significantly decreased whereas IFN-β was significantly increased in mice 

treated with mCSF compared to saline. The number of CD68+ (a phagocytosis marker) 

microglial cells was significantly increased in mCSF-treated mice compared to the saline 

group. Secondly, we conditionally depleted CSF1R on microglial cells of CSF1R-loxP-

CX3CR1-cre/ERT2 mice (in a C57BL/6 background) through induction with tamoxifen. 

Mice were then infected intranasally with 600,000 PFUs of HSV-1. The survival rates of mice 

depleted in CSF1R (KO) was significantly lower than that of wild type (WT) (0% versus 

67%). Brain viral titers and cytokines/chemokines were significantly higher in KO than in 

WT animals on day 6 p.i. Furthermore, an increased infiltration of monocytes into the brains 

of WT was seen on day 6 p.i. but not in KO mice. Our results suggest that microglial cells are 

essential to control HSE at early stages of the disease and that the mCSF/CSF1R axis could 

be a therapeutic target to regulate their response to infection.  
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Importance 

Microglia appear to be one of the principal regulators of neuro-inflammation in the 

central nervous system (CNS). An increasing number of studies demonstrated that the 

activation of microglia could either result in beneficial or detrimental effects in different CNS 

disorders. Hence, the role of microglia during herpes simplex virus encephalitis (HSE) has 

not been fully characterized. Using experimental mouse models, we showed that an early 

activation of the mCSF/CSF1R axis improved the outcome of the disease possibly by 

inducing a proliferation of microglia. In contrast, depletion of microglia before HSV-1 

infection worsened the prognosis of HSE. Thus, an early microglial response followed by a 

sustained infiltration of monocytes and T cells into the brain seem to be key components for 

a better clinical outcome. These data suggest that microglia could be a potential target for 

immunomodulatory strategies combined with antiviral therapy to better control the outcome 

of this devastating disease.  

 

Keywords: Microglia, monocytes, mCSF/CSF1R axis, CNS infection, herpes simplex virus 

encephalitis 
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Abbreviations 

ANOVA: Analysis of variance; BSA: Bovine serum albumin; CCLx: C-C chemokine ligand 

x; CCR: C-C chemokine receptor x; cDNA: Complementary DNA; CDx: Cluster of 

differentiation x;  CNS: Central nervous system;  Cre: Cre recombinase;  CSF1R: 

Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor;  CX3CR1: C-X3-C motif chemokine 

receptor 1;  DAPI: 4′, 6-diamidino-2-phenylindole;  ddPCR: Droplet digital polymerase chain 

reaction;  DPBS: Dulbecco's phosphate-buffered saline;  EDTA: 

Ethylenediaminetetraacetate;  ERT2: Estrogen receptor 2;  FBS: Fetal bovine serum;  gD: 

Glycoprotein D of herpes simplex virus 1/2;  HSE: Herpes simplex virus encephalitis;  HSV-

1: Herpes simplex virus 1;  HSV-2: Herpes simplex virus 2;  IFN: Interferon;   IL-x: 

Interleukin-x;  i.p. : Intraperitoneal;  KO: Knock-out;  KPBS: Potassium phosphate-buffered 

saline;  loxP: Locus of X-over P1;  Ly6C: Lymphocyte antigen 6 complex, locus C;  Ly6G: 

Lymphocyte antigen 6 complex, locus G;  mCSF: Macrophage colony-stimulating factor;  

MEM: Minimal essential medium;   mRNA: Messenger ribonucleic acid;   p.i. : Post-

infection;  PBS: Phosphate-buffered saline;   PFA: Paraformaldehyde;  PFU: Plaque-forming 

unit;  PLX-5622: PLEXXIKON 5622;  PRV: Pseudorabies virus;  SEM: Standard error of the 

mean;  TLCK: Nα-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride;   Tmem-119: 

Transmembrane protein 119;  TNF: Tumor necrosis factor;  WT: Wild-type;   
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3.1. Introduction 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is ubiquitous and nearly 60% of the world population 

has antibodies against this virus (1-3). HSV-1 first infects innervating sensory neurons 

through an epithelial lesion and establishes a latent state in sensory ganglia (4, 5). HSV-1 

usually causes asymptomatic infections or benign diseases but it may be also responsible for 

severe pathologies such as keratitis or encephalitis. Herpes simplex virus encephalitis (HSE) 

is the most common fatal sporadic viral encephalitis in industrialized countries. In absence 

of treatment, the mortality rate of patients suffering from HSE is around 70% (6-8). 

Intravenous acyclovir therapy decreases such important mortality rate to 20%. However, 

most surviving patients still suffer from significant neurologic impairments. It is now 

commonly assumed that neuronal damage is caused not only by viral replication but also by 

an exaggerated immune response in the brain (9, 10). 

The mechanisms involved in the invasion of the central nervous system (CNS) by 

HSV-1 are not yet clearly understood. HSV-1 infiltrates the brain parenchyma and targets 

neurons and glial cells (11, 12). When cells of the CNS detect the presence of the virus, they 

induce the production of pro-inflammatory cytokines and chemokines (13). This first boost 

of inflammatory response is followed by the infiltration of peripheral immune cells into the 

CNS. This recruitment seems to be necessary to control the viral replication and spread of 

the infection in the brain (14, 15). However, the prolonged, overactive inflammatory response 

that ensued may contribute to neuropathological sequelae (16, 17).  

Microglia constitute the resident immune cell population of the CNS. Microglial cells 

are crucial in maintaining brain homeostasis (18). These glial cells are also involved in the 

protection of the brain parenchyma against pathogen invasions through different mechanisms 

such as phagocytosis, the release of immune mediators and antigen presentation via the major 

histocompatibility complex II (19). The role of microglia in the context of HSV-1 infection 

of the CNS remains poorly explored. 

The macrophage colony-stimulating factor (mCSF) is a hematopoietic cytokine that 

is expressed by a wide range of cells and tissues. In peripheral sites, this cytokine is involved 

in the development, proliferation and maintenance of mononuclear phagocytes such as 



157 
 

monocytes, dendritic cells and osteoclasts through the activation of a tyrosine kinase family 

receptor, CSF1R, also known as CD115 (20). In the CNS, the mCSF/CSF1R axis is essential 

for microglia survival and also mediates their proliferation, phagocytic activity and 

differentiation towards an anti-inflammatory phenotype (21-23). In this paper, we first 

evaluated the effect of an activation of mCSF/CSF1R axis by exogenous mCSF administered 

before intranasal infection of mice with HSV-1 on the control of viral replication and 

inflammation in the brain. We then examined the implication of microglia during HSE in 

CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 mice treated with tamoxifen to induce the conditional 

deletion of CSF1R in cells positive for CX3CR1. 

Here, we report that an early response of microglia is crucial for an effective control 

of HSV-1 spread in the CNS and that its activation through the mCSF/CSF1R signaling 

pathway potentially ameliorates the outcome of HSE in murine models. Pre-treatment with 

mCSF increases the number of microglial cells in the CNS of mice infected with HSV-1 and 

could enhance their phagocytic activity. We conclude that a functional microglial 

surveillance is mandatory at the early stages of HSE for a better clinical outcome of this 

disease. 

 

3.2. Results 

Pre-treatment of mice with exogenous mCSF improves the prognosis of experimental 

HSE 

To study the effects of a stimulation of the mCSF/CSF1R axis on the outcome of 

HSE, exogenous mCSF (40 µg/kg) or saline were injected i.p. once daily to BALB/c mice 

on days 4 and 2 prior to intranasal infection with 2,500 plaque forming units (PFUs) of HSV-

1 strain H25 (Fig. 1A). Body weight losses were higher in mice treated with saline compared 

to mCSF on days 8, 9 and 10 post-infection (p.i.) (P<0.01, P<0.05 and P<0.01, respectively; 

Fig. 1B). Mortality rate was significantly higher in mock group (91.7%) than in mCSF-

treated mice (50.0%; P=0.0169; Fig. 1C). Taken together, our data indicate that a pre-

treatment with mCSF improves disease outcome in mice infected intranasally with HSV-1. 
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Stimulation of mCSF/CSF1R axis results in a better control of HSV-1 replication in the 

brain during HSE 

The decreased mortality rates seen in mCSF-treated mice compared to the saline 

group could result from a reduced viral replication at the primary site of infection (nasal 

epithelium) or in the brain. We thus determined the infectious viral titers in tissue 

homogenates on days 4 and 6 p.i. for both groups of mice by a standard plaque assay on Vero 

cells. Viral titers were slightly lower in nasal turbinates (Fig. 1D) and brains (Fig. 1E) of 

mice treated with mCSF compared to those of the saline group on day 4 p.i. Interestingly, on 

day 6 p.i., brain viral titers were significantly reduced in mCSF-treated mice compared to 

control animals (P=0.046; Fig. 1E). A more intense labelling was also detected on brain 

sections of the saline group compared to mCSF-treated mice on day 6 p.i, when using an 

antibody directed against gD of HSV-1 (data not shown). HSV-1-labeled proteins were 

mainly distributed in the olfactory bulbs, hippocampus, and hypothalamic regions. These 

data suggest that an early activation of mCSF/CSF1R axis results in a better control of HSV-

1 replication in the CNS. 

mCSF stimulation increases the number of microglial cells at the early stages of HSE  

We first investigated whether exogenous mCSF administration could modulate the 

number of microglial cells and their phagocytic phenotype by flow cytometry analyses. The 

numbers of CD45low/int/CD11b+/CD115+ microglia were similar in mCSF and saline groups 

prior to the infection (Fig. 2A). However, the number of CD115+ microglial cells was 2 times 

higher in the brains of mCSF-treated mice (P=0.048) on day 4 p.i. whereas it remained 

unchanged in the saline group. The microglia numbers in mCSF-treated mice then decreased 

on day 6 p.i. whereas an increase was seen in the saline group. We observed an increase in 

CD68+ microglia population in mCSF-treated mice on day 6 compared to day 0 (P=0.0001) 

and day 4 p.i. (P=0.001). On day 6 p.i, the numbers of CD68+ microglial cells were 2 times 

higher (P=0.05) in mCSF-treated mice compared to the saline group (Fig. 2B). To better 

characterize the implication of microglia, we then examined its interaction with HSV-1+ cells 

on brain sections of mCSF-treated mice on day 6 p.i. by immunofluorescence analyses. We 

observed that Tmem-119+ microglial ramifications established a direct contact with HSV-1+ 

cells to form phagocytic engulfments (Fig. 2C, left). Moreover, antibodies specific to HSV-
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1 proteins, Tmem-119 and CD68 were found to be co-localized ((Fig. 2C, right). Altogether, 

these data suggest that mCSF stimulation triggers the proliferation of microglia and induces 

a phagocytic phenotype. 

mCSF stimulation increases the infiltration of peripheral immune cells in the CNS 

The better control of viral replication in the brain of mCSF-treated mice compared to 

the saline group could also result from differences in the recruitment of peripheral immune 

cells to the CNS. We thus evaluated their levels in the blood and brain homogenates of both 

groups of mice prior to (day 0) and at selected days after HSV-1 infection. We used a panel 

of 8 specific antibodies (see Table 1) together with a live/dead marker to distinguish different 

immune cell subsets by flow cytometry analyses. There was no significant difference in the 

blood levels of immune cells between the two groups of mice on day 0 and after HSV-1 

infection (data not shown). The absolute number of CD45high cells (infiltrating leukocytes) 

in brain homogenates was similar in both groups on day 4 p.i. (Fig. 3A). The number of 

CD45high cells was 2.2 times higher in mCSF-treated mice compared to the saline group on 

day 6 (P=0.0001) and then decreased to be comparable in both groups on day 8 p.i. Ly6C+ 

monocytes/macrophages started to infiltrate the CNS on day 4 p.i. (Fig. 3B). Their levels 

increased significantly in mice treated with mCSF compared to saline on day 6 (P=0.0001) 

and then decreased to be slightly lower in the mCSF group compared to mock animals on 

day 8 p.i. Ly6G+ neutrophils also started to infiltrate the CNS of both groups of mice on day 

4, reached a peak level on day 6 and markedly decreased with no significant differences 

between groups on day 8 p.i. (Fig. 3C). On day 4 p.i., CD3Ɛ+ T (Fig. 3D) and B220+ B 

lymphocytes (Fig. 3E) infiltrated the brain of HSV-1-infected animals. On day 6 p.i., the 

levels of infiltrating T and B cells were higher in mCSF-treated mice compared to the saline 

group, but the differences were not statistically significant. On day 8 p.i., the absolute 

numbers of infiltrating CD3Ɛ+ T and B220+ B lymphocytes were respectively 2.5 times 

(P=0.0218) and 1.4 times (non-significant) lower in mCSF-treated mice compared to mock 

animals. These data suggest that mCSF modulates the recruitment of 

monocytes/macrophages to the CNS during HSE, i.e., induces a higher infiltration on day 6 

p.i. followed by a lower infiltration at a later time after infection (day 8 p.i.).  
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mCSF stimulation increases interferon-α/-β mRNAs levels during HSE 

To evaluate the innate antiviral response against HSV-1 infection in the CNS, we 

quantified interferon (IFN)-α/-β mRNAs levels in brain homogenates by droplet digital PCR 

on days 4 and 6 after intranasal challenge with HSV-1. On day 4 p.i., the levels of IFN-α 

(Fig. 4A) and IFN-β (Fig. 4B) mRNAs normalized to those of the housekeeping 18S 

ribosomal subunit were not statistically different between both groups of mice. Interestingly, 

a significant increase in the normalized levels of IFN-α (P=0.03) and IFN-β (P<0.001) 

transcripts was observed on day 6 compared to day 4 p.i. in mice treated with mCSF. 

Moreover, mCSF-treated mice had significantly higher normalized levels of IFN-β (P=0.017) 

transcripts than the saline group on day 6 p.i. These data suggest that stimulation of the 

mCSF/CSF1R axis could allow a better control of HSV-1 replication in the CNS by 

increasing innate antiviral IFN-α/-β responses. 

mCSF administration modulates the inflammatory responses in the CNS 

We also compared the levels of cytokines and chemokines in brain homogenates of 

mCSF- and saline-treated mice on days 4 and 6 after intranasal challenge with HSV-1. The 

levels of cytokines and chemokines were not significantly different between both groups on 

day 4 p.i. (Table 2). The levels of some cytokines were significantly increased in mCSF-

treated mice compared to the saline group [IL-13 (P=0.0249), IFN-γ (P=0.0079) and IL-10 

(P=0.0053)] on day 6 p.i. In accordance with the increased infiltration of monocytes into the 

brain, we also observed higher levels of CCL2 (not significant) in the CNS of mice treated 

with mCSF compared to the saline group. These data suggest that mCSF modulates the 

inflammatory responses mediated by microglia, and to some extent, by immune cells that 

infiltrate the brain.  

Liposomal clodronate treatment does not alter survival rates and brain viral 

titers during HSE  

 In order to evaluate whether the improved survival rates of mCSF-treated mice were 

associated to a higher production of monocytes/macrophages by bone marrow and/or 

infiltration in the brain, we induced their depletion by intravenous injection of liposomal 

clodronate or empty liposomes (control group) to BALB/c mice on days 3 and 5 after 
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intranasal challenge with 1,000 PFUs of HSV-1 strain H25 (Fig. 5A). The mortality rate of 

mice treated with liposomal clodronate was only slightly reduced compared to that of control 

animals and the difference was not statistically significant (P=0.29; Fig. 5B). Viral titers were 

slightly lower in nasal turbinates of the control group compared to those of mice treated with 

liposomal clodronate on day 4 p.i. (Fig. 5C) whereas no significant difference was seen in 

the brain (Fig. 5D). Interestingly, on day 6 p.i., brain viral titers were similar in both groups 

despite higher viral titers in nasal turbinates of mice treated with empty liposomes compared 

to the liposomal clodronate group. 

We then evaluated the levels of different immune cells in the blood and brain 

homogenates of mice treated with empty liposomes or liposomal clodronate prior to (day 0) 

and on days 4 and 6 after infection with HSV-1 by flow cytometry analyses. There was no 

significant difference in the levels of CD45high leukocytes in the blood between the two 

groups prior to and following HSV-1 infection (Fig. 6A). On day 4 p.i., the levels of 

CD45high/CD11b+/CD115+/Ly6C+ monocytes in the blood of mice treated with liposomal 

clodronate were significantly reduced compared to those of the control group (10% versus 

40%; P=0.0308; Fig. 6B). These levels significantly decreased in the blood of mice receiving 

empty liposomes on day 6 p.i., which could correspond to monocytes leaving the blood to 

infiltrate the CNS. The numbers of other immune cells such as neutrophils, T and B cells 

remained unchanged in both groups of mice prior to and after HSV-1 infection (data not 

shown) indicating that the depletion induced by liposomal clodronate was specific to 

monocytes. In brain homogenates, the numbers of microglial cells and infiltrating CD45high 

leukocytes remained unchanged in both groups throughout the infection (data not shown). 

Ly6C+ monocytes/macrophages were the only cell population for which the infiltration 

significantly increased in the brain of control mice during the infection (Fig. 6C) whereas the 

increase was non-significant in mice treated with liposomal clodronate. The levels of the two 

monocyte subsets Ly6Chigh (Fig. 6D) and Ly6Clow (Fig. 6E) were significantly lower in the 

brain of mice treated with liposomal clodronate compared to the control group on days 4 

(P=0.0268) and 6 p.i. (P=0.0439), respectively. Altogether, our data suggest that 

monocytes/macrophages that infiltrate the brain contribute to a lesser extent in the control of 

viral replication in the brain as compared to microglia. 
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Microglial depletion deteriorates the survival rates of mice infected with HSV-1 

To study the effect of a microglial depletion on the outcome of HSE, we induced a 

conditional deletion of mCSF receptor selectively on microglia using CSF1R-loxP-

CX3CR1-cre/ERT2 mice. Wild type (WT; ho-wt) and knockout (KO; ho-he) mice received 

tamoxifen by gavage once daily for 4 days (Fig. 7A). Three days after the last tamoxifen 

treatment, WT and KO mice (in a C57BL/6 background) were infected intranasally with 

600,000 PFUs of HSV-1 strain H25. Both groups of mice gained body weight until day 6 p.i. 

(Fig. 7B). Thereafter, the body weight of KO mice markedly decreased whereas it remained 

stable for WT animals. All mice with a microglial depletion died from the infection compared 

to 33% in the WT group (P<0.005; Fig. 7C).  

Depletion of microglia results in a loss of control of brain viral replication during HSE 

We evaluated whether the marked difference in the mortality rates seen between WT 

and KO mice could be due to a less efficient control of viral replication at the site of infection 

and/or in the brain. Viral titers in nasal turbinates were not significantly different in both 

groups on days 4 and 6 p.i. (Fig. 7D). In contrast, brain viral titers were higher in KO mice 

compared to WT animals on days 4 (non-significant) and 6 p.i. (P=0.035) (Fig. 7E) which 

correlates with the mortality rates. These data suggest that the lack of control of HSV-1 

replication in the brain of KO mice is not due to an altered mucosal response mediated by 

monocytes/macrophages at the site of primary infection. 

Microglia response is needed at the early stages of HSV-1 infection 

To better characterize our mouse model, we first evaluated the levels of monocytes 

in the blood and microglia in the brain of WT and KO mice three days after the last dose of 

tamoxifen (which corresponds to day 0) by flow cytometry analyses. Although monocytes 

expressed CX3CR1, no significant difference in the number of 

CD45high/CD11b+/CD115+/Ly6C+ monocytes were observed in the blood of WT and KO 

groups (Fig. 8A). As expected, a significant decrease in the number of 

CD45low/int/CD11b+/CD115+ microglial cells was observed in the brain of KO mice compared 

to that of WT counterparts (P=0.0028; Fig. 8B). We then confirmed by immunofluorescence 
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analyses of brain sections that the number of Tmem-119+ cells was markedly decreased in 

KO compared to WT mice on day 0 (Fig. 8C). These data show that this mouse model allows 

a specific depletion of microglia. 

On day 4 after intranasal challenge with HSV-1, the numbers of 

CD45low/int/CD11b+/CD115+ microglia were 3.5 times higher in the CNS of WT animals 

compared to KO mice (P=0.0005) and decreased on day 6 p.i. to be similar in both groups 

(Fig. 8B). These data suggest that an efficient activation of microglia on day 4 p.i. is essential 

to control HSV-1 spread in the CNS.  

The recruitment of peripheral immune cells to the CNS is slightly altered in microglia-

depleted mice at early stages of HSE 

We next evaluated whether microglial depletion affects the infiltration of peripheral 

immune cells in the CNS during HSE by flow cytometry analyses. The number of CD45high 

leukocytes in the brain of WT animals was 1.7 and 2.5 times higher compared to that of the 

KO group on days 4 and 6 p.i., respectively, but the differences were not significant (Fig. 

9A). On day 4 p.i., the recruitment of Ly6C+ monocytes/macrophages (Fig. 9B), Ly6G+ 

neutrophils (Fig. 9C), CD3Ɛ+ T lymphocytes (Fig. 9D) and B220+ B lymphocytes (Fig. 9E) 

in the brain slightly decreased (non-significant) in KO mice compared to WT animals. 

Thereafter, the infiltration of Ly6C+ monocytes/macrophages and CD3Ɛ+ T lymphocytes 

respectively increased by 3.5 and 2.8 times in the brain of WT animals compared to KO mice 

on day 6 p.i. In contrast, only a slight increase of all immune cell subsets was seen in the 

brain of KO mice. Our data suggest that microglia could be involved in the recruitment of 

immune cells to the CNS. The lack of microglial cells orchestrating the inflammatory 

response at early stages of HSE could result in a lower mobilization of leukocytes such as 

monocytes and T cells to the CNS of KO mice, which could contribute, to some extent, to 

the loss of control of viral replication. 

Depletion of microglia reduces early expression of interferon α/β in the brain 

As type I IFNs secretion is critical in the control of HSV-1 replication, we evaluated 

their expression levels in brain homogenates of WT and KO mice prior to (day 0) and on 
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days 4 and 6 after HSV-1 infection. The normalized levels of IFN-α (non-significant; Fig. 

10A) and -β (P=0.0179; Fig. 10B) mRNAs were higher in the brain of WT mice compared 

to KO animals on day 4 p.i. despite high viral titers in the brain of KO mice. Moreover, both 

groups had similar normalized levels of type I IFNs on day 6 p.i.  Our findings suggest that 

the absence of microglia could reduce the secretion of antiviral IFN-1 in the brain at early 

stages of HSE. 

Depletion of microglia results in an exacerbated cytokine production in the CNS at later 

stages of HSE 

The levels of selected cytokines and chemokines were measured in supernatants of 

brains harvested prior to (day 0) and on days 4 and 6 p.i. The production of 

cytokines/chemokines was quite similar in both groups at early stages of the infection (i.e., 

day 4 p.i.) (Table 3). On day 6 p.i., a significant increase in the levels of most 

cytokines/chemokines [IL-1α (P=0.011), IL-1β (P=0.0016), IL-2 (P=0.00307), IL-3 

(P=0.0418), IL-5 (P=0.0011), IL-10 (P=0.0004), IL-12p40 (P=0.0027), IL-13 (P=0.032), IL-

17A (P=0.0106), G-CSF (P=0.0091), IFN-γ (P=0.002), CCL2 (P=0.0002), CCL3 (P=0.028), 

CCL4 (P=0.0017) and CCL5 (P=0.011)] was observed in KO animals compared to WT mice, 

except for IL-4, IL-6 and TNF-α. These data suggest that an uncontrolled immune response 

occurred in mice depleted in microglia and this is associated with the increased brain viral 

titers seen in these mice on day 6 p.i.  

3.3. Discussion 

Although the role of microglia and the mCSF/CSF1R signaling pathway in the brain 

has been investigated in different contexts (24-27), its implication in HSV-1 infection of the 

CNS has not yet been widely explored. In this paper, we analyzed the role of early microglial 

activation during experimental HSE by following two different approaches.  

Firstly, we exploited the early activation of this axis through the administration of 

exogenous mCSF to BALB/c mice prior to intranasal challenge with HSV-1. We choose to 

study the effect of mCSF pre-treatment in BALB/c mice that are susceptible to HSE to better 

disclose the drug benefit on the outcome of the disease. Our results showed that mCSF-
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treated mice exhibited higher survival rates and a better control of brain viral titers compared 

to the saline group indicating that signaling through this receptor plays a beneficial role 

during HSE. A significant increase in microglia numbers was observed in mCSF-treated mice 

on day 4 p.i. suggesting that mCSF/CSF1R axis could trigger their proliferative response 

(28). It was already demonstrated that microglia has the ability to phagocyte infected cells 

and cell debris during viral infection of the CNS with West Nile virus (29). Phagocytosis was 

identified as one of the main defense mechanisms used by microglia against invasions of 

pathogens. In this context, the mCSF/CSF1R axis was shown to play an important role in the 

regulation of the phagocytic activity of microglial cells. Immunohistochemistry analyses 

revealed that Tmem-119+ and CD68+ microglia co-localized with HSV-1+ cells in infected 

regions of the CNS indicating that microglia could be involved in the viral clearance. A 

similar observation was previously described in mice infected with a neurotropic 

pseudorabies virus (PRV; another alphaherpesvirinae subfamily member) as well as in post-

mortem brain tissues obtained from patients with HSE (30). We also showed that the number 

of CD68+ microglia in mice treated with mCSF was significantly increased compared to those 

of the saline group on day 6 p.i. This suggests that mCSF stimulation could increase 

phagocytic activity of microglia and contribute to the viral clearance and limit the spread of 

the infection in the brain. However, further studies are needed to understand the mechanism 

by which mCSF modulates microglial phagocytic activity. 

On the other hand, the infiltration of monocytes/macrophages significantly increased 

in the brain of mCSF-treated mice on day 6 p.i. The higher recruitment of 

monocytes/macrophages into the CNS was associated with a slight increase in the CCL2 

secretion in brain homogenates (31). Mice treated with mCSF also exhibited an 

overexpression of IFN-I transcripts on day 6 p.i. that could potentially lead to a better control 

of the infection. In addition to these mediators, the levels of IFN-γ, IL-10 and IL-13 were 

also higher in the brain of mCSF-treated mice compared to the saline group on day 6 p.i. 

During viral encephalitis, monocytes were shown to regulate the recruitment of effector T 

cells to the site of viral infection (32). In mice treated with mCSF, increased infiltration of 

monocytes/macrophages into the brain could thus be responsible for an higher recruitment 

of T cells producing IFN-γ (32). IFN-γ could also play a critical role in the viral clearance 

and partly contribute to the reduced viral spread (33, 34). mCSF is also known to induce a 
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switch towards an anti-inflammatory profile in microglia and monocytes/macrophages which 

produce increased levels of IL-10 (35-38). Microglia activated by IL-10 exhibit a reduction 

of inflammatory response together with an improved phagocytic activity (39). We also 

observed elevated IL-13 production in mCSF-treated group. IL-13 was suggested to be an 

inducer of activated microglial death, resulting in an enhancement of neuronal survival (40, 

41).   

To differentiate the contribution of monocytes/macrophages and microglia during 

HSE, we then depleted monocytes by treatment of BALB/c mice infected with HSV-1 with 

liposomal clodronate. Mice treated with liposomal clodronate exhibited a slightly reduced 

survival rate compared to controls. The drug treatment induced a significant reduction in the 

levels of Ly6Chigh "inflammatory" monocytes and Ly6Clow "patrolling" monocytes in brain 

homogenates on days 4 and 6 p.i., respectively. However, this reduced infiltration of 

monocytes/macrophages into the CNS did not alter brain viral titers in treated animals 

compared to controls. We thus suggest that, at the early stages of the infection, infiltrating 

monocytes have a lower impact on the outcome of HSE. Previous studies from our laboratory 

have already demonstrated that the mortality rates of mice deficient in CCR2 in 

hematopoietic cells were lower than those of mice deficient in CX3CR1 in resident cells of 

the CNS suggesting a more important role of functional CX3CR1+ microglia over that of 

infiltrating CCR2+ monocytes in the control of HSE (42, 43). 

Secondly, we set up an experimental protocol in CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 

mice to induce a conditional depletion of CSF1R by tamoxifen treatment. After infection 

with HSV-1, the mortality rates were markedly increased in mice conditionally depleted in 

CSF1R compared to their WT counterparts, with no survivors on day 8 p.i. suggesting a 

crucial role of microglia in protecting against HSE. In line with our results, the 

pharmacological depletion of microglia using PLX5622 that blocks the mCSF/CSF1R 

signaling pathway was also shown to increase the brain viral titers and the mortality rates in 

mouse models of West Nile virus encephalitis, mouse hepatitis virus (a neurotropic murine 

coronavirus) encephalitis and PRV encephalitis, suggesting that the initiation of the innate 

and adaptive immune responses requires functional microglia in the CNS (30, 44, 45). The 

viral titers in nasal turbinates of WT and KO groups were similar suggesting that the 
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depletion of CSF1R did not alter the mucosal response mediated by monocytes/macrophages. 

These data are in accordance with unchanged monocytes levels in the blood prior to HSV-1 

infection. In contrast, a significant increase in brain viral titers was observed in KO mice 

compared to WT animals suggesting that functional microglia is needed for an efficient 

control of viral replication. Another study also suggest that activated microglia constitute an 

early innate barrier in the olfactory bulb against vesicular stomatitis virus spread within the 

CNS (46). Higher brain viral titers caused by the absence of microglial cells resulted in an 

exacerbated inflammatory response. The decrease levels in IFN-α/β transcripts on day 4 p.i. 

in the brain of KO mice suggest that microglia plays a crucial role in initiating and 

orchestrating innate antiviral response to control HSV-1 replication in the CNS, as it has 

already been shown by others (47). Most cytokines/chemokines were significantly increased 

on day 6 p.i. in the CNS of KO mice suggesting an overzealous inflammatory response that 

could be detrimental.  

In our study, the infiltration of monocytes/macrophages in the CNS was significantly 

higher in WT than in KO group on day 6 p.i. as previously demonstrated after PRV infection 

of mice depleted in microglia with PLX5622 (30). In contrast, an increased 

monocyte/macrophage infiltration was observed in the brain of microglia-depleted mice 

infected with coronavirus. These results suggest that infection by different viruses may 

differentially modulate the microglial inflammatory response to recruit peripheral immune 

cells to the CNS (45). Microglia could thus play a key role in the recruitment of monocytes 

and T cells to the brain, as shown with mice treated with mCSF. The number of microglial 

cells slightly increased in both groups of mice on day 4 p.i., whereas they were significantly 

higher in WT compared to KO mice. At later stages of HSE (day 6 p.i.), microglial cell 

population decreased in WT mice. Recent studies have suggested that overactivated 

microglia could die by apoptosis or autophagy mechanisms to limit the inflammatory 

response (48, 49). In contrast, there were no significant changes in the number of microglial 

cells in KO mice during HSV-1 infection. Altogether, these data suggest that the number of 

microglia could be modulated during HSE to limit the spread of HSV-1 in the CNS at early 

stages of the infection.  
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This study has some limitations. Firstly, we acknowledge that exogenous mCSF is 

not specific to microglia but that it also exerts some effects on monocytes that could have 

influenced HSV-1 infection at peripheral sites. Despite this limitation, we were able to 

conclude that microglial response seems more important than that of 

monocytes/macrophages to control viral replication in the brain during early stages of the 

disease. Secondly, the conditional depletion of CSF1R by administration of tamoxifen for 4 

days did not result in a complete depletion of microglia. Despite this fact, a marked increase 

in brain viral titers and mortality rates were observed in mice depleted in microglia compared 

to WT animals after intranasal challenge with HSV-1. 

Thus, we report that a pre-treatment of mice with mCSF led to a better outcome of 

experimental HSE through an early activation of microglia. mCSF stimulated the 

proliferation of microglia and induced a phagocytic phenotype. We suggest that the improved 

survival rate of mCSF-treated mice results from the combination of increased control of viral 

replication, enhanced phagocytosis, and anti-inflammatory response in the brain.  

Furthermore, we show the importance of an early microglial response to control viral 

replication by using mice conditionally depleted in mCSF receptor. Higher survival rates in 

presence of microglia proves their pivotal role in the antiviral response. Our hypothesis is 

further supported by the fact that increased numbers of microglial cells induced by mCSF 

stimulation could lead to improved outcome during HSE. Altogether, our findings highlight 

the potential of mCSF/CSF1R signaling pathway in microglia as a novel target to control 

HSV-1 replication and inflammatory response in the brain. This axis could be used to boost 

early microglial responses to better control infections. However, we cannot ignore the fact 

that the stimulation of mCSF/CSF1R axis could be detrimental in some diseases such as 

cancers (26). The role of microglia in the control of HSV-1 infection of the CNS and 

strategies that could trigger microglial proliferation at early stages of HSE should be further 

studied to develop immunomodulatory strategies that could be combined with antivirals for 

the treatment of this disease.  
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3.4. Materials and Methods 

Animals 

Four- to six-week old BALB/c male mice were purchased from Charles River 

Canada. Wild type (WT; i.e., CSF1R-loxP mice X C57BL/6 mice; ho-wt) and knockout (KO; 

i.e., CSF1R-loxP mice X CX3CR1-cre/ERT2 mice; ho-he) mouse colonies have been 

established and maintained in a C57BL/6 background at our research center. Animals were 

acclimated to standard laboratory conditions for one week and housed 3 to 4 per cage. 

Targeted environmental conditions (temperature, humidity) in the housing room were 

22±3°C and 50±20% relative humidity. The light/dark cycle was 12 hours (on at 7:15 and 

off at 19:15). All animals were used in accordance to the Canadian Council on Animal Care 

guidelines and the protocol was approved by the Animal Care Ethics Committee of Laval 

University (protocols no. 2013078 and 2017072). 

Pre-treatment of BALB/c mice with mCSF prior to HSV-1 infection 

Groups of BALB/c male mice (n=12 per group) were injected i.p. with mCSF (R&D 

Systems) diluted in saline (40 μg/kg) or vehicle on days 4 and 2 prior to intranasal infection 

with 2,500 PFUs of clinical HSV-1 strain H25 (described elsewhere (50)) in 20 µL of 

minimal essential medium (MEM; Thermo Fisher Scientific) (Fig. 1A). Mice were monitored 

for sickness signs and mortality as described below. Subsets of mice (n=4-5 per group and 

per time point) were sacrificed prior to infection (day 0) and at selected times p.i. for the 

determination of viral titers in nasal turbinates and brain, levels of immune cells in the blood, 

infiltration of peripheral immune cells into the brain, IFN-α and –β mRNA transcripts and 

cytokine/chemokine synthesis in brain homogenates as well as for immunohistochemistry 

analyses on brain sections as described below.  

Depletion of circulating monocytes with liposomal clodronate  

Six-week old BALB/c male mice were infected intranasally with 1,000 PFUs of HSV-

1 strain H25 in 20 µL MEM. Groups of mice (n=12 per group) received 200 µL of liposomal 

clodronate or empty liposomes in phosphate-buffered saline (PBS) (~5 mg/mL) by 

intravenous injection in the tail vein once daily on days 3 and 5 p.i. (Fig. 5A). Mice were 
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monitored for HSE-related signs and mortality as described below. Subsets of mice (n=3-5 

per group and per time point) were sacrificed prior to (day 0) and at selected times p.i. for 

the determination of viral titers in nasal turbinates and brain, levels of immune cells in the 

blood and infiltration of peripheral immune cells in the brain as described below. 

Infection of CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 mice with HSV-1 

CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 mice (described elsewhere (51)) have a tamoxifen-

inducible CRE recombinase activity leading to the deletion of CSF1R gene in CX3CR1+ 

cells. WT and KO male mice were treated with 5 mg of tamoxifen dissolved in 100 µL corn 

oil by gavage once daily for 4 days (Fig. 7A). Three days later, mice were infected with 

600,000 PFUs of HSV-1 strain H25 in 20 µL MEM by the intranasal route. Subsets of WT 

and KO mice (n=4-5 per group and per time point) were sacrificed prior to infection (day 0) 

and at selected times p.i. for the determination of viral titers in nasal turbinates and brain, 

levels of immune cells in the blood, infiltration of peripheral immune cells in the brain, IFN-

α/β mRNA transcripts and cytokine/chemokine synthesis in brain homogenates as well as for 

immunohistochemistry studies on brain sections as described below.  

Evaluation of clinical signs of HSE 

Mice were monitored for HSE-related signs, namely, ruffled fur, ocular swelling, 

shaking movements, swollen forehead, body weight loss and mortality twice daily for 14 

days. Animals were sacrificed when a body weight loss equal to or greater than 20% or a 

combination of two other obvious sickness signs were observed. 

Infectious viral titer measurements 

Mice were anaesthetized by i.p. injection of a mixture of ketamine/xylazine (at doses 

of 90 mg/mL and 10 mg/mL, respectively) and sacrificed by intracardiac perfusion with cold 

0.9% saline. Nasal turbinates and brains were harvested and homogenized in 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). A standard plaque assay on African green monkey 

kidney (Vero) cells (ATCC® CCL-81™; American Type Culture Collection) was used to 
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determine viral titers in homogenates of nasal turbinates and brains. The numbers of PFUs 

were determined as described elsewhere (42). 

Flow cytometry analyses of blood samples. 

Blood samples (~150 µL) were withdrawn from the facial vein of mice. Samples were 

collected in EDTA-coated tubes (Thermo Fisher Scientific) to prevent coagulation. A volume 

of 100 µL of blood sample was incubated with 5 mL of Red Blood cell Lysis Buffer 1X 

(BioLegend) at room temperature for 20 min. After a single washing step, cell suspensions 

were incubated with BD Horizon™ Fixable Viability Stain 510 (FVS510; BD Biosciences) 

followed by a blocking step with purified rat anti-mouse CD16/CD32 (Mouse BD Fc 

Block™ 2.4G2; BD Biosciences) both on ice for 30 min. After a washing step, immune cells 

were labeled with an antibody pool (see Table 1) at 4°C for 30 min. Then, cells were washed 

once, permeabilized with eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining kit (Thermo 

Fisher Scientific) and incubated with CD115 antibody. Labeled cells were fixed, washed, and 

resuspended in Dulbecco’s PBS (DPBS; Wisent Bio Products). Finally, a volume of 50 µL 

of Precision Count Beads™ (BioLegend) was added to each sample in order to obtain an 

absolute cell count number. Flow cytometry analyses and data acquisition were performed 

using a BD SORP LSR II (BD Biosciences) and BD FACS Diva software, respectively.  

Flow cytometry analyses of brain homogenates 

Mice were deeply anaesthetized as described above and perfused intracardially with 

ice-cold DPBS without Ca2+ and Mg2+. Brains were harvested, homogenized and incubated 

in DPBS containing Liberase™ TL, Nα-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride 

(TLCK) (both from Sigma-Aldrich) and DNase-I (Biorbyt) for 1 h at 37°C. Homogenates 

were then filtered through a 70 µm cell strainer (BD Biosciences). After a washing step, cells 

were centrifuged at 600 x g for 40 min in a Percoll gradient (37% and 80%) (GE Healthcare). 

The cell ring at the interphase was collected, centrifuged at 300 x g for 10 min and washed 

twice with DPBS containing 2% fetal bovine serum (FBS; Wisent). Cells were incubated 

with CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block™ 2.4G2) and then with FVS510 both on ice for 30 

min. Cells were incubated with a pool of antibodies (see Table 1) for 30 min. In some 

experiments, cells were washed once, permeabilized with eBioscience™ 
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Foxp3/Transcription Factor Staining kit and incubated with CD115 and CD68 antibodies. 

Labeled cells were fixed, washed and resuspended in DPBS. Finally, a volume of 50 µL of 

Precision Count Beads™ was added to each sample. Flow cytometry analyses and data 

acquisition were performed using a BD SORP LSR II and BD FACSDiva software, 

respectively. 

Immunofluorescence studies 

Mice were sacrificed by intracardiac perfusion with cold 0.9% saline followed by a 

4% paraformaldehyde solution (pH 7.4) at 4°C. Fixed brains were cut in 25-μm coronal 

sections on dry ice using a microtome (Reichert-Jung, Cambridge Instruments Company). 

Free-floating sections were washed 3 times in potassium PBS (KPBS) for 15 min and 

incubated in KPBS containing 2% bovine serum albumin (BSA) and 1% Triton X-100 (both 

from Sigma-Aldrich) for 30 min. Sections were incubated with primary antibodies (see Table 

1) half-diluted in the same buffer solution at 4°C overnight. Following incubation, sections 

were rinsed 3 times in KPBS for 10 min, followed by an incubation with fluorochrome-

conjugated secondary antibodies at room temperature for 90 min. Finally, nuclear staining 

was performed using DAPI (diluted to 0.0002%; Molecular Probes) for 10 min. Sections 

were then rinsed 3 times in KPBS for 10 min before being mounted onto SuperFrost slides 

(Fisher Scientific) and coverslipped with Fluoromount-G (Electron Microscopy Sciences). 

Confocal fluorescence microscopy images were captured using a Confocal Quorum WaveFX 

spinning disk confocal microscope (Quorum Technologies) equipped with a Hamamatsu 

ImageEM camera (Hamamatsu Corporation). Images were acquired using the Volocity 4 

software (Perkin Elmer). 

Quantification of IFN-α/-β mRNAs by droplet digital PCR (ddPCR) 

Total RNA was extracted from 1 mL of Trizol/brain homogenate mixtures (900 µL: 

100 µL) using Direct-zol RNA MiniPrep Plus Kit (Zymo Research Corporation) as described 

in the manufacturer’s instructions. The total RNA concentrations in the extracts measured 

using a NanoDrop™ One Microvolume Spectrophotometer (Thermo Scientific) were 

adjusted to 80 ng per total reaction mix (30 µL) to generate cDNAs using random hexamers 

and the SuperScript™ IV polymerase (both from Invitrogen). RT reaction was performed as 
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described in the manufacturer’s instructions. For the PCR step, a volume of 5 µL of cDNAs 

was added to 20 µL of reaction mix (QX200™ ddPCR™ EvaGreen® Supermix; Bio-Rad 

Laboratories) containing primers specific to IFN-α, IFN-β and 18S genes (available upon 

request). PCR reactions were performed in droplets produced with the QX200 droplet 

generator (Bio-Rad Laboratories). Droplet-partitioned samples were then transferred to a 96-

well plate, sealed and cycled in a C1000 deep-well thermocycler (Bio-Rad Laboratories) 

under the following cycling protocol: 95ºC for 5 min (DNA polymerase activation), 40 cycles 

at 95ºC for 30 s and 57.8ºC for 1 min, post-cycling steps at 4ºC for 5 min and then at 98ºC 

for 10 min (enzyme inactivation) and an infinite hold at 12ºC. The plate was then read in the 

FAM channel of the QX200 droplet reader (Bio-Rad Laboratories). Data were analyzed using 

the QuantaSoft software (Version 1.7.4; Bio-Rad Laboratories). The numbers of mRNA 

copies of IFN-α/β were normalized to those of the housekeeping 18S ribosomal subunit in 

each sample.  

Cytokine and chemokine level measurements 

Brain homogenates were centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C. Levels of 

cytokines and chemokines were determined in supernatants by magnetic bead-based 

immunoassays using the Bio-Plex mouse cytokine group I plex assay (Bio-Rad Laboratories) 

according to the manufacturer’s instructions. Data were analyzed using a Bio-Plex system 

equipped with the BioPlex Manager Software v6.0. 

Statistical analyses 

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism software program v8 

(GraphPad Software) after excluding outliers by Grubb’s test. A P value <0.05 was 

considered statistically significant. All data are presented as mean ± standard error of the 

mean (SEM). Survival rates were analyzed by log-rank Mantel-Cox test. All other data were 

analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey HSD Post-Hoc test. 
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Figures: 

 

FIG 1 Early activation of mCSF/CSF1R axis improves survival rate and control of viral 

replication during HSE. 

A) Four- to six-week old BALB/c male mice (n=12 mice per group) received i.p. 

injections of mCSF solution (40 µg/kg) or saline (vehicle) once daily on days 4 and 2 before 

intranasal infection with 2,500 PFUs of HSV-1 strain H25 in 20 µL minimal essential 

medium. B) Percentage of body weight gain or loss of mCSF- (▲) and saline-treated (●) 

mice. The digits correspond to the numbers of dead mice on the indicated day for each group. 

C) Survival curves of mCSF- and saline-treated mice. Survival rates were analysed using a 

log-rank (Mantel-Cox) test. D and E) Viral titers in homogenates of nasal turbinates (D) and 

brain (E) were measured by a standard plaque assay on Vero cells on days 4 and 6 post-

infection. Results are reported as PFUs/mg of nasal turbinates or brain homogenates and 

represent the mean ± SEM of 3 to 5 mice per group at each time point. Statistical analyses 

were performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc 

test. Statistically significant results are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01. 
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FIG 2 mCSF stimulation increases the number of microglial cells and induces their 

phagocytic phenotype during HSE. 

Number and phagocytic phenotype of microglia in brain homogenates of mice treated 

with mCSF (grey; ▲) or saline (white; ●) before intranasal infection with HSV-1 strain H25. 

A) Absolute numbers of CD11b+/CD115+ cells in CD45low/int gate corresponding to microglia 

was analyzed on days 0, 4 and 6 p.i. Lower panels show flow cytometry plots for brain 

homogenates of mice treated with saline (left panel) or mCSF (right panel) on day 4 p.i. B) 

Absolute numbers of CD68+ microglial cells. Results represent the mean ± SEM of 3 to 5 

mice per group at each time point. Statistical analyses were performed using a two-way 

analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc test. Statistically significant results 

are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. C) Immunofluorescence 

analyses of brain sections of mCSF-treated mice on day 6 p.i. Tmem-119+ (white) CD68+ 

(red) microglia surround HSV-1+ cells (green) in the hypothalamus region. The arrow shows 

co-localized signals for HSV-1, Tmem-119 and CD68. Nuclear staining was done with DAPI. 

Scale bar 50 µm. 
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FIG 3 mCSF stimulation increases the infiltration of peripheral immune cells in the 

CNS during HSE. 

Infiltration of peripheral immune cell subsets in brain homogenates of mCSF- (in 

grey; ▲) and saline-treated (in white; ●) BALB/c mice were analyzed by flow cytometry 

prior to (day 0) and on days 4, 6 and 8 following intranasal infection with 2,500 PFUs of 

HSV-1. Absolute numbers of A) CD45high infiltrating leukocytes, B) 

CD45high/CD11b+/Ly6C+ monocytes/macrophages, C) CD45high/CD11b+/Ly6G+ neutrophils, 

D) CD45high/CD11b+/CD3Ɛ+ T lymphocytes and E) CD45high/CD11b+/B220+ B lymphocytes. 

Results represent the mean ± SEM of 3 to 5 mice per group at each time point. Statistical 

analyses were performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD 

post-hoc test. Statistically significant results are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01; 

***, P<0.001. 
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FIG 4 mCSF stimulation increases IFN-α/-β mRNAs levels during HSE.  

A) IFN-α and B) IFN-β mRNAs were quantified in brain homogenates of mCSF- (in 

grey; ▲) and saline-treated (in white; ●) BALB/c mice by droplet digital PCR on days 4 and 

6 following intranasal challenge with 2,500 PFUs of HSV-1. The numbers of mRNA copies 

for each IFN were normalized to those of the housekeeping 18S ribosomal subunit. Results 

represent the mean ± SEM of 3 to 4 mice per group at each time point. Statistical analyses 

were performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc 

test. Statistically significant results are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01. 
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FIG 5 Liposomal clodronate treatment did not alter the survival rates of BALB/c mice 

during HSE.  

A)  Six-week old BALB/c male mice were infected intranasally with 1,000 PFUs of 

HSV-1 strain H25. Groups of mice (n=12 per group) received 200 µL of liposomal clodronate 

or empty liposomes by intravenous injection in the tail vein once daily on days 3 and 5 post-

infection. B) Survival curves of mice treated with liposomal clodronate and empty liposomes 

(controls). Survival rates were analysed using a log-rank (Mantel-Cox) test. D and E) Viral 

titers in homogenates of nasal turbinates (D) and brains (E) were measured by a standard 

plaque assay on Vero cells on days 4 and 6 post-infection. Results are reported as PFUs/mg 

of nasal turbinates or brain homogenates and represent the mean ± SEM of 3 to 4 mice per 

group at each time point. Statistical analyses were performed using a two-way analysis of 

variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc test. Statistically significant results are 

indicated as follows: **, P<0.01.  
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FIG 6 Blood monocyte depletion by liposomal clodronate leads to reduced monocyte 

infiltration in the brain during HSE.  

Flow cytometry analyses of immune cells in the blood and brain homogenates of 

BALB/c mice infected with 1,000 PFUs of HSV-1 strain H25 and treated with liposomal 

clodronate (in grey; ▲) or empty liposomes (in white; ●) on days 3 and 5 p.i. A) Ratio of 

CD45high leukocytes per living cells in the blood.  B) Ratio of CD45high/CD11b+/Ly6C+ 

monocytes/macrophages per total leukocytes in the blood. Ratio of C) infiltrating CD45high 

leukocytes per leukocytes, D) CD45high/CD11b+/Ly6Chigh and E) CD45high/CD11b+/Ly6Clow 

monocytes/macrophages per total leukocytes in the brain. Results represent the mean ± SEM 

of 3 to 4 mice per group at each time point. Statistical analyses were performed using a two-

way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc test. Statistically significant 

results are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. 
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FIG 7 Microglial depletion deteriorates the survival rates and interferes with the 

control of viral replication in the brain.  

A) Five- to seven-week old WT (ho-wt) and KO (ho-he) CSF1R-loxP-CX3CR1-

cre/ERT2 mice (n=12 mice/group) received 5 mg of tamoxifen once daily for 4 days by 

gavage. Three days later, mice were infected intranasally with 600,000 PFUs of HSV-1 strain 

H25 in 20 µL minimal essential medium. B) Percentage of body weight gain or loss of WT 

(●) and KO (▲) mice. The digits correspond to the number of dead mice on the indicated 

day for each group. C) Survival curves of WT and KO mice. Survival curves were analysed 

using a log-rank (Mantel-Cox) test. D and E) Viral titers in homogenates of nasal turbinates 

(D) and brain (E) were measured by a standard plaque assay on Vero cells on days 4 and 6 

post-infection. Results are reported as PFUs/mg of nasal turbinates or brain homogenates and 

represent the mean ± SEM of 3 to 4 mice per group at each time point. Statistical analyses 

were performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc 

test. Statistically significant results compared to those for WT group are indicated as follows: 

*, P<0.05; ***, P<0.001. N.D., not detectable. 
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FIG 8 Conditional depletion of CSF1R in CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 mice leads 

to a specific depletion of microglia.  

Five- to seven-week old wild type (WT; ho-wt; in white; ●) and knockout (KO; ho-

he; in grey; ▲) mice received 5 mg/kg tamoxifen (TAM) by gavage once daily for 4 days or 

were left untreated. A) Percentage of CD45high/CD11b+/Ly6C+/CD115+ monocytes per total 

leukocytes in blood of untreated or TAM-treated animals three days after the last dose. B) 
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Absolute number CD45low/int/CD11b+/CD115+ microglia in brain homogenates of KO and 

WT mice infected with HSV-1 at different times post-challenge. Results are expressed as 

mean ± SEM of 3 to 8 mice per group. Statistical analyses were performed using a two-way 

analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc test.; *, P<0.05; **, P<0.01 and 

***, P<0.001. C) Flow cytometry plots (upper) for CD45low/int/CD11b+/CD115+ gate. CD115 

(CSF1R) depletion was confirmed in the CNS of WT and KO animals 3 days after the last 

tamoxifen treatment (which corresponds to day 0). Representative confocal microscopy 

images (lower panels) of brain sections labeled with Tmem-119 antibody (green) and 

counterstained with DAPI (blue) that also showed a lack of microglia in the hypothalamic 

region of KO mice (right panel) compared to WT animals (left panel) three days after the last 

tamoxifen dose. Scale bar: 50 µm. n.s., non-significant. 
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FIG 9 Mice depleted in microglia show reduced numbers of monocytes and T cells in 

the CNS during HSE. 

Flow cytometry analyses showing the infiltration of peripheral immune cell subsets 

in brain homogenates of WT (in white; ●) and KO (in grey; ▲) mice prior to (day 0) and on 

days 4 and 6 following intranasal infection with 600,000 PFUs of HSV-1 strain H25. Absolute 

numbers of A) CD45high infiltrating leukocytes, B) CD45high/CD11b+/Ly6C+ 

monocytes/macrophages, C) CD45high/CD11b+/Ly6G+ neutrophils, D) 

CD45high/CD11b+/CD3Ɛ+ T lymphocytes and E) CD45high/CD11b+/B220+ B lymphocytes. 

Results represent the mean ± SEM of 3 to 4 mice per group at each time point. Statistical 

analyses were performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD 

post-hoc test. Statistically significant results are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01. 
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FIG 10 Mice depleted in microglia show reduced levels of IFN-α/-β mRNAs levels in the 

brain during HSE.  

A) IFN-α and B) IFN-β mRNAs were quantified in brain homogenates of WT (in 

white; ●) and KO (in grey; ▲) mice by droplet digital PCR on days 4 and 6 following 

intranasal challenge with 600,000 PFUs of HSV-1 strain H25. The numbers of mRNA copies 

for each IFN was normalized to those of the housekeeping 18S ribosomal subunit. Results 

represent the mean ± SEM of 5 to 7 mice per group at each time point. Statistical analyses 

were performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey HSD post-hoc 

test. Statistically significant results are indicated as follows: *, P<0.05. 
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TABLE 1 Antibodies used for flow cytometry and immunofluorescence analyses 

 
Target Host Clone Fluorochrome Manufacturer 

Flow cytometry 

CD45 Rat  30-F11 APC-Cy7 BD Biosciences 

CD11b Rat  M1/70 BUV737 BD Biosciences 

CD11c Hamster HL3 Pe-Cy7 BD Biosciences 

CD3ε  Hamster 145-2C11 PE-CF594 BD Biosciences 

B220  Rat RA3-6B2 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 

Ly6C  Rat AL-21 BV605 BD Biosciences 

Ly6G Rat 1A8 FITC BD Biosciences 

CD115 Rat  AFS98 APC eBioscience 

CD68 Rat FA-11 BV421 BD Biosciences 

Immunofluorescence 

Tmem-119 Rabbit 28-03 Unconjugated Abcam 

HSV-1/-2  Goat Polyclonal No Bio-Rad 

CD68 Rat FA-11 No Bio-Rad 

Goat IgG Chicken Polyclonal Alexa Fluor 488 Invitrogen  

Rat IgG Donkey Polyclonal Alexa Fluor 647 Invitrogen  
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Rabbit IgG Goat Polyclonal Alexa Fluor 546 Invitrogen   

 

TABLE 2 : Cytokine and chemokine levels in brain homogenates of BALB/c mice pre-treated with mCSF 

Cytokines/Chemokines 
Saline-treated mice (mean ± SEM) mCSF-treated mice (mean ± SEM) 

Day 4 p.i. Day 6 p.i. Day 4 p.i. Day 6 p.i. 

IL-1β 1.69 ± 0.23 9.01 ± 1.93 1.34 ± 0.17 11.74 ± 3.81 

IL-2 3.69 ± 0.22 4.33 ± 0.31 3.20 ± 0.23 5.65 ± 0.50  

IL-3 0.99 ± 0.12 2.61 ± 0.40 0.34 ± 0.19 4.43 ± 0.75  

IL-4 0.29 ± 0.09 1.95 ± 0.61 0.09 ± 0.06 3.15 ± 0.88 

IL-6 63.09 ± 20.96 2656.93 ± 932.98 35.07 ± 17.36 1491.71 ± 386.08 

IL-10 17.11 ± 0.25 229.79 ± 39.29 10.34 ± 1.14 423.17 ± 41.10 ** 

IL-12p40 100.88 ± 10.42 193.05 ±11.21 98.29 ±23.92 204.39 ± 19.65 

IL-13 136.65 ± 6.45 173.18 ± 17.66 124.80 ± 8.10 252.19 ± 15.13 ** 

IL-17A 5.74 ± 0.35 7.30 ± 0.47 3.61 ± 0.25 8.44 ± 0.81 

G-CSF 479.57 ± 146.77 27,839.72 ± 8539.83 536.1 ± 203.14 23,188.87 ± 6519.42 

GM-CSF N.D. 14.69 ± 6.55 N.D. 26.18 ± 5.52 



193 
 

TNF-α 35.19 ± 5.64 141.32 ± 78.99 26.76 ± 2.55 56.28 ± 6.23 

IFN-γ 50.87 ± 13.05 474.21 ± 42.95 26.25 ± 5.28 949.45 ± 146.59 ** 

CCL2 651.48 ± 43.06 22625.19 ± 3731.42 582.52 ± 138.79 32107.95 ± 6298.12 

CCL3 33.33 ± 5.25 924.03 ± 105.27 20.81 ± 3.14 1125.85 ± 227.83 

CCL4 12.67 ± 1.41 149.49 ± 12.24 9.46 ± 0.83 210.73 ± 57.25 

 

Cytokines/chemokines levels (in pg/mL) were analyzed by a two-way ANOVA with Tukey HSD post-hoc test. Statistically 

significant results compared to control group (treated with saline) are indicated as follows: **, P<0.01; p.i., post-infection; N.D., 

not detected. 

 

TABLE 3 Cytokine and chemokine levels in brain homogenates of WT or KO mice during HSE 

Cytokines/ 

Chemokines 

WT mice (mean ± SEM) KO mice (mean ± SEM) 

Day 0  Day 4 p.i. Day 6 p.i. Day 0  Day 4 p.i. Day 6 p.i. 

IL-1α 4.03 ± 0.08 4.63 ± 0.39 4.60 ± 0.59 3.92 ± 0.77 5.23 ± 0.38 7.98 ± 0.83 * 

IL-1β 1.04 ± 0.02 0.99 ± 0.05 1.04 ± 0.12 1.07 ± 0.11 0.92 ± 0.05  1.86 ± 0.19 * 

IL-2 2.59 ± 0.07 3.09 2.95 ± 0.07 3.09 ± 0.45  2.66 ± 0.12 4.02 ± 0.19 ** 

IL-3 0.57 ± 0.10 0.57 ± 0.10 0.52 ± 0.09 0.57 ± 0.30 0.61 ± 0.13 1.32 ± 0.15 * 
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IL-4 0.20 ± 0.08 0.08 ± 0.05 0.23 ± 0.06 0.08 ± 0.05 0.08 ± 0.05 0.39 ± 0.06 

IL-5 0.67 ± 0.11 1.11 ± 0.21 0.99 ± 0.11 111 ± 0.16 1.58 ± 0.21 2.72 ± 0.37 ** 

IL-6 1.33 ± 0.09 4.64 ± 1.96 5.87 ± 2.07 1.17 ± 0.14 9.84 ± 2.87 152.30 ± 77.09  

IL-10 7.98 ± 1.62 6.21 ± 0.79 13.93 ± 3.29 5.67 ± 1.90 5.29 ± 0.46 55.10 ± 10.49 *** 

IL-12p40 199.24 ± 17.70  185.82 ± 37.58 236.91 ± 7.12  136.18 ± 8.38 161.12 ± 22.72 468.27 ± 67.39 *** 

IL-13 107.81 ± 5.84 111.24 ± 3.31 111.11 ± 6.74 104.50 ± 3.43  131.91 ± 9.66 145.70 ± 8.91 * 

IL-17A 2.62 ± 0.31 3.12 ± 0.10 3.22 ± 0.13 2.52 ± 0.80 2.35 ± 0.05 5.89 ± 0.64 ** 

G-CSF 5.93 ± 0.43 66.31 ± 28.16 38.65 ± 13.08 9.31 ± 2.20  224.22 ± 62.92 774.09 ± 283.07 ** 

GM-CSF N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

TNF-α 50.82 ± 20.74 44.39 ± 3.88 49.01 ± 6.04 61.17 ± 16.09 25.65 ± 1.20  60.28 ± 7.42 

IFN-γ 9.95 ± 1.01 10.18 ± 0.40 13.26 ± 2.90 10.42 ± 1.46 8.22 ± 0.50 96.84 ± 27.03 *** 

CXCL1 24,157 ± 3,614 47,010 ± 11,832 42,370 ± 9,045 29,543 ± 8,520 48,393 ± 2,852 98,083 ± 10,686 ** 

CCL2 177.01 ± 34.83 275.14 ± 64.03 395.50 ± 104.29 353.72 ± 216.92 1,202.87 ± 76.93 3,231.88 ± 676.54 *** 

CCL3 15.74 ± 1.03 19.54 ± 5.72 21.97 ± 2.50 19.01 ± 4.89 36.14 ± 2.70  107.35 ± 39.72 ** 

CCL4 4.29 ± 1.61 4.16 ± 0.41 5.76 ± 0.45 5.99 ± 0.44 4.86 ± 0.40 15.81 ± 2.67 *** 

CCL5 12,293 ± 5,679 27,853 ± 9,422 114,830± 27,871 9,063 ± 1,041 29,747 ± 2,912 340,294 ± 87,384 *  
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Cytokines/chemokines levels (in pg/mL) were analyzed by a two-way ANOVA with Tukey HSD post-hoc test. Statistically 

significant results compared to WT mice are indicated as follows: *, P<0.05; **, P<0.01 and ***, P<0.001; p.i., post-infection; 

N.D., not detected.  

 



196 
 

Chapitre-IV : L’analyse transcriptionnelle des cellules 
immunitaires isolées du noyau postéro-ventral a révélé une 
contribution potentielle des microglies infectées à la réponse 
inflammatoire exacerbée au cours de l’EH expérimentale 
 

 

Avant-propos 

Le chapitre-IV correspond à un article « Single-cell transcriptomics of the ventral 

posterolateral nucleus-enriched thalamic regions from HSV-1-infected mice reveal a 

novel microglia/microglia-like transcriptional response » dont je suis le premier auteur et 

qui a été publié dans la revue « Journal of Neuroinflammation » en 6 Avril 2022.  

PMID: 35387656 - DOI: 10.1186/s12974-022-02437-7 
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1. Résumé :  

Les infections au virus herpès simplex I (VHS-1) sont souvent bénignes mais peuvent 

être responsables de pathologies sévères, comme l’encéphalite herpétique (EH). Malgré la 

disponibilité des antiviraux, le taux de mortalité est de 30%. De plus, majorité des survivants 

souffrent des séquelles neurologiques. Il est donc nécessaire de mieux comprendre la réponse 

immunitaire anti-herpétique afin d’améliorer le pronostic de l’EH. Dans notre étude, les 

mécanismes impliqués dans la réponse immunitaire microgliale au cours de l’EH ont été 

investigués, à l’aide de la microscopie électronique et du séquençage d’ARNm sur une cellule 

unique. Nous avons choisi d’étudier uniquement les microglies situées dans le noyau postéro-

ventral (VPL, pour « Ventral posterolateral nucleus »), qui a été identifié comme la région 

la plus infectée du cerveau chez des souris C57BL/6 au J6 p.i. Nos analyses ont confirmé que 

ces cellules limitaient l’infection à l’aide de la phagocytose et de la présentation d’antigènes. 

En outre, nous avons pu décrire une nouvelle réponse transcriptionnelle, associée à une 

population cellulaire rare, que nous avons appelées des microglies « en transition ». 

L'expression élevée des transcrits viraux par ces cellules pourrait correspondre à la réponse 

immunitaire antivirale intrinsèque des microglies infectées par le VHS-1 dans le VPL. Enfin, 

l'analyse de ce transcriptome révélant l’augmentation d’expression des gènes impliqués dans 

la production d’interleukine IL-1b médiée par l'inflammasome NLRP3 a suggéré que ces 

microglies « en transition » infectées favoriseraient l’exacerbation de l’inflammation au 

cours de l’EH. 
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2. Abstract 

Background 

Microglia participate in the immune response upon central nervous system (CNS) 

infections. However, the role of these cells during herpes simplex encephalitis (HSE) has not 

been fully characterized. We sought to identify different microglia/microglia-like cells and 

describe the potential mechanisms and signaling pathways involved during HSE.  

Methods 

The transcriptional response of CD11b+ immune cells, including 

microglia/microglia-like cells, was investigated using single-cell RNA sequencing (scRNA-

seq) on cells isolated from the ventral posterolateral nucleus (VPL)-enriched thalamic 

regions of C57BL/6N mice intranasally infected with herpes simplex virus-1 (HSV-1) (6 x 

105 PFUs / 20 µL). We further performed scanning electronic microscopy (SEM) analysis in 

VPL regions on day 6 post-infection (p.i.) to provide insight into microglial functions. 

 Results 

We describe a novel microglia-like transcriptional response associated with a rare cell 

population (7% of all analyzed cells), named “in transition” microglia/microglia-like cells in 

HSE. This new microglia-like transcriptional signature, found in the highly infected thalamic 

regions, was enriched in specific genes (Retnlg, Cxcr2, Il1f9) usually associated with 

neutrophils. Pathway analysis of this cell-type transcriptome showed increased NLRP3-

inflammasome-mediated interleukin IL-1β production, promoting a pro-inflammatory 

response. These cells' increased expression of viral transcripts suggests that the distinct “in 

transition” transcriptome corresponds to the intrinsic antiviral immune signaling of HSV-1 

infected microglia/microglia-like cells in the thalamus. In accordance with this phenotype, 

we observed several TMEM119+/IBA-I+ microglia/microglia-like cells immunostained for 

HSV-1 in highly infected regions.  

Conclusion 

A new microglia/microglia-like state may potentially shed light on how microglia 

could react to HSV-1 infection. Our observations suggest that infected microglia/microglia-
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like cells contribute to an exacerbated CNS inflammation. Further characterization of this 

transitory state of the microglia/microglia-like cell transcriptome may allow the development 

of novel immunomodulatory approaches to improve HSE outcomes by regulating the 

microglial immune response. 

Keywords 

Herpes simplex virus 1, encephalitis, transcriptomics, antiviral immune response, microglia   
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3.1. Background 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1), a member of the alphaherpesvirinae subfamily, 

establishes lifelong latent infections in trigeminal ganglia (1, 2). Occasional reactivations of 

the virus usually result in cold sores (3). However, this neurotropic virus sometimes causes 

life-threatening pathologies such as herpes simplex encephalitis (HSE). HSE is the most 

frequent lethal sporadic acute form of viral encephalitis globally, with a mortality rate of 30% 

despite antiviral therapy. Of the surviving patients, half suffers significant neurological 

sequelae due to neuronal and glial damage (4, 5). The present paradigm is that viral 

replication and an over reactive immune response are the two main factors contributing to 

CNS damages (6). Additional studies are required to characterize in-depth the molecular 

pathways mediating the immune response during HSE. Moreover, understanding the 

molecular mechanisms that generate this inflammation would drive the development of 

efficacious immunomodulatory strategies. 

One of the drivers of neuroinflammation is microglia, which usually protects the CNS 

against foreign agents (7-9). Microglia are a heterogeneous population that consists of diverse 

subtypes with different properties depending on their localization in the CNS (10). They are 

the first immune cells to encounter HSV-1 in the CNS. Upon recognizing a pathogen, 

microglial cells can change from a ramified to an amoeboid morphology and migrate toward 

infected cells. Increased cytokines/chemokines production by these cells restricts viral spread 

(11-13). Conflicting results have been reported regarding the impact of microglia in different 

neuroinflammatory disorders, including HSE. TLR2-mediated activation of microglia 

inducing oxidative stress was shown to be responsible for neurotoxicity during HSV-1 

infection. In contrast, an absence of microglia in the early stage of infection worsens the 

outcome of the disease, suggesting their beneficial role in orchestrating an early protective 

immune response by regulating type-I Interferon (IFN) response and peripheral immune cell 
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infiltration (14-18). Despite various studies characterizing the role of microglia in HSE, a 

transcriptomic study on these immune cells isolated from HSV-1 infected CNS is still 

missing. 

Following the early microglial response to HSV-1, an important number of peripheral 

immune cells infiltrate the CNS. One of the most abundant peripheral immune cells found in 

the HSV-1-infected brain is monocytes. Despite their distinct ontogeny from the bone 

marrow (instead of embryonic yolk sac), monocytes share common characteristics with 

resident microglia (9, 19). During CNS inflammation, infiltrating myeloid cells, mostly 

monocytes, can colonize the brain and transform into long-lived ramified microglia-like 

cells, previously termed bone marrow-derived microglia, which are highly enriched in 

microglial markers (20, 21). Because of their similar antigenic profiles, microglia and 

infiltrating monocytes are difficult to distinguish (22). Several studies have shown that 

monocyte-derived macrophages contribute to HSE by phagocytosing infected cells and 

releasing cytokines/chemokines, reactive oxygen species (ROS), and nitric oxide (NO) (23, 

24). However, an uncontrolled monocyte mediated-inflammatory response is also considered 

a potential threat, similar to an exaggerated microglial response, leading to CNS damage 

(25). Here, we identified signature markers for monocytes and microglia, which allowed us 

to decipher their respective transcriptional responses upon HSV-1 infection. 

Single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) has become a frequently used tool in 

infectious disease research, allowing the identification of biomarkers and pathways to 

elucidate molecular mechanisms of immune regulation (26, 27). Furthermore, the analysis of 

pathogen mRNA using scRNA-seq can permit the identification of their targets (28). We 

combined scRNA-seq and electron microscopy to analyze the cellular transcriptomic 

signatures and visualize the phenotypic changes of microglia versus bone marrow-derived 

microglia-like cells during HSE.  

We show that moderately infected thalamic areas harbor highly phagocytic reactive 

microglia. In contrast, highly infected thalamic regions accommodate microglia/microglia-

like cells with impaired physiological functions such as decreased phagocytic activity. Our 

scRNA-seq analysis further reveals a novel transcriptional signature that we defined as “in 

transition” microglia/microglia-like cells, in highly infected thalamus. Finally, we 
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demonstrate that the “in transition” transcriptome corresponds to the immune response of 

HSV-1 infected microglia/microglia-like cells acquiring a pro-inflammatory phenotype. Our 

study provides novel insights into microglia/microglia-like cell response during HSE and 

reveals potential pathways implicated in the antiviral mechanisms of HSV-1 infected 

microglia. 

3.2. Methods  

Animals 

Six-week-old male C57BL/6N mice were purchased from Charles River, Canada. 

Mice were slightly anesthetized and infected with clinical HSV-1 strain H25 or recombinant 

HSV-1 (rHSV-1) in 20 µL of the minimum essential medium by intranasal inoculation (29). 

Similar amounts of viral suspension were equitably administered to the right and the left 

mouse nostrils. Animals were acclimated to standard laboratory conditions for one week and 

housed three to four per cage.  

Evaluation of clinical signs of HSE 

Mice were monitored for HSE-related signs: ruffled fur, ocular swelling, shaking 

movements, swollen forehead, breathing difficulties, bodyweight loss, and mortality twice 

daily for fourteen days. Animals were sacrificed when a bodyweight loss equal to or greater 

than 20% was achieved, or a combination of two other obvious sickness signs were observed. 

In our HSE mouse model, symptoms are correlated with the brain viral titers. Based 

on the evaluation of clinical signs, mice could be divided into two categories: moderately- 

(weight loss, ruffled fur) and highly- (weight loss, ruffled fur, swollen forehead +/- 

neurological signs) infected mouse. Thalamus collected from these moderately- or highly-

infected mice were called moderately- or highly-infected thalamus, respectively. 

Infectious viral titer measurements 

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of a mixture of ketamine/xylazine 

(at doses of 90 mg/mL and 10 mg/mL, respectively) and sacrificed by intracardiac perfusion 

with cold 0.9% saline. Brains were harvested on day 6 p.i. and separated into four regions: 

olfactory bulb, cerebral cortex, hippocampus/hypothalamus, and hindbrain (cerebellum, 

pons, and medulla) to identify infected areas. The brain tissues were first homogenized, then 



204 
 

viral titers for each of four HSV-1 infected-brain parts were determined by counting plaque-

forming units (PFUs)/mg in Vero cells, as described elsewhere (30). In another mouse 

experiment, following the dissection of the thalamus/hypothalamus region used for single-

cell preparation, the rest of the brain tissues was homogenized, and viral titers were 

determined, as described previously. 

Immunostaining studies 

Mice were sacrificed by intracardiac perfusion with cold 0.9% saline followed by a 

4% paraformaldehyde (PFA) solution in 0.1M borax buffer, pH 9.5, at 4°C. Extracted brains 

were post-fixed for 24 h and then placed in 20% sucrose diluted in 4% PFA for 24 h. Fixed 

brains were cut in 25-μm coronal and sagittal sections on dry ice using a microtome 

(Reichert-Jung, Cambridge Instruments Company). Free-floating sections were prepared for 

immunostaining with different antibodies (Table 1, Immunofluorescence), as described 

elsewhere (19). Sections were mounted onto SuperFrost slides (Fisher Scientific) and 

coverslipped with Fluoromount-G (Electron Microscopy Sciences) for immunofluorescence 

(IF) studies. Confocal fluorescence microscopy images were captured using a Confocal 

Quorum WaveFX spinning-disk confocal microscope (Quorum Technologies) equipped with 

a Hamamatsu ImageEM camera (Hamamatsu Corporation). Images were acquired using 

Volocity 4 software (Perkin Elmer). 

Tissue collection for electron microscopy 

On days 0 and 6 p.i., a subset of animals (n=3 mice per time point) was anesthetized 

with a mixture of ketamine hydrochloride and xylazine (at doses of 90 mg/ml and 10 mg/ml, 

respectively). Mice were blood-flushed by intracardiac perfusion with ~15 ml ice-cold 

phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and then perfused with ~75 ml ice-cold 3.5% (w/v) 

acrolein in 100 mM phosphate buffer (PB, pH 7.4), followed by ~150 ml ice-cold 4% (w/v) 

PFA in PB. Brains were extracted, post-fixed in ice-cold 4% (w/v) PFA in PB for 2 h and 

washed in 50 mM PBS-pH 7.4, three times for 10 min. Fixed brains were then sectioned into 

50 µm-thick coronal sections using a vibratome (VT1200S, Leica) and stored in a 

cryoprotectant solution (30% (v/v) ethylene glycol, 30% (v/v) glycerol in PBS) at -20ºC until 

use. 
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Immunostaining for electron microscopy 

Two sections containing the ventral posterior nucleus (VPN) of the thalamus (Bregma 

-1.35 to -1.46; stereotaxic atlas of Paxinos and Franklin 4th edition (Paxinos and Franklin, 

2013)) were used for immunostaining against HSV-1. Sections were washed in 25 mM 

potassium-phosphate buffered saline (KPBS, pH 7.4) three times for 10 min. Sections were 

quenched with 0.3% (v/v) H2O2 in KPBS for 10 min and washed in KPBS three times for 10 

min. Sections were incubated with 0.1% (w/v) NaBH4 in KPBS for 30 min and washed in 

KPBS three times for 10 min. Next, sections were incubated in a blocking solution consisting 

of 4% normal donkey serum (Sigma), 1% bovine serum albumin (Sigma), 0.03% Triton X-

100 (Sigma) in KPBS at room temperature (RT) for 30 min. Sections were finally incubated 

with goat anti-HSV1/2 (Bio-Rad) in KPBS (1:1000) at 4ºC overnight. On the following day, 

tissues were washed in KPBS five times for 5 min before incubation with donkey anti-goat 

1.4 nm Nanogold-conjugated (Nanoprobes, Yaphank, NY, USA) secondary antibody (1:50) 

in KPBS at 4ºC overnight. The next day, brain sections were washed in KPBS five times for 

5 min then twice for 5 min in freshly prepared 3% (w/v) sodium acetate solution. Staining 

was then revealed for 1 min at RT by silver enhancement (Nanoprobes). Sections were 

quickly rinsed in 3% sodium acetate solution, further rinsed in PB three times for 5 min, and 

washed in PBS five times for 3 min. 

Tissue processing for electron microscopy 

After staining, tissues were post-fixed with osmium tetroxide and thiocarbohydrazide 

for scanning electron microscopy imaging. Brain sections were first immersed in a mixture 

(1:1) of 3% potassium ferrocyanide (BioShop, Burlington, ON, Canada) in PB and 4% 

aqueous osmium tetroxide (Electron Microscopy Sciences) at RT for 1 h and rinsed in Milli-

Q water five times for 3 min. Sections were placed in 1% thiocarbohydrazide solution 

(Electron Microscopy Sciences) at RT for 20 min and rinsed in Milli-Q water five times for 

3 min. Sections were then placed in 2% aqueous osmium tetroxide at RT for 30 min and 

washed in Milli-Q water five times for 3 min. Sections were further dehydrated in ascending 

ethanol concentrations (twice in 35%, once in 50%, once in 70%, once in 80%, once in 90%, 

three times in 100%), followed by propylene oxide (three times) for 5 min each. Sections 

were finally embedded in 100% Durcupan ACM resin (Electron Microscopy Sciences) for 
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24 h, then mounted between labeled ACLAR sheets (Electron Microscopy Sciences) 

embedded in a thin layer of resin and let to polymerize at 55ºC for three days. After resin 

polymerization, one of the ACLAR sheets was removed. The ventral posterior nucleus (VPN) 

of the thalamus was excised and glued on top of a resin block for ultramicrotomy. Ultrathin 

(~70 nm) sections were cut with an ultramicrotome (Ultracut UC7, Leica Biosystems), 

collected to a silicon nitride chip (Electron Microscopy Sciences), and glued on specimen 

mounts (Electron Microscopy Sciences). Samples were examined by array tomography at 5 

nm (x, y) resolution using a Crossbeam 540 (GeminiSEM, Zeiss) field emission scanning 

electron microscope, with an acceleration voltage of 1.4 kV and current of 1.2 nA. 

Microglial analysis at the nanoscale resolution 

Microglia/microglia-like cells were identified by their irregular nuclei with a dark 

heterogeneous chromatin pattern and an irregular cytoplasm, as well as frequent long 

stretches of endoplasmic reticulum cisternae and lipidic inclusions (i.e., lipofuscin, 

lysosomes), among other distinctive ultrastructural features (31). Microglial/microglial-like 

cell ultrastructural analysis was performed using ImageJ software by an experimenter blind 

to the experimental conditions (n=36-46 microglial cell bodies/group, N=3 animals/group). 

Microglial organelles–lysosomes, lipidic inclusions, endosomes, endoplasmic reticulum, and 

Golgi apparatus cisternae, and mitochondria–as well as microglial interactions with their 

microenvironment–neurons, astrocytes, oligodendrocytes, microglia-like cells, synaptic 

elements, dark cellular processes, myelinated axons, myelin, blood vessels, and extracellular 

space pockets–were first qualitatively and quantitatively analyzed (32). Afterward, HSV-1 

nanogold particles were quantitatively analyzed in the microglia/microglia-like cells; the 

number of nanogold particles was counted, and the specific sub-compartment (organelles) 

for each analyzed particle was identified. Microglia/microglia-like cells were considered 

immunostained when at least two nanogold particles were visible within their nucleus, cell 

body, or plasma membrane. Additionally, their contacts with infected cells identified by 

immunostaining were also assessed. 

Lysosomes were identified by their dense heterogeneous contents enclosed by a 

single well-defined membrane and classified into immature or mature lysosomes. The latter 

is fused with endosomes and possesses lipofuscin granules (oval structure of finely granular 
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composition with a fingerprint-like pattern) (33-35). Endosomes were categorized as empty 

and digested, while their total number was also determined. Dilation of the endoplasmic 

reticulum or Golgi apparatus was characterized by a distance between cisternae greater than 

50 nm (36). In addition to determining the total count of mitochondria, mitochondrial 

abnormalities that included elongated (length>1 µm) and donut-shaped mitochondria (32, 

37) were quantified. 

Synapses were recognized by the contact between a presynaptic axon terminal 

containing synaptic vesicles and a postsynaptic spine, often with a visible postsynaptic 

density at their junction. Dark processes, which can belong to microglia/microglia-like cells, 

among other cell types, were also examined. These structures show a condensed cytoplasm 

and frequently contain organelles showing alterations associated with cellular stress. 

Myelinated axons were recognized by their compact and electron-dense myelin sheath 

surrounding the axons. Myelin abnormalities were also identified, including myelin 

decompaction (distancing of myelin sheaths) and degenerating myelin (ballooning, swelling, 

or degradation). Neurons were distinguished by pale nuclei and cytoplasm, often with apical 

dendrite and innervation from axon terminals. Like neurons, astrocytes are characterized by 

pale nuclei and cytoplasm but recognized by their nuclear heterochromatin pattern that forms 

a thin rim on the edge and their irregular and angular cytoplasm that often contains 

intermediate filaments. Similar to microglia/microglia-like cells, oligodendrocytes were 

identified by their dark nuclei with a heterogeneous chromatin pattern and a dark squarish or 

rectangular-shape cytoplasm, often containing short and wide endoplasmic reticulum 

cisternae organized in the vicinity of the nucleus and ribosomes, as well as broader space 

between nuclear membranes than microglia/microglia-like cells (31). Finally, extracellular 

space pockets were quantified directly juxtaposed with microglia/microglia-like cells. 

Extracellular space pockets containing degraded elements or debris were designated as 

extracellular digestion, also known as digestive “exophagy” (31, 38, 39). 

Flow cytometry analyses of brain homogenates 

Mice were deeply anesthetized as described above and perfused intracardially with 

ice-cold DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline, pH 7.4) without Ca2+ and Mg2+ before 

harvesting brains. The thalamic/hypothalamic region was dissected and chopped into fine 
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bits using a razor blade. For the dissociation, minced tissue was incubated in DPBS without 

Ca2+ and Mg2+ containing papain (20 units/mL, prepared as described in the manufacturer’s 

instructions) and DNase-I (100μL/ml) for 30 min at 37°C. Homogenates were filtered 

through a 100 µm then 70 µm cell strainer (BD Biosciences). After a washing step, cells were 

centrifuged at 600 x g for 40 min in a Percoll gradient (37% and 80%) (GE Healthcare). The 

cell ring at the interphase was collected, centrifuged at 300 x g for 10 min, and washed twice 

with DPBS containing 2% fetal bovine serum (FBS; Wisent). Cells were incubated with 

CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block™ 2.4G2) and FVS510 (viability) on ice for 30 min. After 

a washing step, cells were incubated with a pool of antibodies (Table 1, Flow Cytometry). 

For CD115 staining, cells were washed once, permeabilized with eBioscience™ 

Foxp3/Transcription Factor Staining kit, and incubated for 60 min, following the first 

incubation with the antibody pool. Labeled cells were fixed, washed, and resuspended in 

DPBS. Flow cytometry analyses and data acquisition were performed using a BD SORP LSR 

II and BD FACSDiva software, respectively. 

Single CD11b+ cell suspension for sequencing 

For single-cell sequencing, mice were transcardially perfused with DPBS, and brains 

were quickly dissected on ice. As described above, the minced thalamic/hypothalamic 

regions were enzymatically digested with papain. The tissue was then gently mashed through 

a 70 µm cell strainer to have a single cell suspension. The cell suspension was washed with 

ice-cold DPBS without Ca2+ and Mg2+ containing 20 mM ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) and 5% of heat-inactivated FBS. As described previously, the cell ring from the 

Percoll gradient step was collected, centrifuged, and washed twice with magnetic-activated 

cell sorting (MACS) buffer. Ten μL of CD11b (Microglia) MicroBeads (Miltenyi) were 

added into 90 μL of cell suspension. Following 15 min of incubation at 4 °C, cell suspension 

with magnetic beads was applied onto MS MAC columns to isolate CD11b+ 

microglia/microglia-like cells and immune cells, as described in the manufacturer’s 

instructions. CD11b+ cells were counted manually using trypan blue with a standard 

hemocytometer to measure cell suspension concentration and cell viability. For each sample, 

5x103-1x104 cells incubated with FVS510 viability stain were also analyzed by BD SORP 

LSR II to confirm the % of viability. Cells were then centrifuged and resuspended in DPBS 
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to have a final concentration of 700-1000 cells/µL, required for Chromium (10x Genomics) 

single-cell sequencing.  

Single-cell library construction and sequencing:  

Single cells from two independent experiments of two (one infected and one 

uninfected) and three (two infected and one uninfected) samples each were processed using 

Chromium™ Next GEM Single Cell 3' GEM, Library & Gel Bead Kit v3.1 Kit following the 

manufacturer’s user guide (10x Genomics, Pleasanton, CA). After MACS sorting, cells were 

spun down for each experiment, resuspended in 100 µL of PBS, and subjected to cell quality 

control using BioRad TC10 automated cell counter (Bio-RAD, Mississauga, Canada). All 

processed samples had cell viability >80%. After determining cell density, cells of each 

sample were injected into channels, aiming to achieve ~3000 cells per channel. Gel Beads-

in-Emulsion (GEMs) were formed in channels of a chip in the 10x Chromium instrument and 

then collected into an Eppendorf plate for GEM reverse transcription (GEM-RT) reaction. 

After GEM clean up, GEM-RT products were subjected to cDNA amplification for 13 cycles 

using poly(dT) primers followed by a 3’ gene expression library construction using 10X 

specific primers. (10x Genomics, Pleasanton, CA) and by SPRIselect (Beckman Coulter, 

Brea, CA) beads clean up. The quality of libraries was examined with a DNA screen tape 

D5000 on a TapeStation 2200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), and the 

quantification was done on the QuBit 3.0 fluorometer (ThermoFisher Scientific, Canada). 

Subsequently, libraries with unique index were pooled together in equimolar ratio and 

sequenced for paired-end 100 pb sequencing on a NovaSeq 6000 (Novaseq 6000 S1 reagent 

kit (200 cycles), Illumina Inc., San Diego, CA, USA) at the Next-Generation Sequencing 

Platform, Genomics Center, CHU de Québec-Université Laval Research Center, Québec 

City, Canada. The coverage was approximately 100 million paired-end reads/sample.   

scRNAseq data and pathway analysis: 

Sequencing data were processed, aligned to the mm10 reference genome, and 

aggregated into a single file using Cell Ranger v6.0 (10x Genomics) with default settings. 

This file was examined using Loupe Browser v5.0.1 (10x Genomics) and filtered to remove 

low-quality cells (i.e., with <1 000 UMIs or >15% of reads from mitochondrial genes) as 

well as ambiguous cells (i.e., doublets and phagocytosed cells identified based on co-
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localized cell-specific markers (e.g., Hbb-bt, C1qa, Ly6g, Cd3e, Cd19, Sdc1, etc.)). A re-

analysis following the resulting selection was launched using the reanalyze option from the 

Cell Ranger software. Downstream analyses were performed on the filtered data reanalyzed 

with Cell Ranger using R version 4.0.5. The data were first processed by Seurat v.4.04 (40). 

Data normalization was done with a scale factor of 10000. The identification of the barcodes 

to the clusters was then imported by the Seurat object. Differential Expression Tests were 

done using MAST v.1.18. (41). P-values were corrected using the Benjamini-Hochberg 

method (BH) and filtered with a 5% false discovery rate (Q < 0.05). Cell subsets were 

identified using t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE) distribution and cell 

type-specific markers.  Non-immune cells and contaminant blood cells (4 % of whole 

scRNA-seq data) were identified and eliminated before further scRNAseq data analysis. 

Differentially expressed mRNAs were identified by significant feature comparison. A list of 

6 neutrophil-related genes common to multiple diseases was used to show the neutrophil-like 

phenotype of “in transition” microglia/microglia-like cells (42). UMAP dimensional 

reduction was used to visualize and verify clusters.  

Pathway analysis was done using ReactomePA v.1.36. (43) The enrichPathway 

command was used while using the org.Mm.eg.db database. Only pathways that showed a 

P-value of < 0.05 were considered, and the correction was done using BH. Visualization was 

obtained using the enrichplot package v. 1.12.2. and ggplot2 v.3.3.5. (44, 45) 

HSV-1 viral transcripts analysis:  

A new reference was created to analyze the viral transcripts by combining the mouse 

reference (mm10, July 2020) with the genome of herpesvirus 1 strain 17 (Genbank 

Accession: JN555585). We used cellranger mkref (10x Genomics) to create the reference, 

then used Cellranger Count for each sample. The resulting outputs were then used for the 

cellranger aggr command to get an aggregated count matrix and then filtered by the 

cellranger reanalyze command using the chosen barcodes for this study. The resulting 

filtered count matrix was then exported to Seurat for analysis and visualization.    
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3.3. Results 

Intranasally administered HSV-1 H25 strain is mostly found in the thalamus and 

hindbrain on day 6 post-infection 

We inoculated 6-week-old C57BL/6N mice intranasally with 6x105 PFUs of HSV-1 

H25 clinical strain. Infected mice developed a swollen forehead as their first clinical sign of 

the HSE on day 5 p.i. Mortality started to occur on day 6 p.i. (22.8 %), then culminated on 

day 10 p.i. (41 %). The overall mortality rate was significantly higher in the infected group 

(59%) than in uninfected mice (0%; P = 0.02) (Fig. 1a). On day 4 p.i., viral titers in whole 

brain homogenates became detectable (64 PFUs/mg of the brain). On day 6 (995 PFUs/mg 

of the brain), they significantly increased and reached the highest levels on day 8 p.i. (1357.5 

PFUs/mg of the brain), then started to decrease on day 10 p.i. (662 PFUs/mg of the brain) 

(Fig. 1b).  

To determine whether HSV-1 invades the CNS following intranasal infection, we 

imaged C57BL/6N mice on day 6 after intranasal infection with 6x105 PFUs of rHSV-1 

expressing Gaussia Luciferase using an intravital imaging system (IVIS) (29). We first noted 

an ongoing HSV-1 infection in the nasal cavity. Widespread viral dissemination, mainly on 

the left side of the brain, was observed. The caudal forebrain, midbrain, and hindbrain were 

the three main regions emitting significant levels of bioluminescence (Fig. 1c). Interestingly, 

the hindbrain signal was more intense than the olfactory bulbs, considered the first region to 

get infected by HSV-1 in our HSE mouse model. This observation suggests that the thalamic 

infection occurred earlier than in the other areas, or the immune response in the olfactory 

bulbs was more effective at controlling the viral infection.   

To provide further insights into the HSV-1 dissemination in the CNS, viral titers were 

next measured in four specific regions of the brain. We found that viral replication occurred 

mainly in the thalamic-hypothalamic regions (102.3 PFUs/mg of the brain) and hindbrain 

(66.3 PFUs/mg of the brain) on day 6 p.i. (Fig. 1d). Furthermore, we aimed to determine the 

exact location of HSV-1-infected CNS cells. To do so, we performed IF analyses on coronal 

and sagittal brain sections obtained from HSV-1-infected mice on day 6 p.i. In concordance 

with viral titers, the thalamus, hypothalamus, cerebellum, pons, and medulla were highly 

stained for HSV-1 (Fig. 1e). Coronal sections from the same group of infected mice 
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confirmed that HSV-1+ CNS cells were mainly localized in the thalamus, specifically the 

VPL, a subregion of VPN (Fig. 1f). Our results suggest that distinct CNS regions display a 

differential vulnerability to HSV-1 infection. Based on these findings, we decided to study 

the highly infected thalamus, especially the VPL, on day 6 p.i. 

Reactive microglia are involved in the phagocytosis of HSV-1 infected cells and antigen 

presentation in moderately infected thalamic regions  

To determine the CNS composition of immune cells on days 0 and 6 p.i., we analyzed 

HSV-1 infected whole brains by flow cytometry. As expected, the only immune cells 

observed before infection were CD45intCD11b+CD115+ microglia (Fig. 2a, top). On day 6 

p.i., however, we observed three other types of leukocytes, i.e., CD45+CD11b+Ly6C+Ly6G− 

monocytes/macrophages, CD45+CD11b+CD3ε+ T cells and CD45+CD11b+Ly6G+ 

neutrophils (Fig. 2a, bottom; Fig. 2b). Interestingly, the number of microglia-like cells was 

significantly reduced (Fig. 2c, P = 0.006), suggesting a possible elimination or phenotypic 

transformation of reactive microglia during HSE. We conclude that infiltrating immune cells 

and microglia/microglia-like cells are jointly involved in HSE control. 

IF studies were subsequently performed in the infected VPN and its subregion VPL 

of the thalamus on day 6 p.i. We focused on this thalamic region connecting the trigeminal 

nerve via the trigeminothalamic tract, which HSV-1 potentially uses to infiltrate the CNS 

(46). The microglia/microglia-like cell populations were labeled using TMEM119, a well-

known microglia marker (47). Qualitative analysis of confocal images of moderately infected 

thalamus showed that TMEM119+ cells underwent morphological alterations such as swollen 

cell bodies and thicker cytoplasmic processes, compared to surveillant microglia prior to the 

infection (Fig. 2d, left and middle). Besides these hypertrophic/reactive microglia, we also 

observed important numbers of TMEM119+ ameboid microglia/microglia-like cells, 

corresponding to a hyperreactive microglial phenotype (Fig. 2d, middle). 

Microglia/microglia-like cells migrated towards HSV-1+ cells and were closer to one another 

in the moderately infected thalamus on day 6 p.i. The increased clustering of 

microglia/microglia-like cells around infected cells was associated with a decreased 

microglial density in the surrounding parenchyma (Fig. 2d, middle and right). We also 

found TMEM119+ microglia/microglia-like cells expressing the phagolysosomal activity 



213 
 

marker CD68 in moderately infected VPLs, suggesting microglial involvement in viral 

clearance by phagocytosis of HSV-1+ cells. Of note, most CD68+ spots were not colocalized 

within TMEM119+ cells, indicating the presence of other phagocytic cells with even higher 

lysosomal activity in the region (Fig. 2d, middle). Some of the hypertrophic/reactive 

microglia/microglia-like cells closely localized with CD3ε+ T cells (Fig. 2d, right), 

suggesting potential antigen uptake and processing for microglial antigen presentation.  

To provide additional functional insights into microglial involvement in HSV-1 

infected VPL on day 6 p.i., we next performed ultrastructural analysis of microglia using 

nanoscale-resolution SEM. Microglia were identified based on their well-established 

distinctive ultrastructural characteristics (48). As this method cannot fully differentiate 

between microglia and infiltrating monocytes, we refer to the examined cells as 

microglia/microglia-like cells, as described elsewhere (21). Nanogold staining against HSV-

1 (Fig. 2e-1) revealed that the virus was mostly located within endosomes containing 

digested contents (Fig. 2e-2) and at the cellular membrane of microglia/microglia-like cells 

(Fig. 2e-3), instead of being detected in the nucleus where the majority of HSV-1 replication 

takes place (49). This result supports the hypothesis that microglia/microglia-like cells 

phagocytose HSV-1+ cells to limit viral replication.  

Microglial functions are impaired in highly infected thalamic regions 

We noticed that TMEM119 staining remained present in these regions despite the 

inflammatory environment (50). These areas were populated by a mixture of hypertrophic 

and round-shaped microglia/microglia-like cells associated with a reactive state (Fig. 3a). 

Qualitative analysis of highly infected thalamus on day 6 p.i. showed a reduced 

hypertrophic/reactive microglial density. Most TMEM119+ ameboid microglia/microglia-

like cells contacting the infected cells did not express CD68 (Fig. 2d, 3a). Despite decreased 

numbers of TMEM119+/CD68+ microglia/microglia-like cells, the highly infected thalamus 

was enriched in CD68+ puncta, suggesting that unknown microglial subsets downregulating 

TMEM119, or other phagocytes compensate for the impaired phagocytic activity of 

TMEM119+ microglia/microglia-like cells (Fig. 3a) (51, 52). This CD68 expression was 

positively correlated with the intensity of the infection. Moreover, detecting HSV-1 signals 

on TMEM119+/CD68- ramified microglia/microglia-like cells raised the intriguing 
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possibility that these cells could be infected (Fig. 3a, right). Our results highlight an 

exacerbated expression of CD68, mainly found on other cells than TMEM119+ 

microglia/microglia-like cells in the highly infected thalamus. 

In parallel, ultrastructural analysis of microglia/microglia-like cells identified based 

on their ultrastructure (Fig. 3b-1, 2) was conducted by quantifying the number of organelles 

involved in phagolysosomal pathways on SEM images. This analysis revealed that 

microglia/microglia-like cells possessed a significantly reduced pool of immature lysosomes 

(also known as early endosomes) in the VPL on day 6 p.i. compared to day 0 (Fig. 3b-3, 

P < 0.05), whereas no significant change was seen for other organelles (Fig. 3b-4, 5; Supp. 

Fig. 1, organelles). This observation supports the HSV-1-mediated disruption of microglial 

phagolysosomal pathways during HSE. Next, we evaluated the interactions that 

microglia/microglia-like cells established with their microenvironment, including CNS cells 

such as other microglia/microglia-like cells, neurons, astrocytes, but also their subcellular 

compartments like myelinated axons, on the same SEM images (Supp. Fig. 1, contacts). A 

reduced number of microglia/microglia-like cells made direct contact with myelinated axons 

(Fig. 3b-6, P<0.01), but also with degraded myelin (Fig. 3b-7, P<0.05) in the infected VPL. 

Taken together, we hypothesize that critical functions of microglia/microglia-like cells, such 

as the monitoring of neurons and clearance of myelin debris through phagocytosis, were 

impaired by a highly inflammatory environment in the HSV-1 infected thalamus. 

Identification of a novel microglia-like transcriptional signature in HSE  

Our scRNA-seq analysis on CD11b+ cells isolated from the thalamus on day 6 p.i. 

provides a broad view of the transcriptional response of CD11b+ immune cells involved in 

the immune response during HSE. We mapped 7658 cells of an aggregated scRNA-seq 

dataset consisting of five samples. Ten cell populations were identified based on UMAP and 

cell-specific markers (Supp. Fig. 2a), i.e., T cells (Cd3d, Trbc2, Trac), natural killer cells 

(NK) (Klra8, Klra4, Klrb1c), monocytes (Sirpb1c, Ly6i, Apoc2), dendritic cells (DCs) (Kmo, 

H2-DMb2, Ccr7), macrophages (mac) (Pf4, Mrc1, Cd163), microglia (P2ry12, Slc2a5, 

Sall3), pericytes (Vtn, Ndufa4l2, Pdgfrb), ependymal cells (Ttr, Enpp2, Ecrg4), endothelial 

cells (Ptprb, Ly6c1, Cldn5) and neural cells (Ptprz1, Gpr37l1, Ntsr2). 



215 
 

Individually analyzed samples revealed that for each sample, major cell clusters were 

scattered differentially throughout the two-dimensional UMAP (td-UMAP) representation of 

aggregated scRNA-seq data (Fig. 4a). In parallel, viral titration of the remaining brain 

samples (brain without thalamus which was dissected for CD11b+ cell isolation) showed that 

each brain exhibited a different viral titer (Supp. Fig. 3; Mouse #1: 57.000 PFUs/μL, Mouse 

#2: 98.000 PFUs/μL and Mouse #3: 136.000 PFUs/μL). We partitioned these immune cells 

into the following sub-clusters based on the expression of different genes, but also by taking 

into account different viral titers promoting different levels of inflammation: two monocytes 

(Mono1 = Gm34084, Clec12a, Clec4a1; Mono2 = Ms4a8a, Arg1, Chil3), two macrophages 

(reactive mac = Ccl8, Cbr2, Cd163; homeostatic mac = Pf4, Cd209f, Mrc1), three DCs 

(dendritic cells) (cDC1 (conventional DC) = Xcr1, Snx22, Sept3; cDC2 = Cacnb3, Nudt17, 

Ccr7; moDC (monocyte-derived dendritic cell) = (Kmo, Ffar2, H2-DMb2) and four 

microglia (surveillant microglia = Csmd3, P2ry12, Gpr34; reactive microglia = C4b, 

Cacna1s, Hspa1b; reactive proliferating microglia = Cenpf, Pcr1, Top2a; “in transition” 

microglia/microglia-like cells = G0s2, Il1f9, Hdc) (Supp. Fig. 3). Thereafter, another td-

UMAP was created to visualize these different cell sub-clusters on the aggregated data (Fig. 

4b).  

We generated a heatmap of the 150 most significantly up-and down-regulated genes 

to reveal distinct transcriptomic signatures of all sub-clusters. Overall, our clustering 

approach successfully distinguished the major cell populations and subpopulations with 

differential gene expression. As expected, we observed sub-clusters exhibiting similar gene 

expression patterns. Interestingly, Mono2 and “in transition” microglia/microglia-like cells 

shared a similar transcriptomic pattern, pointing out a possible differentiation between sub-

clusters (Fig. 4c). Further analysis revealed 104 cells highly enriched (log2 fold-change > 8) 

in neutrophil-related genes. 79 of them belonged to “in transition” microglia/microglia-like 

cell sub-cluster (Supp. Fig. 2b). Indeed, some well-known genes expressed by neutrophils 

such as Retnlg, Asprv1, Il1f9, and Cxcr2 were also found in this novel microglia-like 

transcriptome (53). We decided to define this cell subtype “microglia-like cells” considering 

that they highly expressed well-established microglial markers such as P2ry12, Tmem119, 

Fcrls, and Csf1r (Fig. 4d). These findings suggest that the “in transition” 

microglia/microglia-like cell transcriptome whether corresponds to the transcriptomic 
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signature of a new differentiating microglia-like sub-cluster or to microglia/microglia-like 

cells phagocyting infiltrating neutrophils (54, 55).   

The “in transition” microglia/microglia-like cell transcriptome is detected in the highly 

infected thalamus  

We individually analyzed the kinetics of immune cells for each of the five scRNA-

seq datasets. Two major clusters of uninfected thalami were microglia and mac, 

corresponding to 72.7 % and 14 % of all cell populations detected in those samples, 

respectively. We also noticed a decrease of microglia/microglia-like cells (72.7 % vs 40.4 %, 

P: 0.006) and CNS mac (14 % vs 3.3 %, P: 0.6529) percentages on day 6 p.i., compared to 

uninfected brains. By contrast, the levels of infiltrating monocytes significantly increased 

(0.6 % vs 30.6 %, P: 0.0073) on day 6 p.i. Monocytes (30.6 %), T-cells (17.1 %), DCs (4,5 

%), and NK cells (2.2 %) were also present in the infected thalamus across the three examined 

samples, varying in their viral titers (Fig. 4e). In concordance with our flow cytometry data 

showing decreased numbers of microglia/microglia-like cells on day 6 p.i. (Fig.2c), the 

analysis of cell population kinetics using scRNA-seq data also showed a decreased number 

of microglia/microglia-like cells on day 6 p.i.  

Next, we evaluated the numbers of each microglial and monocytic sub-clusters for 

three infected samples. 259 surveillant and 369 reactive microglia were found in Mouse #1 

sample with the lowest brain viral titer. In the same dataset, we identified 115 reactive 

proliferating microglia and 3 “in transition” microglia/microglia-like cells. Mouse #2, with 

an intermediate viral titer, had 6 surveillant, 283 reactive, 100 proliferating reactive, and 25 

“in transition” microglia/microglia-like cells. Reactive and reactive proliferating microglial 

sub-clusters, containing respectively 97 and 17 cells, continued to decrease with increased 

viral titers in Mouse #3 sample. The surveillant microglia sub-cluster completely 

disappeared, and “in transition” microglia/microglia-like cells reached the highest level with 

511 cells in the same dataset (Fig. 4f).  

We observed high levels of infiltrating monocytes in all three infected mice differing in their 

viral titers. A total of 198, 64, 16 Mono1 and 65, 213, 798 Mono2 cells were detected in 

Mouse #1, #2, and #3 datasets, respectively. Mono2 levels increased with the severity of the 

infection (Fig. 4f). We also noticed that their numbers increased along with those of “in 
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transition” microglia/microglia-like cells. This observation raised the question of whether 

those microglia/microglia-like cells differentiate from other microglial subsets, or Mono2 

gives rise to this ambiguous population. Overall, these observations indicate that increased 

viral titers alter cell phenotypes and promote an increased “in transition” 

microglia/microglia-like cell transcriptome in the infected thalamus on day 6 p.i.  

The “in transition” microglia/microglia-like cell transcriptome indicates a 

hyperinflammatory microglial phenotype in highly infected thalamic regions 

Monocytes and microglia represent hardly distinguishable cell populations in 

homeostatic conditions. Inflammation-driven phenotypic alterations of these cells in 

infectious disease models make their identification even more difficult. To distinguish 

microglial responses, we identified upregulated cluster-specific genes (log2 fold-change>4; 

P<0.05) for infiltrating monocytes, total microglia (surveillant, reactive and reactive 

proliferating), and “in transition” microglia/microglia-like cells. We included “in transition” 

microglia/microglia-like cells in this analysis as a major cluster, considering that the origin 

of these cells is still unknown. The top three most significantly upregulated cluster-specific 

genes for these three cell populations were: Sirpb1c, Ly6i, Apoc2 for infiltrating monocytes, 

Csmd3, P2ry12, Slc2a5 for microglia and G0s2, Il1f9, Hdc for “in transition” 

microglia/microglia-like cells (Fig. 5a (Top 3 genes); Supp. Fig. 2c (Top 50 genes). This 

analysis allowed the identification of potential biomarkers that could be used to differentiate 

these clusters. 

Furthermore, we performed Panther - Gene Ontology (GO) Enrichment Analysis for 

molecular functions on “in transition” microglia/microglia-like cell cluster, using all 

significantly up-regulated genes (P<0.05). The analysis revealed the following upregulated 

GO terms: “Protein homodimerization activity,” “Chemokine receptor binding,” “Cytokine 

binding,” “Cytokine activity,” “Carbohydrate derivative binding,” “Nucleotide binding,” 

“GTPase activity,” and “Enzyme binding.” Interestingly, “double-stranded RNA binding” 

function, regrouping 6 genes (Ifih1, Adar, Oas2, Oas3, Oasl1, and Oasl2) involved in the 

antiviral response, including IFN downstream signaling, were identified for this microglial 

sub-cluster (56-58). Indeed, the assessment of differential expression levels of a homemade 

gene set demonstrated upregulated expression levels of genes encoding antiviral proteins and 
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IFN-related genes, such as Isg15, Ifi47, Irf7, Ifit1, for the “in transition” microglia/microglia-

like cells (Fig. 5b). These results suggest a direct antiviral response orchestrated by “in 

transition” microglia/microglia-like cells during HSE.  

We performed an exploratory study of biological pathways enriched in infiltrating 

monocytes and microglial sub-clusters to assess cellular functions using the Reactome 

Knowledgebase (Fig. 5c) (Supp. Fig. 4 Reactome pathway dot plots and enrichment maps 

for Mono2 and “in transition” microglia/microglia-like cells) (Supp. Fig. 5 Functional heat 

plots for Reactome pathway gene sets) (59). Infiltrating Mono1 up-regulated genes 

associated to metabolic pathways (e.g., Atpc1, Eif3f, Ndufa2), “Antigen processing-Cross 

presentation (e.g., Cyba, H2-M3, Psma2) and “Immunoregulatory interactions between a 

Lymphoid and non-Lymphoid cell” (e.g., B2m, H2-T22, Fcgr2) functions, suggesting an 

increased capacity for antigen processing and presentation (Supp. Fig. 4a, 4e; Supp. Fig. 

5a). Mono2 appeared to be one of the main cytokine/chemokine producers (e.g., CXCL2/10, 

IL-1α/β, IL-15/18/23a/27) during HSE. We noticed Mono2 activated CLEC7A signaling, 

which plays a role in the production of TNF, CXCL2, and IL-1β (60). Amongst several other 

pathways, “Class I MHC-mediated antigen processing & presentation,” “C-type lectin 

receptors” (e.g., C3, Clec4n, Fcer1g), and “Fc gamma receptor (FCGR) dependent 

phagocytosis” (e.g., Actb, Arpc3, Fcgr4, etc.), were up-regulated in Mono2. We also detected 

upregulation of the “TNFR2 non-canonical NF-KB pathway” (e.g., Birc3, Cd40, Nfkb2) and 

“Programmed cell death” (e.g., Bax, Bcl2l1, Casp3) for these cells on day 6 p.i. (Fig. 5c, top; 

Supp. Fig. 5b).  

Surveillant microglia were enriched in “Signaling by Receptor Tyrosine Kinases” 

(e.g., Col27a1, Dusp7, Insr), “Signaling by Rho GTPase” (e.g., Fgd2, Rhoq, Tuba1a), and 

“Platelet activation, signaling and aggregation” (e.g., Gna12, Mapk14, Pic3cg), “Signaling 

by VEGF” (e.g., Ncf2, Prkar1a, Rock2) that activates angiogenesis and “Signaling by TGF-

beta Receptor Complex” with immunosuppressive functions (Supp Fig. 4a; Supp. Fig. 5c). 

In addition, increased expression of the “FCGR dependent phagocytosis” gene set suggested 

that surveillant microglia exhibit phagocytic activity while maintaining CNS homeostasis. 

Reactive microglia activated similar RNA and protein metabolic pathways as found in 

infiltrating Mono1, e.g., rRNA processing (e.g., Ddx21, Gnl3, Nop56), translation (e.g., 
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Pabpc1, Eef1g, Rps8), and non-mediated decay (NMD) (e.g., Rpl11, Rpl12, Rpl14). These 

cells increased the expression of genes encoding heat-shock proteins (HSPs) (e.g., Hsp90aa1, 

Hsp90ab1, Hspa1a) involved in the control of oxidative stress, inflammatory response, and 

antigen presentation (61). Moreover, Endosomal TLR-mediated recognition of HSV-1 

seemed to activate these phagocytes that also play a major role in antigen presentation via 

the major histocompatibility complex (MHC)-I, but also MHC-II (Supp Fig. 4c; Supp. Fig. 

5d). These results suggest that reactive microglia directly affect CD4+ T cell response (62). 

Our results also confirm that microglia proliferate in the CNS upon viral infection. For these 

reactive proliferating microglia, we identified mitotic cell division pathways such as “Mitotic 

Anaphase and Metaphase” (e.g., Banf1, Birc5, Anapc5), “Separation of sister chromatids” 

(e.g., Bub1, Bub1b, Cdc20), “DNA replication” (e.g., Dbf4, E2f2, Gmnn) and “G2/M 

checkpoints” (e.g., Cdk1, Exo1, Herc2). We suggest that microgliosis can contribute to the 

repopulation of these empty niches caused by reactive or dying microglia in the thalamus, 

although these proliferating microglia exhibiting pro-inflammatory features could also be 

responsible for the aggravation of the immune response during HSE (Supp Fig. 4d; Supp. 

Fig. 5e).   

The analysis of “in transition” microglia/microglia-like cells showed that the most 

significantly enriched pathway was “Interleukin-1 signaling” (e.g., Il1a, Il1b, Il1r2). These 

microglia/microglia-like cells were activated via multiple TLRs (Tlr2/3/4/6/7). Based on 

increased expression of Tram, Trif, and the other genes involved in downstream signaling of 

TLR4, “TRIF-mediated TLR4 signaling” (e.g., Birc3, Cd14, Ikbke) came up as the major 

pathway. However, we believe that not only TLR4 but also a multitude of TLRs led to the 

induction of a hyperinflammatory phenotype producing a variety of cytokines/chemokines 

exacerbating the inflammatory response (63). This microglial sub-cluster increased the 

expression of the transcription factor AP-1 (Jun), Interferon Regulatory Factors (Irf1/7/8), as 

well as other genes (Jak1, Stat1, Stat2, cGas, Tmem173 (Sting), etc.) involved in the IFN-

induced JAK-STAT pathway (Fig. 5c, bottom; Supp. Fig. 4f; Supp. Fig. 5f). Our results 

confirm the up-regulation of the “Interferon signaling” (e.g., Eif2ak2, RnaseI, Socs3) 

pathway, suggesting that these microglia/microglia-like cells play a major role in viral 

detection and type I IFN production.  
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“ER-Phagosome pathways” (e.g., H2-Q10, H2-T23, B2m) and “Antigen-presentation 

via MHC-I” (e.g., H2-Q6, Tap1, Tap2) were activated in “in transition” microglia/microglia-

like cells, as well as in reactive microglia and Mono2. Contrarily to other microglia and 

monocyte sub-clusters, antiviral pathways such as “Antiviral mechanism by IFN-stimulated 

genes” (e.g., Arih1, Usp18, Oasl1), “DDX58/IFIH1-mediated induction of interferon-

alpha/beta” (e.g., Nfkb1, Nfkb2, Tax1bp1), and “ISG15 antiviral mechanism” (e.g., Isg15, 

Trim25, Ube2l6) were present in the pathway list of “in transition” microglia/microglia-like 

cells (Fig. 5c). They overexpressed dsRNA helicase genes (e.g., Mda5 (Ifih), Lgp2 (Dhx58)), 

Interferon Stimulated Exonuclease Genes (e.g., Isg15 and Isg20) and other genes encoding 

antiviral proteins like Acod1 (Aconitate Decarboxylase 1), Ifit1 (Interferon-induced protein 

with tetratricopeptide repeats 1 Gene), Rsad2 (radical SAM domain-containing, also known 

as Viperin) and Hcar2 (Hydroxycarboxylic Acid Receptor 2) (57, 64-68). Based on these 

highly expressed cytoplasmic antiviral factors, we hypothesize that “in transition” 

microglia/microglia-like cells with hyperinflammatory features correspond to HSV-1 

infected microglia attempting to inhibit viral replication. 

We also observed significant enrichment of programmed cell death pathways, 

including “RIPK1-mediated regulated necrosis” (e.g., Cflar, Fas, Mlkl), “Regulated 

Necrosis” (e.g., Peli1, Ripk1, Sdcbp), “Regulation of necroptotic cell death” (e.g., Birc3, 

Casp8, Ube2l6), for “in transition” microglia/microglia-like cells. In parallel, overexpression 

of genes (e.g., Ripk3, Fas, Tnf, Tnfsf10, Nlrp3) involved in TNF and NLR signaling were 

observed. Overexpressed “casp8 activity is inhibited” in “in transition” microglia/microglia-

like cells, suggesting that the blockage of CASP8 activity in the presence of viral FLIP-like 

protein switches apoptotic signaling to necrotic cell death (69). Additionally, higher 

expression of Cflar (cellular FADD-like interleukin-1 beta converting enzyme (FLICE)-

inhibitory protein (cFLIP, encoded by the Cflar)) inhibiting apoptosis and promoting 

necroptosis, strengthens the possibility that “in transition” microglia/microglia-like cells 

undergo necroptosis. 
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The “in transition” microglia/microglia-like cell transcriptome corresponds to the 

antiviral response of HSV-1 infected microglia  

To clarify whether “in transition” microglia/microglia-like cells phagocytose infected 

cells or represent HSV-1 infected microglia, we searched for reads corresponding to the viral 

transcripts in our scRNA-seq data as described previously (70). Our data showed that few 

Mono1 and T cells contained viral mRNA. We noticed that Mono2 was highly enriched in 

viral transcripts. Of note, “in transition” microglia/microglia-like cells exhibited the most 

elevated levels of HSV-1 transcripts (log2 fold-change>5, Fig. 6a). We suggest that similar 

transcriptomes of “in transition” microglia/microglia-like cells and Mono2 could result from 

HSV-1 infection activating similar antiviral mechanisms. Altogether, such high levels of 

viral transcripts suggest a potential viral replication phase for these two clusters.  

Furthermore, we characterized HSV-1 infected “in transition” microglia/microglia-

like cells by immunofluorescence and confocal microscopy. First, we confirmed that this 

sub-cluster expressed Tmem119, Iba-I (Aif1), CD68, IL-1β, and Nlrp3 (Fig. 6b). IF images 

revealed that IBA-1+/CD68+ cells forming clusters became frequent towards highly infected 

spots, while the number of TMEM119+/CD68+ cells gradually decreased (Fig. 6c, top-left). 

We further observed ramified TMEM119+/IBA-I+ microglia/microglia-like cells in the 

vicinity of highly infected spots (Fig. 6c, top-right). In line with transcriptomic results, highly 

infected spots in the thalamus accommodated TMEM119+/NLRP3+, and IBA-I +/IL-1β+ 

ramified cells that potentially correspond to “in transition” microglia/microglia-like cells 

(Fig. 6c, both middle and bottom-left). Additionally, the TMEM119+/IBA-I+ cells were also 

HSV-1+ (Fig. 6c, bottom-right). These overall observations suggest that the few 

TMEM119+/IBA-I+ ramified cells localized in highly infected regions of the thalamus 

correspond to “in transition” microglia/microglia-like cells. 

3.4. Discussion 

HSE is a rare neurological disorder characterized by CNS inflammation. Numerous 

cell types, including CNS resident cells and peripheral immune cells, which participate in the 

immune response against HSV-1, make HSE a complex disease to decipher. Previous studies 

showed that an early innate immune response has a critical role in controlling HSV-1 

infection of the brain (14). However, this early reaction progresses toward an uncontrolled 
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inflammation, considered harmful, in the late stage of HSE. Microglia, the first immune cell 

to respond against the infection, represents a potential target for therapeutic interventions. 

Despite various studies on neuroinfectious diseases, little is known about their roles in HSE. 

This study sought insights into how microglia react to HSV-1 infection, using a single-cell 

sequencing approach combined with different complementary microscopy methods.  

We first characterized our intranasally-infected HSE mouse model. Following the 

observation of neurological symptoms, HSE-associated deaths started to occur on day 6 p.i. 

Further analysis demonstrated that the hindbrain and thalamus were two highly infected 

regions on day 6 p.i. The VPL was identified as the most infected area of the CNS during the 

peak of HSE. We studied the microglia/microglia-like cells within highly infected thalamic 

regions to better understand their contribution to this exacerbated immune response. Our 

findings reveal that HSV-1 infected microglia/microglia-like cells detect viral presence using 

cytosolic DNA/RNA sensors, then adopt a hyperactive phenotype producing IL-1β and TNF-

α. These neurotoxic microglia, so-called “in transition” microglia/microglia-like cells found 

in highly infected thalamus, could accelerate the proinflammatory response and worsen the 

outcome of HSE. 

It is commonly accepted that HSV-1 uses the olfactory nerve to infiltrate the brain 

following intranasal inoculation. The low detection of HSV-1+ cells in olfactory bulbs and 

tubercles demonstrated that the olfactory route remains a potential pathway for HSV-1 to 

access the CNS. Unexpectedly, the hindbrain exhibited a more intense bioluminescent signal 

compared to the olfactory bulbs. This observation suggests that thalamic infection could 

occur earlier than in other regions, causing higher viral titers. These results also indicate that 

the neuroepithelium may not be the only route to the CNS for intranasally-inoculated HSV-

1. Moreover, the observation of high titers in the VPL, known to be connected to the 

brainstem trigeminal complex via ventral trigeminal tract major, strengthens the idea that 

HSV-1 enters the CNS via the projections of trigeminal nerves (71, 72). Taken together, these 

findings indicate that HSV-1 infiltrates the CNS through multiple ways in our HSE model. 

Besides viral replication, HSE is characterized by an important number of infiltrating 

peripheral immune cells among the CNS. On day 6 p.i., similar percentages of CD45high 

infiltrating cells and CD45low/inter microglia/microglia-like cells in whole brains highlighted 
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the contribution of infiltrating immune cells. Increased CD45 expression in microglia has 

already been detected in several CNS pathologies such as Alzheimer’s disease and multiple 

sclerosis (73). Our scRNA-seq analysis confirmed that infiltrating immune cells expressed 

similar Ptprc (CD45) levels within all microglial subsets, except for the surveillant microglia 

found before the infection. Altogether, we think that CD45high CD11b+ gating containing 

phenotypically altered CD45high microglia/microglia-like cells on day 6 p.i. may overestimate 

the numbers of CD45+ infiltrating leukocytes. Monocytes, sharing common proprieties with 

microglia, represented one of the two major infiltrating immune cell populations on day 6 

p.i. The abundant infiltration of monocytes in the CNS complicated the analysis of microglial 

response, thus highlighting the importance of identifying cell-specific genes. 

CD11b+CD45+Ly6C+ gating was used to identify monocyte with flow cytometry. However, 

we noticed that Ly6c was also expressed by “in transition” microglia/microglia-like cells, 

suggesting that this gating identifies more than monocytes. Highly expressed CD45 and Ly6c 

by this new microglial sub-cluster highlighted that 1) each marker used to identify an immune 

cell by flow cytometry should be well characterized and 2) new cell-specific markers are 

required to better identify immune cells. Based on our findings, Sirpb1c, Ly6i, and Apoc2 

represent candidate monocyte-specific markers, whereas Csmd3, P2ry12, and Slc2a5 are 

microglia-specific in the context of HSE.  

Microglia exert an antiviral effect during CNS infection through their phagocytosis 

capacity and production of cytokines/chemokines that include type I IFN. Previous studies 

have shown that the phagocytic uptake of infected cells by reactive microglia is crucial for 

controlling viral spread (74, 75). Another study reported that microglial depletion resulted in 

ineffective T cell responses during lethal encephalitis caused by a neurotropic coronavirus 

(76). In HSE, their absence was associated with a decreased expression of IFN-β and reduced 

numbers of monocytes and T cells infiltrating the CNS, worsening the outcome of HSE (14). 

In agreement with these previous studies, our overall analysis demonstrated that 

TMEM119+/CD68+ reactive microglia/microglia-like cells were able to fulfill their main 

functions, such as phagocytosis and antigen presentation, in the thalamus of mice with low 

viral loads.  

The analysis of highly infected thalamic regions further revealed an increased 

proportion of ameboid microglia/microglia-like cells found in highly inflammatory 
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environments. Reduced microglial interactions with nodes of Ranvier seems to promote a 

pro-inflammatory phenotype in spinal cord injury (77). We also demonstrated that HSE-

associated microglia/microglia-like cells decreased their number of contacts with myelinated 

axons and degraded myelin, supporting the potential acquisition of a pro-inflammatory 

phenotype. Contrarily to microglia found in most viral encephalitis, these extremely reactive 

microglia lost CD68 expression among regions with high viral loads (78). In line with the 

low levels of CD68 expression in reactive microglia, ultrastructural analysis of the VPL 

revealed reduced numbers of immature lysosomes in microglia/microglia-like cells, 

indicating disrupted phagolysosome pathways. The decrease in immature lysosomes, already 

reported in neurodegenerative pathologies, may also be explained by the potential fusion of 

these structures within the Golgi compartment during viral assembly, suggesting that these 

microglia/microglia-like cells are infected with HSV-1 (79). Interestingly, we observed an 

important number of CD68+ puncta located outside microglia/microglia-like cells in the 

highly infected thalamus, emphasizing the involvement of other phagocytes compensating 

for impaired microglial phagocytosis (51, 80). Taken together, these findings suggest that the 

exacerbated inflammatory response in the highly infected thalamus impaired microglial 

functions. At the same time, microglia/microglia-like cells exhibited a protective role in the 

moderately-infected thalamus.  

The transcriptomic signatures of immune cells, including microglia, were assessed 

using a single-cell sequencing approach. Four microglial sub-clusters were identified from 

our aggregated scRNA-seq data. Surveillant, reactive, and reactive proliferating microglia 

expressing microglial signature genes were located close to one another on the td-UMAP 

distribution. Surprisingly, we observed another cell cluster closer to Mono2, which only 

appeared in the infected samples. The frequency of these cells increased progressively with 

the viral titers, indicating their association with the severity of infection. We conclude that 

these cells arose from microglia, considering their high expression levels of microglial 

signature genes. They were thus named “in transition” microglia/microglia-like cells. We 

initially thought that this new population connecting the transcriptomes of both Mono2 and 

reactive microglia might correspond to a new transition state of infiltrating monocytes 

differentiating into microglia-like cells. The simultaneous increase of infiltrating monocytes 

and decrease of CD45low/inter microglia/microglia-like cells strengthens the hypothesis that 
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microglia acquire a Mono2-like transcriptome. Monocyte-to-microglia/microglia-like cells 

transition was studied in various CNS pathologies, in which monocytes become microglia-

like cells (20). Some studies claimed that during viral encephalitis, infiltrating Ly6C+ 

monocytes do not give rise to microglia (24). Further investigations are needed to understand 

if the “in transition” microglia/microglia-like cell represents a transitional Mono2/microglia 

phenotype in HSE. Based on our observations, we suggest that HSV-1 infection results in a 

convergent transcriptional response for infiltrating monocytes and resident microglia. Taken 

together, we conclude that “in transition” microglia/microglia-like cells correspond to an 

antiviral state. 

To better understand their role in HSE, we next investigated molecular pathways of 

microglia/microglia-like cells and monocytes. Reactive microglia up-regulated nonsense-

mediated mRNA decay pathway involved in the degradation of viral mRNAs. The viral 

replication modulating effect of the NMD pathway has already been demonstrated in murine 

hepatitis virus and Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus infections (81, 82). These 

reactive microglia also actively contributed to antigen presentation. Conversely, Mono1 

expressing H2-Eb1, H2-Aa, and H2-Ab1 may be more crucial in triggering adaptive 

responses than reactive microglia. These findings raise the intriguing possibility that CCR2+ 

Mono1 infiltrated the infected CNS, then acquired a Mono2 phenotype with increased 

antiviral features by up-regulating genes encoding cytokines/chemokines and other antiviral 

effectors (83). These cells represent one of the two HSV-1 mRNA enriched cell types. 

Further analysis suggested that “in transition” microglia/microglia-like cells were infected 

by HSV-1. In addition to the detection of viral mRNA in these cells, IF analysis showed that 

HSV-1 antibodies stained the entire cell instead of phagosomes containing infected cell 

debris (14, 78). Overall, gene profiling indicates that “in transition” microglia/microglia-like 

cells detect the dsRNA of HSV-1 via RIG-I (retinoic acid-inducible gene I, also known as 

DDX58)/MDA5 in the cytosol, resulting in type I IFN production and NLRP3 

inflammasome-mediated IL-1β secretion (84, 85). In concordance with an increased pro-

inflammatory profile, accelerated microglial exosome release may result in decreased early 

endosome numbers in reactive microglia during HSE (86). These pro-inflammatory 

TMEM119+/IBA-I+ “in transition” microglia/microglia-like cells can activate NLRP3-

inflammasome-mediated IL-1β production in the infected thalamus. A recent study revealed 



226 
 

that inflammasome response to HSV is primarily mediated by microglia and contributes to 

mortality independent of controlling viral replication (87). Similar to our novel HSE-

associated microglial transcriptomic findings, a novel subset of high-grade glioma-associated 

microglia exhibiting inflammasome-mediated pro-inflammatory and proliferative signatures 

has been recently described (88). Another study reported that neurotoxic CCR9+ACOD1+ 

microglia producing high levels of TNF-α was observed in the CNS of mice infected with 

neurotrophic pathogens. As observed in “in transition” microglia/microglia-like cells, highly 

expressed Acod1 was associated with neurotoxic microglia, which were resistant to apoptosis 

and associated with chronic neuroinflammation (66, 89). “In transition” microglia/microglia-

like cells exhibited a swollen but ramified morphology, called hypertrophic, contrary to other 

hyperactive ameboid microglia/microglia-like cells found in the highly infected thalamus. In 

accordance with the cytoplasmic swelling observed during necroptosis, pathway analysis 

also suggested the activation of TNF signaling and necroptotic cell death (90, 91). Activated 

programmed cell death pathways in “in transition” microglia/microglia-like cells could 

explain the up-regulation of neutrophil-related genes. Further studies are required to clarify 

whether “in transition” microglia/microglia-like cells undergo necroptosis or are involved in 

the phagocytic removal of necroptotic neutrophils to prevent them from releasing their 

cytotoxic content (92). Following the exposure to strong immune-stimulatory signals, 

microglia/microglia-like cells undergo apoptotic cell death to preserve brain tissue from the 

damaging effect caused by long-term activation of these cells in the HSV-1 infected brain 

(93). However, viral RIR1 interaction with RIPK1, RIPK3, and CASP8 seemed to block 

apoptosis and prevented TNF-induced necroptosis in infected human cells (93-95). We 

suggest that blocking cell death by HSV-1 infection could result in a persistent “in transition” 

microglia/microglia-like state producing pro-inflammatory mediators (96).  

In summary, we showed that although microglia/microglia-like cells could exert a 

beneficial role in the early stage of HSV-1 infection, the same cells could alter their functions 

and have detrimental effects throughout HSE (97). Our study uncovered a novel 

transcriptional response of microglia/microglia-like cells during HSE while exploring the 

functions exhibited by different microglial states. Nonetheless, our study has some 

limitations. To validate that HSV-1 RNA and proteins detected “in transition” 

microglia/microglia-like cells, are originated from a productive infection and not from 
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phagocytosed HSV-1+ cells, another approach like single nucleus RNA sequencing should 

be performed. Our conclusions about the morphology, density, and distribution of 

microglia/microglia-like cells and other immune cells should be carefully interpreted since 

we did not perform a quantitative analysis of IF images. Another limitation is the low number 

of samples for scRNA-seq, which could mislead the interpretations of our transcriptomic 

data. Further studies with larger number of mice and time points would allow to confirm our 

observations. We could also not compare our RNA sequencing results between the three 

infected samples, initially designed as biological replicates, because of differences in brain 

viral titers. On the other side, analyzing microglia/microglia-like cells exposed to different 

viral loads allowed us to study diverse states of these cells and to characterize transcriptomic 

responses of infected “in transition” microglia/microglia-like cells. Our RNA-seq data 

provide a resource for future investigations of the roles of microglia/microglia-like cells in 

HSE.  

3.5. Conclusion 

We suggest that distinct “in transition” microglia/microglia-like cells represent an 

important player leading to an exacerbated pro-inflammatory response and could thus 

become a promising target to modulate neuroinflammation. 
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Figures: 

 

Figure 1: HSV-1 replication in thalamus and hindbrain leads to increased mortality on 

day 6 p.i. 6-week-old C57BL/6N male mice (n = 12 mice) were intranasally infected with 6 

x 105 PFUs of HSV-1 strain H25 in 20 μl MEM. (a) Survival curves of HSV-1 infected vs 

uninfected control mice. Survival rates were analyzed using a log-rank (Mantel-Cox) test. (b) 

Viral titers in homogenates of brains were measured by a standard plaque assay on Vero cells 

on days 0, 4 and 6 p.i.. The results are reported as PFUs per milligram (mg) of brain 
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homogenates and represent the means ± SEM for 4 mice per group at each time point. (c) A 

representative bioluminescence image of mouse infected with 6 x 105 PFUs of recombinant 

HSV-1 (rHSV-1) on the left and uninfected control mouse on the right side, on day 6 p.i. The 

bioluminescent signal is expressed in average radiance (p/s/cm2/sr). (d) Identification of 

HSV-1+ brain regions on day 6 p.i. Viral titers in homogenates of different brain regions were 

measured by a standard plaque assay on Vero cells. Representative sagittal (e) and coronal 

(f) brain sections illustrating the localization of HSV-1 proteins (red) on day 6 p.i. Brain 

sections were immunostained with a primary polyclonal rabbit anti-HSV-1/2 antibody and a 

secondary Alexa-594 conjugated anti-rabbit antibody, followed by staining with DAPI (blue) 

(scale bar = 1 mm). HSV-1 signal was localized in the ventral posterolateral nucleus (VPL) 

of the thalamus (white squares) and hindbrain (cerebellum, medulla, and pons). Brain regions 

are indicated on the representative sagittal and coronal mouse brain sections inserted in the 

left corners (AON.: Anterior olfactory nucleus, C.: Cerebellum, HC.: Hippocampus, HT.: 

Hypothalamus, IC.: Isocortex, M: Medulla, MB.: Midbrain, OB.: Olfactory bulb, P.: Pons, 

S: Septum, T.: Thalamus, VPN: Ventral posterior nucleus, VS.: Ventral striatum). (f) All 

statistical analyses were performed using Kruskal-Wallis with "Dunn's multiple comparisons 

test.” Statistically significant results are indicated as follows: *, P < 0.05; **, P < 0.01. 
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Figure 2: Reactive microglia are involved in the HSV-1+ cell clearance and antigen 

presentation in moderately-infected thalamus (a) Representative flow cytometry plots for 

CD45+CD11b+ gate showing infiltrating immune cell populations (T cells represented in 
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yellow, neutrophils in red, monocytes/macrophages in light pink) and microglia/microglial-

like cell (in blue) in whole brain homogenates on day 0 (top) and day 6 p.i. (bottom). (b) 

Percentages of different immune cell populations, compared to all living single cells obtained 

from a whole-brain on day 6 p.i. (c) Mice infected with HSV-1 showed reduced percentages 

of CD45+CD11b+CD115+ microglia/microglial-like cells in the thalamus on day 6 p.i. The 

results represent the means ± SEM for 3 mice per group at each time point. Statistical 

analyses were performed using an unpaired t-test. Statistically significant results are 

indicated as follows: **, P < 0.001. (d, left) Immunofluorescence image of uninfected VPL 

(day 0) immunostained for TMEM119+ (green) CD68+ (red) shows surveillant microglia. (d, 

middle) Immunofluorescence analyses of brain sections of moderately infected VPLs on day 

6 p.i. show TMEM119+ (green) CD68+ (red) microglia/microglial-like cells gathering around 

HSV-1+ cells (pink). TMEM119+ ameboid microglia/microglial-like cells (white arrow) are 

visualized. (d, right) Fluorescent microscopy image shows colocalized signals of TMEM119+ 

(red) microglia/microglial-like cells establishing a direct contact with CD3e+ (green) T cells 

(white circle). Nuclear staining was done with DAPI for both images. (e) HSV-1+ 

nanoparticles are specifically found within the endosome and at the membrane of 

microglia/microglia-like cells in SEM images of VPL on day 6 p.i. On the representative 

picture of HSV1-immunopositive microglia/microglial-like cells (e-1), the 

microglia/microglial-like cell are pseudocolored in red, and square boxes identify subcellular 

compartments. (e-2, 3). Insert at higher magnification shows nanogold particles within the 

(e-2) endosomes containing digested contains and (e-3) at the cellular membrane. Scale bars 

are equivalent to 5-μm at low-magnification (e-1) and 1-μm at higher-magnification (e-2, 3).   
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Figure 3: TMEM119+ microglia/microglial-like cells exhibit impaired functions, 

including reduced phagocytic activity in highly infected thalamus (a) HSV-1 infected 

thalamus was labeled with antibodies against TMEM-119 (green), CD68 (red), HSV-1 

(white), and counterstained with DAPI (blue). (left) Highly-infected thalamus 
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immunostained with TMEM119 (green), CD68 (red), HSV-1 (white) antibodies, and 

counterstained with DAPI showed increased numbers of TMEM119-/CD68+ cells in 

close/direct contact with HSV-1+ CNS cells (white arrow) on day 6 p.i.. (right) Confocal 

microscopy image shows TMEM119+ ameboid microglia/microglia-like cells (white arrow) 

with the lack of CD68 expression. HSV-1 signal was colocalized with TMEM119+/CD68- 

ramified (white circle) and ameboid microglia/microglia-like cells (white arrow), suggesting 

an impaired phagocytic activity following microglial infection by HSV-1 or the phagocytosis 

of HSV-1+ CNS cells. (b) (1,2) Representative pictures at day (1) 0 and (2) 6 p.i. showed that 

on day 6 p.i. microglia/microglial-like cells have a lower number of (3) immature lysosomes 

without major changes in (4) mature and (5) total lysosomes number and made fewer contacts 

with (6) myelinated axons and (7) degraded myelin. (1,2) Microglia/microglial-like cell 

organelles and elements of their microenvironment that are in contact with the cell body are 

pseudocolored; immature lysosomes are in yellow, mature lysosomes are in orange, 

lipofuscins are in pink, lipid bodies are in dark purple, myelinated axons are in blue, 

presynaptic axon terminals are in light green, and postsynaptic dendrites or dendritic spines 

are in dark green. Myelin degradation is distinguished by a white asterisk (*). Apparent cell 

bodies are identified by a capital letter, where "M" stands for microglia/microglial-like cell, 

and "A" stands for astrocytes. Scale bars are equivalent to 5 µm. (3-7) Graphs show means 

(thin wide bar) ± SEM, where individual values are represented by dark gray circles at day 0 

(uninfected control) and black diamonds at day 6 p.i.. 
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Figure 4: scRNA-seq reveals novel HSE-associated microglia/microglia-like cell 

transcriptome expressing neutrophil-related genes in highly infected thalamus. 

Chromium 10X coupled with Illumina sequencing was used to analyze the transcriptome of 

2000 CD11b+ immune cells isolated with magnetic beads from the thalamus of the 

intranasally-infected mouse on day 6 p.i. (a) td-UMAP visualization of aggregated scRNA-
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seq data, labeled by sample (three infected and two uninfected mice on day 6 p.i.), showing 

different cell clusters for each sample (b) td-UMAP visualization of all sub-clusters labeled 

with different colors on aggregated scRNA-seq data. (c) Heatmap showing the top 150 genes 

whose levels of expression are highest and most differentiating in each of the 17 cell sub-

clusters, revealing similar transcriptomic signatures between “in transition” 

microglia/microglia-like cell and Mono2 subsets (d) Violin plots demonstrating differential 

expression (in log2 fold-change) of 4 neutrophils (Retnlg, Asprv1, Cxcr2, Il1f9) and 4 

microglia (Tmem119, Fclrs, Csf1r, P2ry12)-related genes in “in transition” 

microglia/microglia-like cells, surveillant microglia, reactive microglia, reactive 

proliferating microglia, Mono1, and Mono2. Statistical analyses were performed on Loupe 

Browser v5. Statistically, significant results are indicated as follows: **** P < 0.001. (e) 

Stacked bar plot showing the mean relative proportion of each cell type in the thalamus of 

three HSV-1 infected mice (day 6 p.i.) and two uninfected control group (day 0). (f) Heatmap 

showing the number of surveillant, reactive, reactive proliferating microglia, “in transition” 

microglia/microglia-like cells, Mono 1 and Mono2 in three infected samples with different 

viral titers on day 6 p.i. The minimum and the maximum number of cells (0 and 800 cells, 

respectively) correspond to red and green colors, respectively.   
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Figure 5: The analysis of up-regulated pathways uncovers HSV-1-mediated pro-

inflammatory response of “in transition” microglia/microglia-like cells during HSE. (a) 

Feature plots show the distribution of the top three cluster-specific genes with the highest 



247 
 

expression levels on two-dimensional UMAP (td-UMAP) visualization of aggregated data 

(three infected and two uninfected mice on day 6 p.i.). Csmd3, Slc2a5, P2ry12 for microglia, 

Sirpb1c, Ly6i, Apoc2 for infiltrating monocytes, and G0s2, Il1f9, Hdc for “in transition” 

microglia/microglia-like cells. (b) Homemade heatmap shows increased levels of IFN-

stimulated genes involved in antiviral response for “in transition” microglia/microglia-like 

cells. (c) Dot plots showing the first 25 most significantly up-regulated Reactome pathways 

in monocytes and microglial cell sub-clusters. The size of each dot represents the number of 

genes in each cell sub-cluster, and the color of each dot indicates the normalized enrichment 

score of each pathway (p-adjust). Pathways that were not significantly enriched (Q value ≥ 

0.05, Benjamini-Hochberg correction) are not displayed. 
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Figure 6: In situ characterization of “in transition” microglia/microglia-like cells in 

HSV-1-infected VPLs. (a) The distribution of HSV-1 transcripts was analyzed to identify 

infected cell sub-clusters on two-dimensional UMAP (td-UMAP) visualization of aggregated 

data (three infected and two uninfected mice on day 6 p.i.). “In transition” 

microglia/microglia-like cell sub-cluster corresponds to HSV-1 infected 

microglia/microglial-like cells. (b) Feature plots show the distribution of Tmem119, Iba-I 

(Aif1), CD68, Nlrp3, and Il-1β genes with on td-UMAP of aggregated data. Available 

antibodies against the proteins encoded by canonical genes were used to identify “in 

transition” microglia/microglia-like cells. (c) (top, left) IBA-I+ cells expressing high levels of 

CD68 clustered (white circle) in highly infected thalamus. (top, right) TMEM119 and IBA-I 

immunostaining revealed ramified TMEM119+/IBA-I+ cells (white circle) near clusters of 

TMEM119-/IBA-I+ cells in infected thalamus on day 6 p.i. Inflammasome activity in “in 

transition” microglia/microglia-like cells was studied using NLRP3 (middle, left, and right) 

and IL-1β (bottom, left) immunostaining on HSV-1+ VPLs. Confocal microscopy images 

revealed TMEM119+/NLRP3+ and IBA-I+/IL-1β + microglia/microglia-like cell populations 

(white arrow) highlighting “in transition” microglia/microglia-like cells. (bottom, right) 
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Immunohistochemical staining for HSV-1 showed that these ramified TMEM119+/IBA-I+ 

cells were HSV-1+ (white arrow) (scale, 20 μm)). 
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Supp. Fig. 1: Microglial and microglial-like cell organelles and elements of their 

microenvironment that are in contact with the cell body were analyzed on SEM images of 

VPL from days 0 and 6 p.i. Graphs show means (thin wide bar) ± SEM, where individual 

values are represented by dark gray circles at day 0 (uninfected control) and black diamonds 

at day 6 p.i.   
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Supp. Fig. 2: UMAP visualization (a) of aggregated and individual scRNA-seq data of two 

uninfected and three infected mice on day 6 p.i., showing different major cell clusters for 
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each sample. (b) UMAP visualization of cells enriched in neutrophil-related genes on Loupe 

Browser (log2 fold-change>8 for Il1a, Ccl2, Ccl3, Tnf, Cxcl10, Cxcr4 together). (c) The 

analysis of upregulated cluster-specific genes (log2 fold-change>4; P<0.05) for infiltrating 

monocytes, total microglia (surveillant, reactive and reactive proliferating), and “in 

transition” microglia/microglia-like cells. “In transition” microglia/microglia-like cells were 

considered a major cell cluster. Major clusters were analyzed for locally distinguishing genes 

on Loupe Browser.  
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Supp. Fig. 3: UMAP visualization of aggregated and individual scRNA-seq data of two 

uninfected and three infected mice on day 6 p.i., showing different cell sub-clusters for each 

individual sample. Representative plaque assay wells used to determine the viral titers are 

provided below UMAP. 
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Supp. Fig. 4: Enrichment maps of Reactome pathways for Mono2 (a) and “in transition” 

microglia/microglia-like cells (b). The size of each dot represents the number of genes in 

each cell sub-cluster, and the color of each dot indicates the normalized enrichment score of 

each pathway (p-adjust). Pathways that were not significantly enriched (Q value ≥ 0.05, 

Benjamini-Hochberg correction) are not displayed. 
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Supp. Fig. 5: Heatplots for monocytes and microglial cell sub-clusters. Heatmap-like 

functional classification of different genes into Reactome pathways were performed for (a) 

Mono1, (b) Mono2, (c) surveillant, (d) reactive, (e) reactive proliferating, and (f) “in 

transition” microglia/microglia-like cells.  
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Table 1 Antibodies used for flow cytometry and immunofluorescence analyses 

 

Target Host Clone Fluorochrome Manufacturer 

Flow cytometry 

CD45 Rat  30-F11 APC-Cy7 BD Biosciences 

CD11b Rat  M1/70 BUV737 BD Biosciences 

CD3ε  Hamster 145-2C11 PE-CF594 BD Biosciences 

B220  Rat RA3-6B2 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 

Ly6C  Rat AL-21 BV605 BD Biosciences 

Ly6G Rat 1A8 FITC BD Biosciences 

CD115 (Csfr1) Rat  AFS98 APC eBioscience 

 Viability Stain 510 No No BV510 BD Biosciences 

 CD16/CD32 Mouse 93 Unconjugated BD Biosciences 

Immunofluorescence 
TMEM-119 Rabbit 28-03 Unconjugated Abcam 

HSV-1/-2  Goat Polyclonal No Bio-Rad 
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HSV-1/-2  Mouse Polyclonal No Bio-Rad 

CD68 Rat FA-11 No Bio-Rad 

CD3ε  Hamster 145-2C11 No Invitrogen 

IBA-I (Aif1) Mouse 20A12.1 No Sigma-aldrich 

NLRP3 Rat 768319 No Invitrogen 

IL-1β Rabbit Polyclonal No Novus Biologicals 

Goat IgG Donkey Polyclonal Alexa647 JacksonImmunoResearch 

Goat IgG Donkey Polyclonal Alexa546 Invitrogen 

Rat IgG Goat Polyclonal Alexa546 Invitrogen 

Rat IgG Goat Polyclonal Alexa488 Invitrogen 

Mouse IgG Goat Polyclonal Alexa488 Invitrogen 

Mouse IgG Donkey Polyclonal Alexa546 Invitrogen 

Rabbit IgG Goat Polyclonal Alexa488 Invitrogen 
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Rabbit IgG Goat Polyclonal Alexa546 Invitrogen 

 Hamster IgG Goat Polyclonal FITC JacksonImmunoResearch 
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CHAPITRE-V : Discussion 
Le VHS-1 infectant près de 60% de la population mondiale donne souvent des 

infections asymptomatiques. Cependant, ce virus neurotrope peut aussi donner des infections 

graves, telles que la kératite et l’encéphalite, qui est l’encéphalite sporadique virale la plus 

mortelle dans les pays industrialisés (88). Le VHS-1, souvent en latence dans les neurones 

sensoriels des nerfs trijumeaux, s’active en raison de multiples facteurs incluant la déficience 

immunitaire, et infecte rarement le SNC. Les immunosupprimés, une population en 

croissance en raison de leur espérance de vie qui augmente grâce à l'amélioration de la prise 

en charge médicale et des nouvelles indications des traitements immunosuppresseurs, 

représentent la population la plus touchée par l’EH. Les traitements antiviraux disponibles, 

comme l’ACV, diminuent le taux de mortalité de 70% à 20%. Cependant, plusieurs patients 

souffrent toujours des séquelles neurologiques post-EH, malgré les antiviraux (541). À 

l’heure actuelle, on sait que le VHS-1 induit la mort des cellules du SNC et provoque une 

inflammation persistante même après la clairance virale. L’inflammation, considérée 

bénéfique dans la phase précoce de la maladie, est de plus en plus acceptée comme 

responsable du mauvais pronostique de l’EH (542). Au cœur de cette réponse immunitaire, 

on trouve les seules cellules résidentes du SNC, que sont les microglies. Ces dernières années, 

les microglies, négligées depuis longtemps, sont devenues le centre d’attention dans les 

maladies du SNC dont l’EH. Durant mes travaux de thèse, nous nous sommes intéressés au 

rôle des microglies dans notre modèle de souris atteintes d’EH.  

Au sein de notre laboratoire, nous utilisons des modèles murins infectés par la voie 

intranasale afin d’étudier l’EH. Pour que le VHS-1 puisse infecter le SNC, il faut qu’il soit 

neurovirulent. Dans nos études, une souche clinique neurovirulente du VHS-1, appelé H25, 

est utilisée. Les cerveaux de ces souris infectées sont prélevés à différents temps de 

l’infection. Ensuite, nous utilisons différentes techniques conventionnelles de la virologie et 

de l’immunologie, afin d’étudier différents aspects de cette maladie. Cette approche classique 

nécessite de faire des moyennes à partir de données obtenues de plusieurs souris sacrifiées 

au même moment, et ne permet pas d’effectuer un suivi longitudinal d’une même souris 

atteinte d’EH. Certaines des techniques conventionnelles utilisées dans les études d’EH sont 

fastidieuses et coûteuses. Par exemple, la quantification virale par plaque, qui représente la 
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technique de base, nécessite le prélèvement du cerveau, son homogénéisation et l’infection 

des cultures cellulaires de type Vero par ces homogénats du cerveau. Un autre exemple est 

l’immunomarquage sur les coupes du cerveau. Cette dernière requiert le prélèvement du 

cerveau à la suite d’une perfusion intracardiaque à la paraformaldéhyde (PFA), des coupes 

au microtome, le traitement de ces coupes par des anticorps et enfin l’imagerie en 

microscopie. En plus du temps consacré et du coût élevé, un nombre important d’animaux 

est sacrifié pour réaliser ces études d’EH.  

En première partie de mes travaux de doctorat, nous avons conçu un nouveau VHS-

1 recombinant, appelé le rVHS-1, afin de surmonter une grande partie des problèmes 

rencontrés lors des études in vivo d’EH, tel qu’énuméré ci-haut (543). Nous avons décidé de 

créer un outil, rVHS-1, adapté au IVIS et à la microscopie fluorescente biphotonique. Ceci 

nous permettra d’effectuer des études de l'évolution temporelle in vivo de l'EH. À cette fin, 

deux gènes rapporteurs codant pour la Gluc bioluminescente et la tdTomato fluorescente, ont 

été insérés dans le génome du H25.  

Une des importantes décisions à prendre durant cette étude était la méthode à adopter 

pour la génération du virus recombinant. Plusieurs VHS-1 recombinants ont été générés dans 

le passé à l’aide des différentes techniques comme l’insertion d’un BAC. L’utilisation de ces 

souches BAC-VHS-1 du laboratoire représentait la première option de génération. 

Cependant, différentes pressions de sélection soumises à ces souches BAC durant les étapes 

de génération chez les bactéries et les cellules mammifères favorisent l’acquisition des 

mutations provoquant des changements phénotypiques indésirables. Ces derniers, y compris 

une altération de la croissance virale et une atténuation de la neurovirulence, déjà rapportée 

pour ces VHS-1 recombinants générés à partir de ces souches de laboratoire, a fait que nous 

avons reconsidéré le choix du modèle (544). En 2002, Luker et al. ont réussi à créer un VHS-

1 recombinant adapté au système d’imagerie à bioluminescence en modifiant le génome de 

KOS, une souche de laboratoire du VHS-1 qui a déjà été clonée dans un BAC. Cependant 

l’absence du signal bioluminescent dans le cerveau a démontré que ce virus n’était pas 

neurovirulent (545). Une autre étude a également rapporté la perte de neurovirulence chez 

les virions générés à partir d’un BAC-KOS pour lequel la séquence BAC a été insérée dans 

la région intergénique UL37-UL38 (544). Une autre alternative pour favoriser la génération 
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des VHS-1 recombinants neurovirulents est d’utiliser une souche neurovirulente de base. 

Cependant, la difficulté de l’insertion de BAC dans une nouvelle souche a orienté notre choix 

de méthode vers le système CRISPR-Cas9. De plus, la possibilité de la mise en place d’une 

plateforme de l’édition génique du VHS-1 permettant non seulement de générer rapidement 

notre virus recombinant, mais aussi d’apporter les modifications nécessaires dans le génome 

du VHS-1 a rendu l’utilisation de CRISPR/Cas9 encore plus attirante. Nous avons estimé 

que cette nouvelle approche adaptée au VHS faciliterait la caractérisation des mutations 

cliniques observées chez les patients atteints d’EH. 

Une fois que les gènes à insérer et la méthode d’édition ont été choisis, nous nous 

sommes focalisés sur le choix de la région de l’ADN viral à modifier. Ce dernier reste crucial 

pour éviter d’altérer le phénotype viral. Les régions intergéniques, telles qu’UL3-UL4, 

UL37-UL38, UL55-UL56, etc., ont été testées dans le but de ne pas perturber l’expression 

des gènes codants (546-548). À l’heure actuelle, on sait que même les régions intergéniques, 

précédemment considérées non-codantes, codent potentiellement pour les miARNs 

impliqués dans la pathogenèse du VHS-1. De plus, ces régions non-codantes peuvent 

correspondre aux séquences polyA d’un autre gène voisin (547, 549, 550). Malgré 

l’expression d’un ARN non-codant par la région intergénique d’UL26-UL27, Russell et al. 

a démontré que les modifications dans cette région n’affectaient pas la neurovirulence (551, 

552). En se basant sur cett dernière étude, nous avons choisi la même région pour insérer les 

gènes rapporteurs. Pour ce faire, trois sgARNs ont été designés en fonction de la séquence 

d’UL26-UL27 de la souche H25 et ensuite testés pour trouver celui avec la meilleure 

efficacité d’induction de la cassure double brin. La séquence -

GGAATCGGCACTGACCAAGGGGG- (gRNA-2) avec la fréquence d’indel la plus élevée 

de 27 %, a été choisie pour générer le rVHS-1. En accord avec notre choix de sgARN, une 

autre étude a rapporté que l’utilisation d’un sgARN designé pour la même séquence chez la 

souche KOS du VHS-1 a mené au clivage complet in vitro des amplicons PCR provenant de 

la région UL26-UL27 de cette souche. La même étude a ainsi suggéré la diminution de la 

réplication in vitro du VHS-1 suite au clivage de la région intergénique UL26-UL27 non-

codante (194). Au contraire, l’insertion des gènes rapporteurs dans cette région n’a pas 

affecté la cinétique réplicative in vitro de notre rVHS-1. Il ne faut pas oublier qu’une cassure 

de doubles brins d’ADN réparée à l’aide de NHEJ peut induire des indels dans les séquences 
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en amont et/ou en aval du point d’insertion, ce qui changerait le phénotype du virus. La 

réparation par la recombinaison homologue permet plutôt  d’insérer les gènes rapporteurs 

entourés des bras d'homologie flanquants et évite l’apparition des mutations aléatoires, ce qui 

expliquerait la capacité réplicative in vitro inchangée de notre rVHS-1. Ces observations 

suggèrent que les séquences en amont et/ou en aval du point d’insertion dans la région 

intergénique UL26-UL27 non-codante auraient des fonctions impliquées dans la réplication 

virale in vitro. 

Tel que mentionné précédemment, la manipulation in vitro du génome du VHS-1 peut 

causer la perte de neurovirulence. Contrairement à ce qui était attendu, notre rVHS-1 a 

montré une neurovirulence plus importante que celle du VHS-1 H25. L’étude de la cinétique 

réplicative in vivo du VHS-1 a révélé que les titres viraux dans le cerveau des souris infectées 

par le rVHS-1 étaient 2,7 fois plus élevés que ceux des souris infectées par la souche sauvage 

H25 au J6 p.i. Cependant, les taux de mortalité chez la souris BALB/c infectées par le rVHS-

1 ou par le VHS-1 H25 étaient similaires. En accord avec notre observation, une étude de 

l’encéphalite au réovirus chez la souris C57BL/6J a également suggéré que la gravité de la 

maladie n’était pas corrélée aux charges virales cérébrales, ni à celles des organes 

périphériques (553). L’ensemble de ces résultats tout d’abord confirme que notre stratégie 

d’édition génique n'affectait pas la neurovirulence. De plus, les titres viraux élevés ne 

semblaient pas être un indicateur de faible pronostic dans notre modèle d’EH chez les 

BALB/c infectée par la voie intranasale. Enfin, la mortalité similaire chez les souris avec des 

titres viraux cérébraux différents souligne que la réponse immunitaire pourrait avoir un 

impact plus important que celle des titres viraux dans l’évolution de la maladie.  

Les virus à ADN sont considérés génétiquement stables. Cependant, le nombre élevé 

de passages du VHS-1 et l’activité « off-target » de Cas9 peuvent augmenter le risque 

d’apparition de mutations. Nous avons suggéré que les mutations apparues durant le 

processus de génération du rVHS-1 pourraient être responsables du changement de la 

capacité réplicative in vivo du rVHS-1. Pour cela, nous avons séquencé le génome entier des 

deux souches de VHS-1. L’analyse des séquences nous a également permis de valider que 

l’insert était dans la bonne localisation. La comparaison des contigs assemblés de novo des 

deux souches a révélé 12 polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs pour « Single-
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nucleotide polymorphism ») dont cinq mutations silencieuses et trois non-silencieuses dans 

des régions codantes dans le génome du rVHS-1. 4 des 12 SNPs étaient des mutations sur 

des petits contigs qui ne pouvaient être alignés à aucun des gènes. Cela signifie que ces 

contigs correspondraient aux régions intérgéniques. Les trois mutations non-silencieuses se 

situent dans UL29 (Val361Ile), UL38 (Leu156Val) et UL41 (Thr461Ile), qui codent 

respectivement pour ICP8, VP19C et vhs. Tout d’abord, nous avons pensé que ces mutations 

étaient issues de l’activité hors cibles « off-target » de Cas9. Les résultats de l’analyse 

bioinformatique sur CHOPCHOP, permettant d’identifier le risque d’avoir des « off-target », 

n’a montré aucune région possiblement ciblée par ces trois sgARNs, dans le génome du VHS-

1 souche 17 étroitement apparente à H25. Une autre analyse in silico plus approfondie en 

recherchant les séquences d’homologie entre les sgARN et les gènes codants de H25 a 

confirmé qu'aucune modification hors cible n'était possible. L’absence des indels sur les 

gènes codants du VHS-1 a été rapportée par une étude utilisant le système CRISPR/Cas9 

ciblant UL8 et UL29 afin d’inhiber la réplication in vivo du VHS-1. Cette étude a suggéré 

que la brève période d’expression de trois jours de CRISPR/Cas9, pourrait minimiser le 

risque des « off-target » (193). En sachant que l’apparition des variants reste toujours 

possible pendant les cycles de purifications par plaque, nous avons émis l’hypothèse que ces 

mutations sont apparues au cours de l’isolement du rVHS-1 incluant plusieurs étapes de 

passages. En accord avec ce dernier point, la neurovirulence accrue a été déjà rapportée pour 

les VHS-1 obtenus après plusieurs passages in vitro. Cependant, aucune analyse n'avait été 

effectuée pour identifier les altérations génétiques (554). Bien que les mutations observées 

chez le rVHS-1 n’ont jamais été documentées, d’autres mutations sur ces trois gènes 

impliqués dans la réplication virale et l’échappement immunitaire ont été déjà rapportés (555-

557). Une étude de la cinétique in vivo comparant différents mutants avec une ou plusieurs 

de ces trois mutations identifiées sur le rVHS-1, permettrait de choisir quel gène est 

intéressant à investiguer pour la suite.   

Notre approche d’édition génique basée sur le CRISPR/Cas9 n’a pas une grande 

efficacité, donc ne permet pas de transformer tous les VHS-1 H25 en un nouveau rVHS-1. 

Pour cela, une étape de sélection positive est nécessaire afin d’isoler le virus recombinant à 

partir d’une population virale mixte contenant d’autres variants et les virus sauvages. 

L’insertion d’un gène rapporteur est une des stratégies les plus fréquemment utilisées.  Dans 
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le cas où la présence d’un gène étranger n’est pas désirée, le système Cre/Lox peut être 

combiné à l’approche CRISPR/Cas9. Une séquence contenant la mutation désirée pourrait 

être insérée en même temps qu’un gène rapporteur entouré par des sites lox. À la suite de 

l’isolement du virus recombinant à l’aide de ce gène rapporteur, un cycle d’infection avec le 

nouveau virus recombinant des cellules exprimant la recombinase Cre permettrait d’exciser 

ce gène rapporteur. Une étape supplémentaire de sélection négative aiderait à isoler le 

nouveau recombinant ayant la mutation désirée (548). Dans notre étude, nous avons inséré 

le gène tdTomato codant la protéine fluorescente rouge dans le génome du H25,pour purifier 

les plages de lyse causées par le nouveau virus fluorescent sous le microscope à fluorescence. 

Malgré le gène rapporteur, l’isolement du rVHS-1 a nécessité cinq cycles de purification par 

plaque, ce qui montre la faible efficacité de notre approche. Il serait intéressant de tester 

différents paramètres, tels que des différentes MOI (pour « Multiplicity of infection »), 

méthodes de transfection, lignées cellulaires à transfecter/infecter, tailles et/ou les séquences 

de bras d’homologies, inhibiteurs de NHEJ, etc. afin d’augmenter l’efficacité de cette 

approche (552, 558). 

Les vois d’infiltration du VHS-1 restent à confirmer, bien que plusieurs études aient 

rapporté les nerfs trijumeaux et olfactifs, comme les voies majoritaires d’entrée de ce virus 

dans le cerveau (559). En plus de faciliter sa purification, la propriété fluorescence du rVHS-

1 a servi à l’étude de distribution virale dans le cerveau, ce qui aurait été impossible sans 

l’immunomarquage. Nos résultats ont révélé que le signal tdTomato était majoritairement 

retrouvé au niveau du tractus optique, des bulbes olfactifs, de la strie terminale et du noyau 

paraventriculaire des souris BALB/c infectées par la voie intranasale au J6 p.i. Le cortex 

frontal n’était pas affecté, contrairement à ce qu’on peut observer chez l’Homme (560). Par 

la suite, les résultats obtenus de l’imagerie intravitale par bioluminescence ont également 

confirmé l’infection de ces régions. Nos résultats, encore une fois, ont suggéré que la voie 

olfactive et les circuits visuels représentent des voies possibles exploitées par le rVHS-1 pour 

se propager jusqu’au thalamus et l'hypothalamus, chez la souris BALB/c.  

Les virus recombinants exprimant des gènes rapporteurs, comme l’influenza H5N1, 

le VIH et le PRV, ont été utilisés pour étudier divers aspects de la pathogenèse de ces 

infections à l’aide de la microscopie bi-photonique (561-563). Nous pensons qu’il serait 
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intéressant d’exploiter la propriété de fluorescence du rVHS-1 pour mener des études 

similaires d’imagerie intravitale. L’infection des souris Ccr2GFP/+ et Cx3cr1GFP/+ au rVHS-1 

permettrait de visualiser l’interaction des microglies et des monocytes infiltrants en vert, avec 

les cellules infectées du SNC en rouge tdTomato. La méthode d’imagerie bi-photonique in 

vivo permet de visualiser seulement les zones superficielles (<500 µm) en raison de la 

diffusion et de l'excitation de fluorescence hors du plan (564). L’absence de VHS-1 dans le 

cortex des souris, qui est la seule région facilement accessible via la mise en place d’une 

fenêtre dans le crâne, complique la faisabilité de ces études. D’après plusieurs études, 

l’inoculation du VHS-1 au niveau des yeux ou des lèvres favorise l’infection du cortex (560). 

Selon ce dernier, il serait alors nécessaire de tester différentes voies d’infection pour faire ces 

études d’imagerie intravitale avant de procéder à l’imagerie in vivo par la microscopie bi-

photonique. 

L’ensemble des technologies de modifications génomiques et les protéines 

rapporteurs comme la Gluc a permis aux chercheurs de générer des pathogènes recombinants 

traçables à l’aide des techniques d’imagerie, comme IVIS. Afin de développer un outil 

similaire de virologie capable d’induire l’EH, nous avons inséré le gène du Gaussi Luciferase 

dans le génome de la souche clinique neurovirulente H25 du VHS-1. L’imagerie sur les souris 

BALB/c infectées au rVHS-1 a d’abord permis de visualiser les régions infectées du cerveau. 

L’identification exacte de ces régions était compliquée en raison du signal du Gluc secrété, 

qui circule librement dans le milieu extracellulaire. Cependant, nous avons constaté une forte 

corrélation entre les titres viraux dans le cerveau et la radiance (p/s/cm2/sr) obtenus à la suite 

de l’injection intraveineuse du coelenterazine chez la souris BALB/c infectée au rVHS-1. En 

accord avec nos résultats, une forte corrélation entre l'ampleur de la bioluminescence en RLU 

(pour « Relative Light Unit ») et les titres viraux a été rapportée pour la souche KOS 

recombinante (KOS/Dlux/oriL) non-neurovirulente (545). Une autre étude a également pu 

évaluer l’impact des traitements d’anticorps monoclonaux sur la réplication d’un virus de la 

grippe A exprimant Gluc grâce à la corrélation entre les RLU et les titres viraux (565). 

La méthode d’IVIS est utilisé, non seulement dans le domaine d’infectiologie, mais 

aussi de l’oncologie. Plusieurs cellules tumorales transgéniques exprimant Gluc ont été 

conçues afin de permettre aux chercheurs de surveiller la croissance tumorale in vivo. En plus 
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de ce dernier, il a été montré que l’activité de Gluc secrétée dans le sang et l’urine par ces 

cellules cancéreuses reflétait la quantité de cellules cancéreuses viables dans les tumeurs 

primaires et métastatiques (566, 567). Des corrélations positives ont été aussi observées entre 

les titres viraux cérébraux du rVHS-1 et l’activité Gluc retrouvée dans l’urine et le plasma. 

Nous nous sommes rendus compte que ces corrélations étaient plus fortes, quand les données 

du J4 p.i étaient excluses. Il est possible que le Gluc produit par les cellules infectées par le 

rHSV-1 dans la cavité nasale finit par rejoindre le flux sanguin et biaise potentiellement ces 

corrélations. Enfin, pour démontrer que le rVHS-1 représente un outil idéal pour tester des 

nouveaux traitements contre l’EH, nous avons évalué l’impact du traitement avec VACV, en 

mesurant l’activité de Gluc. Les résultats de cette preuve de concept ont confirmé que la 

cinétique des valeurs du RLUs dans le plasma et les titres viraux dans le cerveau suivaient la 

même tendance.  

Un nombre croissant d’études a démontré la perturbation de la BHE durant l’EH 

(205). Nous avons montré que l’utilisation du rVHS-1 offre une approche facile d’évaluation 

de la BHE, toute en visualisant et quantifiant le virus. La perméabilité de la BHE varie selon 

les différentes luciférases. Nous avons choisi la Gluc, car ni elle ni son substrat, sont capables 

de traverser la BHE (568, 569). En sachant que le rVHS-1 ne donne pas des infections 

systémiques, le signal bioluminescent détecté en dehors du cerveau correspondrait à Gluc 

secrété qui traverse la BHE perturbée, et s’accumule en périphérie. L'injection 

intrapéritonéale de CTZ a confirmé l’accumulation de Gluc dans différents organes 

périphériques, ce qui suggère que le Gluc produit dans le SNC peut facilement passer la BHE 

au J6. Suite à l'injection intraveineuse de CTZ, il n'y avait que le SNC qui émettait des 

photons. Ces observations ont suggéré que la vascularisation périphérique n'était pas affectée 

par l’EH, contrairement aux vaisseaux sanguins cérébraux qui laisse passer le CTZ et le Gluc. 

Cette perturbation a été également mise en évidence par le colorant de Bleu d’Evans. Au J4 

p.i., la perméabilité de la BHE des souris BALB/c avait augmenté au niveau des bulbes 

olfactifs. Le colorant a été ainsi retrouvé dans le thalamus et le noyau paraventriculaire au J6 

p.i. Enfin, la diminution de l’expression de claudine-5, qui est une protéine de JS, a confirmé 

la perturbation de la BHE chez la souris infectée au rVHS-1. En accord avec nos résultats, 

une étude a suggéré que le VHS-1 déclenche la réponse au stress de Golgi qui est impliquée 
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dans l'apoptose, qui à son tour entraîne une diminution d’expression d'occludine et de 

claudine-5 (570).   

La perturbation de la BHE induit une infiltration non-contrôlée du parenchyme 

cérébral par les cellules immunitaires de la périphérie, au cours de l’EH. Ces cellules 

infiltrantes, essentielles pour le contrôle de l’infection, participent à la réponse immunitaire 

exacerbée qui rend la BHE encore plus perméable (571). La microglie, qui représente la 

première cellule immunitaire rentrant en contact avec des cellules du SNC infectées par le 

VHS-1, semble coordonner cette infiltration. Des altérations du nombre des cellules 

immunitaires infiltrantes en l’absence de microglie, a renforcé l’hypothèse de l’implication 

de la microglie dans le contrôle de l’infiltration du cerveau (356, 572). La réponse microgliale 

semble ainsi être responsable de la perméabilisation accrue de cette barrière. Les cytokines 

TNF-α, l'IL-1β et l'IFN-γ produits par ces microglies stimulent l'expression d'ICAM-1 à la 

surface des cellules endothéliales, qui aide à l’infiltration des cellules immunitaires de la 

périphérie (573, 574). De plus, les microglies secrètent des MMPs qui clivent les protéines 

des JS (382). La NO produite par la microglie cause aussi la vasodilatation en induisant des 

arrangements du cytosquelette des cellules endothéliales (575, 576). Contrairement à ces 

effets néfastes de la réponse microgliale, plusieurs études ont aussi démontré l’importance 

de ces cellules dans le contrôle des infections du SNC (337, 577).  

Dans le cadre de mon doctorat, nous avons exploré l’implication peu connue des 

microglies dans le contrôle de l’EH. En première partie, nous avons utilisé le M-CSF qui est 

une cytokine hématopoïétique impliquée dans le développement, la prolifération et le 

maintien des phagocytes mononucléaires, comme les monocytes/macrophages et les 

microglies. Cette cytokine active le CSF1R qui est un récepteur de la famille des tyrosine 

kinases, également connu sous le nom de CD115. Dans le SNC, l'axe MCSF/CSF1R est 

essentiel à la survie de la microglie et induit également leur prolifération, leur activité 

phagocytaire et leur différenciation vers un phénotype anti-inflammatoire (578). Notre 

collaborateur Dr Serge Rivest et son équipe ont déjà démontré que l'administration 

systémique de M-CSF active la prolifération microgliale et augmente leur capacité 

phagocytaire favorisant la dégradation de l'Aβ, qui finalement permet de prévenir le déclin 

cognitif associé à la charge d'Aβ dans un modèle murin de la MA (579). En se basant sur ce 
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dernier, nous avons également décidé d’utiliser le M-CSF afin de moduler la réponse 

immunitaire des microglies CSF1R+ et d’étudier l'effet de l'activation de l'axe M-CSF/CSF1R 

sur le contrôle de la réplication virale et de l'inflammation dans le cerveau, chez la souris 

BALB/c. Avant de commencer notre étude, nous avons évalué deux différentes stratégies 

d’administration i.e. en pré- et post-infection. Contrairement au prétraitement, la différence 

de la survie en traitement au J2 et J4 post-infection était non-significative. Ce résultat a 

montré que le M-CSF représente plutôt un outil pour les études de la réponse immunitaire 

qu’un traitement immunomodulateur potentiel contre l’EH. Cependant, différentes doses de 

M-CSF administrées par différentes voies pourraient toujours être testées en post-infection. 

Le prétraitement par le MCSF a entraîné une diminution significative des titres viraux au J6 

p.i. et a amélioré la survie. Au J4 et J6 p.i., le nombre des microglies CD115+ totaux et 

microglies CD115+ CD68+ phagocytaires était 2 fois plus élevé dans le cerveau des souris 

traitées au M-CSF comparé au groupe contrôle, respectivement. Nos résultats suggèrent que 

la stimulation des microglies par le M-CSF déclenche leur prolifération et induit un 

phénotype phagocytaire. Similaire à nos observations, il a été rapporté que le traitement in 

vitro des microglies humaines par le M-CSF a induit l’augmentation de l'expression de PU.1 

et DAP12, impliqués dans la prolifération cellulaire et la phagocytose, respectivement (580).  

L’expression du CD68 par la microglie dans le cerveau atteint d’EH indique le 

phénotype phagocytaire de ces cellules. L’observation des engloutissements phagocytaires 

formés par la microglie et l’établissement des contacts directs entre les ramifications 

microgliales Tmem-119+ CD68+ et les cellules HSV-1+ ont suggéré que la phagocytose fait 

partie des mécanismes de contrôle microglial de l’EH. Une étude sur l’encéphalite au PRV a 

démontré que les microglies phagocytent les cellules infectées à la fois in vitro et in vivo. De 

plus, la diminution significative de l’expression du CD68 chez la microglie P2Y12−/− a 

suggéré que l'activité phagocytaire de la microglie est dépendante de P2Y12 (343). En accord 

avec ces dernières, l’analyse ultrastructurale réalisée par notre équipe en collaboration avec 

l’équipe de Dre Marie-Ève Tremblay a révélé que la microglie présentait une activité 

phagocytaire accrue et une digestion extracellulaire au cours de l'infection à ZIKV (273). 

Enfin, Dr Paludan et son équipe a rapporté la présence des antigènes du VHS-1 dans la région 

extranucléaire des microglies/macrophages Iba1+ au niveau du tronc cérébral des souris 

infectées avec le VHS-1. Leurs résultats ont également suggéré la phagocytose des cellules 
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du SNC infectées avec le VHS-1 par la microglie (372). Malgré l’ensemble de ces données, 

aucun résultat nous permet de distinguer si la microglie phagocyte les cellules infectées au 

cours de l’EH ou bien qu’elle se fait infecter par le VHS-1. Il serait alors intéressant d’utiliser 

une souche recombinante de VHS-1 exprimant une protéine fluorescente résistante à la 

protéolyse comme le mCherry, afin de confirmer la présence de cette protéine rapporteuse 

dans le phagolysosome des microglies à l’aide de la microscopie confocale sur les coupes du 

cerveau des souris atteintes d’EH. 

Les voies moléculaires de M-CSF restent toujours à élaborer. On sait que ce facteur 

de croissance se lie à son récepteur CSF1R, qui par la suite active PI3K et la phospholipase 

Cγ (PLCγ). La molécule Rac appartenant à la famille Rho des GTPases, est activée via la 

voie de signalisation classique PI3K-dépendante. De plus, Iba1 exprimée par la microglie, 

améliore l'activation de Rac via une autre voie de signalisation dépendante de la PLCγ. Enfin, 

Rac coopère avec d’autres molécules pour réguler la transcription de plusieurs gènes ayant 

un impact significatif sur les réponses biologiques de la cellule (581). Il a été suggéré que les 

macrophages stimulés par le CSF-1 in vitro ont une plus grande capacité d’expression d'IFN-

α/β, qui sont des médiateurs cruciaux dans le contrôle des infections (582, 583). En se basant 

sur l’ensemble de ces informations, nous avons donc décidé de quantifier les niveaux 

d'ARNm d'IFN-α/β et de cytokines/chimiokines dans les homogénats du cerveau entier au J4 

et J6 p.i., par PCR numérique de gouttelettes (ddPCR) et Luminex, respectivement. 

L’augmentation significative des niveaux des transcrits d'IFN-β au J6 p.i. chez la souris 

prétraitée a suggéré que la stimulation de l'axe M-CSF/CSF1R pourrait permettre un meilleur 

contrôle de la réplication du VHS-1. Il a été montré que le traitement des monocytes par 

l’IFN-I induisait la réduction de l’expression de l’ARNm de M-CSF (584). Il serait 

intéressant d’étudier si l’IFN-β est surproduite à la suite de l’augmentation de concentration 

de M-CSF, ce qui permettrait de diminuer l’expression de M-CSF. Nos résultats montrant 

des niveaux d’IL-10, IL-13 et IFN-γ significativement plus élevés chez le groupe ayant reçu 

du M-CSF suggèrent ainsi que le M-CSF module la réponse inflammatoire. En accord avec 

nos données, une étude récente a rapporté que les microglies surexprimant le M-CSF avaient 

changé le niveau d’expression de plusieurs gènes impliqués dans la réponse immunitaire 

microgliale, sans avoir altéré l’expression des marqueurs du phénotype anti-inflammatoire, 

souvent défini comme « M2 ». Ils ont montré que ces microglies exprimaient plus TLR2, 
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CMH-I et d'autres gènes régulés par l'IFN, tels que les membres de la famille Oas, 

responsables de l’activation des fonctions antivirales cruciales suite à la reconnaissance des 

acides nucléiques double brin dans le cytosol. (585). Nous pensons que les propriétés anti-

inflammatoires et antivirales de ces cytokines participent à l’amélioration de la survie chez 

les souris prétraitées par le M-CSF. Une expérience de FACS sur l’ensemble des cellules 

immunitaires incluant les microglies marquées pour ces cytokines, pourrait aider à identifier 

les populations responsables de cette réponse anti-inflammatoire.  

L’administration de M-CSF avant l’infection a induit une augmentation du nombre 

des leucocytes infiltrants au J6 p.i. Les résultats de FACS ont démontré que le nombre de 

monocytes Ly6C+ était significativement plus élevé chez la souris prétraitée. En accord avec 

ce dernier point, il a été montré que le traitement quotidien par le M-CSF stimule la 

prolifération monocytaire (586). En plus de ce dernier, M-CSF peut également induire des 

changements phénotypiques chez les monocytes/macrophages CSF1R+ et altérer leurs 

réponses contre le VHS-1, tel qu’observé chez la microglie (587). Alors, une étude de 

l’expression de certains gènes comme TNF-α, iNOS, IL-1β pour un phénotype inflammatoire 

et IL-10, Arg-1 et Fizz1 pour un phénotype anti-inflammatoire sur les 

monocytes/macrophages isolés des cerveaux infectés au VHS-1 semble être nécessaire pour 

étudier l’effet de cette molécule sur le phénotype des monocytes/macrophages. Nous pensons 

qu’un milieu anti-inflammatoire favorisé par le M-CSF pourrait ainsi contribuer à 

l’amélioration du pronostic au cours de l’EH. L’infiltration monocytaire élevée chez la souris 

prétraitée a mené à la question si les monocytes étaient responsables de la diminution des 

titres viraux cérébraux au J6 p.i. Au J8 p.i., nous avons également constaté une diminution 

du nombre de monocytes Ly6C+ et de neutrophiles Ly6G+ infiltrants chez la souris prétraitée 

au M-CSF. Les titres viraux inconnus de J8 p.i. compliquent l’interprétation de cette 

diminution d’infiltration, qui pourrait être expliquée par la diminution des titres viraux 

cérébraux.  

La multitude de types cellulaires exprimant le CSF1R nécessite une caractérisation 

plus détaillée des cellules stimulées par le M-CSF, ce qui permettrait de comprendre si c’est 

un effet croisé de microglies et monocytes ou bien spécifique à un seul type de cellule. Pour 

distinguer l’impact des monocytes et des microglies, nous avons d’abord induit la déplétion 
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monocytaire chez la souris BALB/c par le traitement de clodronate-liposomale, au pic de 

l’EH correspondant au J6 dans notre modèle murin. Il ne faut pas oublier que la réaction 

immunitaire dans notre modèle de souris infectée par la voie intranasale s’initie au niveau de 

la muqueuse de la cavité nasale et que son altération pourrait ainsi mener à l’infection des 

cerveaux avec différentes quantités virales. Pour diminuer l’infiltration du SNC par les 

monocytes, sans avoir impacté le nombre de monocytes infiltrant la muqueuse nasale, nous 

avons choisi d’administrer la liposome-clodronate par la voie intraveineuse au J3 et J5. Nos 

résultats ont d’abord révélé que le traitement par le liposome-clodronate a causé 

l’augmentation des titres viraux des cornets nasaux au J6 chez les souris traitées, sans altérer 

la quantité virale dans le SNC au J4 ou au J6 p.i. Nous avons également démontré que les 

titres viraux cérébraux et la survie des souris n’ont pas été affectés par la diminution de 

l’infiltration monocytaire, ce qui a suggéré que les monocytes/macrophages infiltrants 

contribuent au contrôle de la réplication virale de façon moins importante que la microglie 

dans le cerveau. Il a été également montré par notre équipe que les monocytes périphériques 

CCR2+ sont nécessaires, mais que la microglie CX3CR1+ fonctionnelle est encore plus 

cruciale pour le contrôle de l’EH (384, 385).  

En deuxième partie de cette étude, nous avons examiné l'implication microgliale dans 

l’EH à l’aide des souris CSF1R-loxP-CX3CR1-cre/ERT2 (récepteur d'œstrogène 2) traitées 

avec du tamoxifène. Cette lignée de souris transgéniques nous a permis d’induire la déplétion 

partielle des microglies, en déplétant le CSF1R chez les cellules CX3CR1+. De plus, le 

nombre de monocytes CSF1R+ ne semble pas être affecté. Au J0 et J4 p.i., le nombre de 

microglies a été significativement plus élevé chez la souris WT que la souris KO déplétée de 

microglies. Au J6 p.i., nos données ont démontré que le nombre des microglies chez la souris 

WT a diminué et a atteint le même niveau que celui de la souris KO. L’apoptose des cellules 

immunitaires incluant les microglies dans des régions hautement infectées pourrait expliquer 

cette diminution du nombre de microglies (372, 588). Il a été ainsi démontré que l’autophagie 

dépendante de STING limite l'infection par le ZIKV dans le cerveau de la drosophile. Alors, 

il serait intéressant d’étudier l’autophagie microgliale capable de limiter la propagation du 

VHS-1 pour savoir si ce mécanisme est responsable de la diminution du nombre de 

microglies.  
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La mortalité significativement plus élevée chez la souris KO a souligné l’importance 

de la présence microgliale dans la phase précoce de l’EH. Tel qu’attendu, les titres viraux 

cérébraux des souris KO étaient significativement plus élevés, ce qui a suggéré que les 

microglies sont responsables de la clairance virale au cours de l’EH. En plus de la 

phagocytose, l’IFN de type-I produite par les microglies est capable d’inhiber la réplication 

virale. Il a été montré que l’IFN-I promeut l’oxydation des acides gras et la phosphorylation 

oxydative, exerçant un effet antiviral dépendant de PPAR-α. De plus, l’activation du IFNAR 

induit l'expression des gènes stimulés par l'IFN (ISG), interférant avec la réplication virale et 

favorisant la clairance virale (589). L’effet antiviral d’IFN de type-I produit par les 

microglies surexprimant l’IRF7, a été également rapporté dans un modèle murin de 

l'encéphalite au VSV. Cette étude a suggéré que l’IFN produite par les microglies limitait la 

propagation transsynaptique du VSV (590). En 1992, une étude a également rapporté la 

réduction de la mortalité chez les enfants atteints d’une encéphalite focale sévère traitée par 

la combinaison d’acyclovir et de l’IFN-β (591). Pour savoir si le nombre de microglies réduit 

altérait l’expression d’IFN-I, nous avons quantifié l’ARNm d’IFN-I dans les cerveaux des 

souris WT vs KO. Nos résultats ont révélé que le niveau d’expression d'ARNm d'IFN-β était 

significativement moins important chez la souris déplétée des microglies au J4 p.i. Cette 

diminution d’expression était ainsi corrélée avec le nombre de microglies réduit au J4 p.i., ce 

qui a suggéré que les microglies sont responsables de produire de l’IFN-β dans la phase 

précoce de la maladie. De plus, l’observation de la réduction simultanée du niveau 

d’expression d'IFN-β et du nombre de microglies chez la souris WT au J6 p.i., où un nombre 

important de cellules immunitaires infiltre le SNC, a renforcé l’hypothèse que les microglies 

produisent la majorité d’IFN-β au cours d’EH. Il ne faut pas oublier que les niveaux d’ARNm 

ne sont pas toujours corrélés avec la quantité de protéine synthétisée. Alors, il serait 

nécessaire de doser l’IFN-β dans les surnagent des cerveaux, afin de pouvoir confirmer notre 

hypothèse.  

Nous avons par la suite comparé les concentrations de cytokines/chimiokines dans 

les cerveaux des souris CSF1R WT vs KO au cours de l’EH. Contrairement aux niveaux 

d’IFN-β, il n’y avait pas de différence significative pour aucune des cytokines/chimiokines 

au J4 p.i. Malgré les différences non-significatives, nous avons remarqué que les 

concentrations de CCL2 et G-CSF étaient 4 fois plus élevées chez les souris KO.  La propriété 
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anti-apoptotique de G-CSF, qui active Bcl-2 via la voie de signalisation JAK/STAT, a été 

démontrée dans un modèle murin d'ischémie cérébrale aiguë (592). Nous pensons que la mort 

microgliale accompagnée par les neurones infectés apoptotiques au J4 p.i. peut entrainer cette 

hausse de concentration de G-CSF. Le rôle primordial de CCL2 dans le recrutement des 

leucocytes dans le SNC est bien connu. Notre équipe a déjà rapporté que la déplétion du 

CCR2, le récepteur de CCL2, au niveau de la périphérie provoquait une mortalité 

accompagnée de titres viraux cérébraux plus élevés comparativement aux souris WT (384, 

593). Une étude sur le modèle murin d’encéphalite au TMEV a démontré que les neurones 

semblent être la source majeure de CCL2 (594). Nous suggérons que les cellules du SNC 

incluant les neurones infectés augmenteraient la production de CCL2 au J4 p.i. afin de 

recruter un nombre de monocytes/macrophages plus élevé pour compenser l’absence des 

microglies dans les cerveaux des souris déplétées en microglie. Au J6 p.i., les concentrations 

de 16 des 20 cytokines/chimiokines dans le SNC étaient significativement plus élevées chez 

les souris KO. Cette observation a indiqué que les microglies nécessaires pour la clairance 

virale sont ainsi cruciales pour contrôler la réponse inflammatoire et éviter la 

neuroinflammation. Similaire à notre observation, l’expression de plusieurs gènes, tels que 

CCL2, CCL7, CXCL9, et CXCL10 étaient plus élevés dans les cerveaux des souris traitées 

par le PLX5622 (inhibiteur de CSF1R), comparé aux souris contrôles au cours de 

l’encéphalite au WNV. Au contraire, une autre étude sur l’encéphalite au PHEV (pour 

« Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus »), qui est un coronavirus hautement 

neurotrope, a rapporté la diminution significative de l’expression de plusieurs cytokines pro-

inflammatoires, telles que IL-1β, IL-6, TNF-α, et IFN-γ (595, 596). La déplétion microgliale 

à l’aide de PLX5622 dans un modèle d’infection du SNC par le SRAS-CoV-2 a confirmé 

cette réduction d’expression des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires (596). Tous ces 

résultats montrent d’abord que l’absence de la microglie affecte différemment la réponse 

inflammatoire dépendamment du virus infectant le SNC. Enfin, les microglies semblent 

plutôt inhiber l’exacerbation de l’inflammation, au lieu de produire la majorité de ces 

cytokines/chimiokines au cours de l’EH. 

La microglie joue un rôle essentiel dans le recrutement des cellules immunitaires 

infiltrantes de la périphérie au niveau du SNC. Plusieurs études ont rapporté que cette 

infiltration leucocytaire CD45+ dans la phase précoce de l’infection est importante pour le 
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contrôle de l’EH (154, 159, 395, 449). Cependant, une perte de contrôle dans la phase tardive 

pourrait également aggraver l’inflammation, endommager la BHE et détériorer le pronostic 

de cette infection. Dans notre étude, la déplétion microgliale a altéré le profil des cellules 

infiltrantes dans le SNC. Malgré des concentrations plus importantes de chimiokines comme 

CCL2 chez la souris CSF1R KO, le nombre de monocytes Ly6C+ infiltrants dans les cerveaux 

des souris CSF1R KO était plus élevé chez la souris WT au J6 p.i. Ce résultat montrant 

l’implication microgliale dans le recrutement des monocytes suggère aussi que CCL2 n’est 

pas la seule chimiokine à être responsable du recrutement monocytaire au cours de l’EH. Il 

a été suggéré que le TNF-α produit au cours de l’infection au WNV est nécessaire pour le 

recrutement des monocytes/macrophages inflammatoires impliqués dans le contrôle de 

l'infection virale. La même étude a démontré que le traitement de ces souris avec des 

anticorps neutralisants contre TNF-α a diminué l’infiltration des monocytes/macrophages et 

a augmenté la mortalité (597). Une autre étude sur un modèle murin de lésion cornéenne a 

rapporté que les microglies réactives libèrent du TNF-α, impliqué dans le recrutement des 

monocytes. D’après cette étude, une seule injection intrapéritonéale d’anticorps 

monoclonaux de TNF-a est capable d’induire une réduction significative de l'infiltration 

monocytaire dans la rétine (598). Dans notre étude, la concentration de TNF-α était 

légèrement plus élevée chez la souris CSF1R WT comparé à la souris déplétée des microglies 

au J4 p.i. Nous pensons que l’absence de la microglie secrétant du TNF-α dans la phase 

précoce de l’EH chez la souris KO pourrait provoquer une baisse de l’infiltration des 

monocytes, qui semblent être nécessaires pour un meilleur contrôle de l’infection. Il serait 

alors intéressant d’étudier l’implication de l’axe TNF-α/TNFR et autres dans le recrutement 

des monocytes au cours de l’EH.  

L’autre population infiltrante affectée par la déplétion microgliale sont les LT CD3ɛ+. 

Il a été démontré que les microglies et les macrophages du SNC jouent un rôle dans la 

promotion de l'infiltration des LT CD8+ dans le SNC infecté au TMEV, d'une manière 

dépendante de la présentation d'antigène. Ces lymphocytes cytotoxiques produisant de l’IFN-

γ semblent induire la mort des cellules infectées suite à la reconnaissance des antigènes 

viraux présentées au CMH-I sur plusieurs types cellulaires du cerveau (599). Les 

chimiokines, telles que CCL2, CCL5 CXCL10 et CXCL12 sont impliquées dans le 

recrutement des LT au SNC (600). Malgré les concentrations plus élevées de 
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cytokines/chimiokines, l’infiltration de LT était moins importante chez la souris CSF1R KO 

au J6 p.i., comme l’infiltration monocytaire. Pour comprendre l’origine d’une infiltration de 

LT plus élevée en présence de signal chimiotactique diminué, il serait d’abord nécessaire de 

mesurer la quantité des autres chimokines, comme CXCL10 et CXCL12, qui ne faisaient pas 

partie de notre panel de médiateurs étudiés. Des études ont également suggéré que 

l’interaction des récepteurs des intégrines exprimés par les macrophages résidents du SNC et 

les intégrines des LT, comme VLA-4 et LFA-1, peut faciliter l’infiltration des LT au niveau 

du cerveau (394).  L’autre possibilité serait la perturbation de la BHE chez la souris CSF1R 

WT. Il a été montré que l'augmentation de l’expression de MMP-9 par la microglie dans la 

phase précoce de l’EH perturbe la BHE et facilite l’infiltration immunitaire (382). Il serait 

intéressant de comparer la perméabilité de la BHE chez la souris WT et KO à différents temps 

au cours de l’infection.  

L’ensemble de notre deuxième étude a confirmé que les microglies jouent un rôle 

majeur dans le contrôle de l’EH. Une des limitations importantes de cette étude est 

l’utilisation de deux lignées de souris BALB/c et C57BL/6, qui ont des réponses 

immunitaires différentes et des niveaux de résistance variables contre le VHS-1, ce qui 

complique l’interprétation et la comparaison des résultats des deux parties. Une autre limite 

est l’utilisation des souris de l’âge variable entre 4 à 6 semaines. Nous suggérons que 

l’utilisation des souris âgées de 6 semaines pourrait harmoniser la réponse immunitaire de 

chacune des souris et diminuer la variabilité des valeurs obtenues. Une étude sur l’impact de 

la déplétion microgliale induite par PLX5622 dans l’EH a confirmé que ces cellules sont 

essentielles pour la survie. La même étude a également rapporté des différentes cinétiques 

d’infiltration pour les LT et les neutrophiles en absence de la microglie, comparés à nos 

résultats (386). Alors, il serait intéressant d’utiliser des inhibiteurs du CSF1R, comme une 

des molécules de la famille PLX provoquant la déplétion complète des microglies, dans notre 

modèle, afin de confirmer nos résultats et puis de vérifier que ces différentes observations 

sont dues à des différences dans les approches expérimentales. Malgré ces limitations, nous 

avons pu démontrer l’impact de l’activation et de l’absence de microglie dans l’EH, à l’aide 

de l’administration du M-CSF et la déplétion du CSF1R.  
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L’activité microgliale semble être essentielle dans la phase précoce de l’EH. 

Cependant, les mécanismes exploités par les microglies restaient toujours inconnus dans le 

contexte de l’EH. Dans la troisième partie de mon doctorat, nous avons décidé d’identifier 

les voies de signalisations activées par ces microglies situées dans des régions du SNC riches 

en foyers d’infection du VHS-1. Pour ce faire, nous avons décidé d’utiliser la nouvelle 

technologie de séquençage de cellule unique permettant une analyse transcriptomique 

individuelle de chacune des microglies. En sachant que la nature de l’EH plutôt focale que 

disséminé, nous avons considéré qu’étudier une seule région spécifique pourrait nous 

apporter plus d’information sur la réaction de la microglie contre les cellules infectées par le 

VHS-1. Une autre raison pour laquelle on a choisi de travailler sur une région spécifique est 

l’hétérogénéité microgliale (601). Ce phénomène n’est pas limité à la densité et au phénotype. 

Ces cellules peuvent exprimer plusieurs différents gènes en fonction de la région du SNC 

dans laquelle elles se situent. Une étude récente réalisée sur 255 échantillons de microglies 

humaines primaires isolées à l'autopsie de diverses régions cérébrales de 100 individus a 

confirmé que certaines voies, telles que les voies de signalisation de la Reeline, de l'IFN et 

des glucocorticoïdes étaient impliquées dans la régulation de cette hétérogénéité régionale 

(602). En sachant que la réponse immunitaire microgliale varie dépendamment de la région, 

nous sommes arrivés à la conclusion qu’il serait préférable d’étudier des régions spécifiques 

du cerveau. Dans cette partie de nos études, nous avons classifié les souris en fonction des 

symptômes d’EH, qui corrèlent avec les titres viraux dans les cerveaux. Cette corrélation 

nous permet d’estimer facilement le degré d’infection des souris. En fonction de ce dernier, 

les souris à prélever ont été divisées en deux groupes majeurs, que sont les souris modérément 

infectées et les souris très infectées.  

La première étape de ce projet était de choisir la journée de prélèvement et la région 

du SNC à analyser. Dans notre modèle de souris C57BL/6N infectée par la voie intranasale, 

le J6 p.i. associé à de la mortalité accompagnée d’une augmentation significative des titres 

viraux, est considéré comme le pic de l’infection. Pour le choix de la région, nous avons 

d`abord utilisé le rVHS-1 avec le gène rapporteur Gluc et tdTomato, que nous avons généré, 

afin d’étudier les régions infectées chez l’animal vivant à l’aide d’IVIS. Au J6 p.i., le signal 

du diencéphale était plus intense que celui des bulbes olfactifs qui sont considérés comme la 

première région à être infectée par le VHS-1 administré par la voie intranasale. Cette 
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observation a indiqué que soit le VHS-1 infecte le thalamus plus tôt que les autres zones, soit 

la réponse immunitaire dans les bulbes olfactifs est plus efficace pour contrôler l'infection 

virale. Il a été déjà montré que la densité de marquage F4/80+ était plus élevée dans le bulbe 

olfactif que le thalamus et l'hypothalamus chez la souris. Cependant, une étude récente chez 

l`Homme a découvert que le thalamus accueillait des microglies ayant un phénotype plus 

réactif et exprimant des niveaux plus élevés de marqueurs comme CD68, CD45, CX3CR1, 

CD11c et HLA-DR (304). Autrement, des études chez les rongeurs ont aussi suggéré que le 

VHS-1 peut voyager le long des nerfs trijumeaux ganglionnaires se projetant vers les noyaux 

trijumeaux situés dans le tronc cérébral et ensuite infecter le thalamus pour finalement 

atteindre le cortex sensoriel (134). Les atteintes thalamiques sont rares, mais existent chez 

l`Homme (603, 604). Enfin, les titres viraux quantifiés dans différentes régions du cerveau 

et une étude supplémentaire d’IF ont permis de confirmer que le thalamus et surtout le noyau 

postéro-ventral du thalamus (VPL) était infecté par le VHS-1.  

Avant d’aller isoler les microglies, nous avons encore une fois caractérisé 

l’infiltration au pic de l’infection du SNC. Nos résultats montrant la présence de neutrophiles, 

monocytes/macrophages et LT, et ont ainsi révélé la diminution du nombre de microglies au 

J6 p.i. comparé à celle quantifiée chez la souris non-infectée. En accord avec ces 

observations, les analyses d’IF avec le marquage TMEM119 sur les coupes de cerveaux 

provenant des souris très infectées ont montré la réduction, voir l’absence de signal dans le 

VPL de ces souris. Tel que mentionné avant, l’apoptose de ces cellules de façon dépendante 

de cGas a été déjà démontrée dans des régions hautement infectées avec le VHS-1 (372). La 

réduction du nombre des microglies a été constatée aussi au cours de l’infection du SNC au 

WNV (605). D’après cette étude, les microglies ont changé de morphologie et acquièrent un 

phénotype spécifique à l’infection, toujours variable entre les cellules en fonction de la région 

dans laquelle elles se trouvent. La même étude a enfin démontré l’apoptose de ces microglies, 

suite à une diminution de l’expression de plusieurs gènes comme CX3CR1, F4/80 et 

TMEM119, souvent utilisés pour identifier les microglies. Ces observations montrent la 

difficulté de déterminer si la perte microgliale est due à la mort cellulaire ou bien au 

changement phénotypique et soulignent le besoin d’identifier des nouveaux marqueurs 

spécifiques microgliaux. Nous pensons qu’une approche protéomique pourrait aider à 

découvrir des marqueurs potentiels et étudier la variation de synthèses protéiques au cours 
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de l’infection au VHS-1. Pour ce faire, des microglies primaires isolées de la souris, mises 

en co-culture avec ces neurones ou astrocytes infectés, pourraient être analysées par la 

spectrométrie de masse à des différents temps au cours de l’infection pour identifier les 

marqueurs stables qui seront par la suite testés et validés in vivo. Récemment, il a été rapporté 

que les monocytes infiltrants peuvent aussi exprimer Tmem119, qui était considéré spécifique 

à la microglie (605, 606). En sachant les niveaux importants d’infiltration monocytaire dans 

notre modèle murin d’EH, nous avons décidé d’utiliser l’appellation « microglia-like », afin 

de regrouper toutes les cellules génotypiquement et/ou phénotypiquement similaire à la 

microglie, qui exprimant le Tmem119 ou produisant le TMEM119.  

Nos études d’IF sur les VPL modérément infectées ont suggéré que les microglies 

TMEM119+ CD68+ démontraient une activité phagocytaire. Les régions modérément 

infectées accueillaient ces microglies réactives autour des cellules infectées. Les analyses 

ultrastructurales de VPL à l’aide de la microscopie électronique, ont révélé que ces cellules 

« microglia-like » contiennent des endosomes VHS-1+, ce qui a suggéré que ces cellules 

participent à la clairance virale via la phagocytose des cellules infectées. Une étude récente 

sur l’encéphalite au TMEV a démontré que les cellules myéloïdes du SNC phagocytent les 

cellules infectées et présentent les antigènes viraux aux LT CD8+, surtout via le H-2Kb de la 

famille de CMH-I. D’après la même étude, la déplétion de H-2Kb chez les microglies et 

macrophages CX3CR1+ a perturbé l’activation lymphocytaire et a ainsi causé une réduction 

du nombre des LT CD8+ infiltrants (599). Dans notre étude, nous avons également visualisé 

des microglies en contact avec les LT CD3ɛ+ infiltrants. De plus, la membrane des cellules 

« microglia-like » VHS-1+ observée durant les analyses de microscopie électronique, a 

souligné la possible contribution de ces cellules au déclenchement de la réponse adaptative. 

L’hypothèse alternative pour expliquer ces observations est l’infection des cellules 

« microglia-like » avec le VHS-1. L'endocytose des virions imitant de nombreuses 

caractéristiques de la phagocytose représente un des modes d'absorption par lequel le virus 

peut infecter les phagocytes professionnels et non-professionnels (607). En accord avec ce 

dernier point, une étude a rapporté le VHS-1 attaché à la membrane plasmique qui se fait 

internaliser par l’absorption de type phagocytose impliquant un réarrangement du 

cytosquelette d'actine et le trafic des virions dans des grandes vésicules de type phagosome.  

Ensuite, la liaison et la fusion de l'enveloppe du virion avec la membrane phagosomale 
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facilitée par la nectine-1 permet au virus d’être libéré dans le cytoplasme (608). En se basant 

sur ces derniers, nous considérons que les cellules « microglia-like » avec des endosomes 

contenant des virions pourraient ainsi correspondre aux microglies infectées. Enfin, l’analyse 

de nos données de séquençage montrant l’expression des ARNm viraux dans certaines des 

microglies a renforcé cette hypothèse. Tel que mentionné dans le Chapitre-III, la détection 

des ARNm viraux spécifiquement dans les noyaux de ces cellules « microglia-like » à l’aide 

du séquençage d'ARN à noyau unique permettrait de prouver l’infection de ces cellules avec 

le VHS-1.  

Nous avons constaté que le nombre de cellules TMEM119+ diminuait simultanément 

avec l’augmentation du nombre de cellules marquées pour le VHS-1. L’analyse des VPLs 

hautement infectés a révélé que les cellules « microglia-like » TMEM119+ encerclaient les 

foyers infectieux, mais n’étaient pas capables d’avancer vers les cellules infectées du SNC 

afin d’établir un contact direct nécessaire pour la phagocytose. De plus, le signal de CD68 

était quasi-absent chez ces cellules TMEM119+ autour des foyers infectieux dans les VPLs 

hautement infectées, ce qui signifie une perte d’activité phagocytaire. Cette observation a 

également montré que l’amélioration du pronostic de l’EH à la suite du prétraitement avec le 

M-CSF provoquant l’augmentation du nombre de microglie CD68+ au J6 p.i., pourrait être 

due à cette restauration de l’activité phagocytaire. Nos analyses qualitatives sur les images 

de microscopie électronique des VPL ont ainsi permis de mettre en évidence la perturbation 

des voies phagolysosomales en montrant la diminution du nombre d’endosomes précoces 

chez ces cellules « microglia-like ». Nous avons d’abord pensé que cette diminution pourrait 

faire partie des systèmes de défense des microglies afin d’éviter de se faire infecter par le 

VHS-1 en exploitant les endosomes pour rentrer dans la cellule. Cependant, une étude récente 

a observé également une diminution du nombre de lysosomes et de l’activité phagocytaire 

des microglies situées dans des régions ischémiques du cerveau (609). D’après cette étude, 

l’expression altérée de plusieurs gènes impliqués dans l’autophagie comme ATG4 and 

Beclin-1, qui sont aussi impliqués dans la phagocytose, perturbent l’activité phagocytaire des 

microglies. De plus, ces dernières avaient une mobilité réduite, ce qui rappelle nos 

observations des microglies TMEM119+ incapables de migrer vers les cellules VHS-1+ dans 

des VPL hautement infectées. Ces observations suggèrent que l’activité phagocytaire réduite 

chez la microglie dans les VPL hautement infectées pourrait également être due à la 
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perturbation des voies impliquées dans l’autophagie par le VHS-1. La même étude a suggéré 

que le traitement avec la rapamycine, un inducteur d’autophagie, avait partiellement amélioré 

l’activité phagocytaire de ces microglies. Notre équipe a aussi rapporté l’amélioration du 

pronostic de l’EH par une combinaison du valacyclovir et la rapamycine (610). Il serait alors 

intéressant d’étudier l’effet de la rapamycine sur la microglie au cours de l’EH, afin de mieux 

caractériser les phénomènes derrière cette amélioration de survie.  

Les analyses d’IF des VPLs hautement infectées ont révélé une forte augmentation 

d’expression du CD68, malgré la phagocytose perturbée chez la microglie TMEM119+. Cette 

expression élevée du CD68 accompagnée d’une diminution du nombre de microglies a 

suggéré qu’il existe d’autres cellules résidantes du SNC ou bien les cellules immunitaires 

infiltrantes, qui essayent de compenser le manque de clairance virale et/ou des débris de 

cellules mortes causé par l’activité phagocytaire réduite. Il a été déjà démontré que le pouvoir 

des astrocytes à phagocyter peut émerger lors d'une diminution du nombre ou de l'activité de 

la microglie (611). Cependant, le marquage d’IBA-I sur les VPLs infectées a révélé la co-

localisation de ce marqueur avec le CD68, ce qui a suggéré que ces cellules ayant une activité 

phagocytaire élevée correspondraient aux monocytes/macrophages infiltrants ou bien à des 

cellules « microglia-like » qui ont réduit l’expression du TMEM119. Le même phénomène 

observé au cœur des VPLs hautement infectées se passe également dans des régions 

ischémiques du cerveau (612). Durant cette pathologie, les monocytes infiltrants migrent vers 

le cœur de la région affectée. L’altération du métabolisme énergétique et la grande quantité 

d’ATP libérée au cours de l’ischémie cérébrale active également la microglie. Ces dernières 

situées autour de la zone ischémique restent ramifiées et diminuent l’expression de CD68, 

contrairement à celles situées au cœur de la zone affectée qui acquirent une forme amiboïde 

en continuant d’exprimer CD68. D’après ces informations, une partie de ces cellules IBA-I+ 

CD68+ peuvent ainsi correspondre à des monocytes/macrophages infiltrants. En plus, 

plusieurs études ont également montré que les monocytes infiltrants peuvent adopter 

certaines caractéristiques de la microglie et repeupler les régions déplétées de microglies 

(413, 613).  

Pour vérifier ces hypothèses, il faut des marqueurs spécifiques aux microglies et 

monocytes/macrophages. Leurs phénotypes similaires compliquent la caractérisation du rôle 
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exact de ces cellules dans l’EH. Nos analyses ont révélé plusieurs gènes surexprimés 

spécifiques à chacune de ces deux populations, comme le Siglech et Chil3 pour la microglie 

et le monocyte/macrophage, respectivement. Ces gènes et leurs formes protéiques pourraient 

être étudiés plus en détail, afin de trouver des combinaisons de marqueurs permettant de 

distinguer ces monocytes/macrophages des microglies. L’autre approche serait d’utiliser des 

souris chimériques ayant des monocytes exprimant un fluorochrome détectable par la 

cytométrie en flux, qui permettrait de séparer et trier ces monocytes/macrophages infiltrants 

et les microglies. À la suite de cette étape, le séquençage de l’ARN de cellule unique de ces 

cellules triées pourrait nous aider à trouver des marqueurs alternatifs et mieux étudier le rôle 

exact de chacune de ces cellules. De plus, cette approche permettrait de valider nos 

« cluster » de cellules, que nous avons déterminés de façon manuelle, en analysant 

l’expression de certains gènes bien connus à l’aide du logiciel LoupeBrowser®. 

Dans cette troisième partie, notre but était de séquencer l’ensemble des microglies 

isolées à partir de la région thalamique enrichie en noyau postéro-ventral (NPV) des souris 

C57BL/6N infectées par voie intranasale par le VHS-1, afin d’identifier les mécanismes 

exploités par ces cellules qui permettraient de mieux définir leur rôle dans la pathogenèse de 

l’EH. Tels que mentionné précédemment, un nombre important de cellules immunitaires 

incluant les monocytes/macrophages exprimant des marqueurs communs avec les microglies, 

infiltrent le SNC (614). Ce phénomène complique l’isolement des microglies et nous 

empêche d’isoler uniquement les microglies. Dans notre étude, nous avons isolé ces cellules 

à l’aide des billes magnétiques de CD11b, qui a mené à l’isolement des autres cellules 

immunitaires en même temps que les microglies. En sachant que les microglies changent leur 

phénotype au cours de l’infection, nous assumons que notre approche d’isoler une multitude 

de cellules a permis de ne pas manquer certaines microglies qui auraient possiblement changé 

de phénotype. Les analyses de séquences de l’ensemble de 7658 cellules collectées de trois 

cerveaux infectés avec un titre viral différent au J6 p.i. et 2 souris contrôles non-infectées, 

ont suggéré la présence de 10 populations cellulaires distinctes. Nous avons constaté que la 

distribution des principaux clusters pour chacun des échantillons infectés dans la 

représentation bidimensionnelle UMAP (pour « Uniform Manifold Approximation and 

Projection ») (td-UMAP) des données agrégées de scRNA-seq était différente. Nous 

supposons que le titre viral différent dans le SNC de chaque souris a provoqué de 
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l’inflammation à différent degré ce qui a causé une distribution différente de ces clusters. Les 

cellules immunitaires ont été partitionnées dans les sous-clusters en fonction de l'expression 

de différents gènes, toute en prenant en compte de cette différence des titres viraux favorisant 

différents niveaux d'inflammation. À la suite de l’observation des chevauchements entre 

certains clusters comme la microglie réactive et les M2, nous avons pensé que cela pourrait 

être dus au « effet de lot » (pour « batch effet ») que notre approche de regrouper les cellules 

manuellement pourrait entraîner. Cet effet de lot se produit lorsque la variation entre les 

différents groupes d'échantillons est causée par la technique d’analyse choisie plutôt que par 

des raisons biologiques, ce qui conduit à de fausses conclusions. Pour éviter de faire des 

conclusions erronées, nous avons effectué la correction de l’effet de lot avec l’intégration de 

Seurat sur nos données qui nous a montrée que ces chevauchements n’étaient pas dus à l’effet 

de lot.  

L’analyse des résultats de scRNA-seq a d’abord révélé trois sous-population 

microgliales, qui sont les microglies surveillantes, les microglies réactives et les microglies 

réactives en prolifération. Les voies de signalisations chez ces sous-clusters microgliaux ont 

été évaluées à l'aide de la base de données Reactome pour mieux comprendre les fonctions 

de ces cellules dans l’EH. Tout d’abord, nos résultats ont confirmé que les microglies 

prolifèrent lors de l’EH, tel que démontré par Chhatbar et al. (615). Cette étude sur 

l’encéphalite au VZV avait également démontré que les monocytes Ly6C+ infiltrants ne 

donnaient pas naissance à des microglies. Les microglies réactives en prolifération dans le 

cerveau infecté avec le VHS-1 exprimaient des gènes des cytokines/chimiokines pro-

inflammatoires. Alors, il se peut que ces cellules contribuent à la réponse inflammatoire 

délétère. Nous pensons qu’il serait nécessaire d’évaluer l’effet de l’inhibition de la 

prolifération microgliale, sans induire leur déplétion, sur la production de cytokines 

inflammatoires. En accord avec ce dernier point, il a été montré que la prolifération 

microgliale bloquée à l’aide du traitement roscovitine, un inhibiteur du cycle cellulaire, 

entraînaient une neuroprotection dans un modèle murin d'ischémie cérébrale. Il a été suggéré 

que cette neuroprotection était médiée par l'inhibition de la production de cytokines 

inflammatoires, telles que IL-1β, CCL3 et NO (616). Les microglies réactives ont surexprimé 

les gènes impliqués dans la dégradation des ARNm non-sens (NMD) (pour « nonsense-

mediated decay »). Il a été démontré que l'abrogation de NMD aboutit à la régulation à la 
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hausse des protéines virales durant les infections au virus de la forêt de Semliki (SFV) et au 

virus Sindbis (SINV) (617, 618). Alors, ce mécanisme pourrait également être exploité par 

la microglie pour bloquer la réplication virale et éviter son infection au cours de l’EH. Nos 

résultats ont ainsi suggéré que la reconnaissance du VHS-1 est médiée par le TLR endosomal, 

ce qui serait en accord avec les endosomes des microglies VHS-1+ observées en microscopie 

électronique. On sait que l'ADN viral du VHS-1 est détecté par le TLR9 endosomal, suivi de 

l'activation du cGAS et de la protéine adaptatrice STING (619, 620). Le VHS-1, situé dans 

l’endosome à la suite de son internalisation par la microglie pourrait s’échapper de 

l’endosome et se retrouver dans le cytoplasme avant de migrer vers le noyau de la cellule où 

l’ADN viral est répliqué. Nous présumons que la différentiation des microglies réactives vers 

les microglies « en transition », qui étaient désignées comme la quatrième sous-population 

microgliale, pourrait se dérouler à la suite de cet échappement des virions. La microglie « en 

transition » pourrait correspondre à la réponse transcriptionelle de la microglie réactive 

infectée avec le VHS-1. L’expression élevée des gènes comme Mda5, DDX58, Lgp2, Isg15, 

Acod1, Rsad2 et Hcar2, impliqués dans la reconnaissance virale et la réponse antivirale, en 

même temps que les ARNm du VHS-1 suggère l’infection de microglie des VPL par le VHS-

1. La détection des hauts niveaux d’ARNm viraux dans ces cellules fait penser aussi que cette 

observation pourrait provenir du séquençage du matériel génétique des virions phagocytés. 

Cependant, le marquage du VHS-1 détecté sur des cellules TMEM119+CD68- a suggéré que 

ces cellules semblaient être infectées plutôt que phagocytaires. Tel que mentionné dans la 

discussion du Chapitre-IV, le séquençage d'ARN à noyau unique permettrait de confirmer la 

présence d’ARN viraux dans le noyau de la cellule, ce qui montrerait que la cellule est 

infectée. De plus, une étude supplémentaire de la colocalisation des protéines impliquées 

dans la fonction endolysosomale et celle du VHS-1 en immunofluorescence sur des coupes 

du cerveau semble nécessaire pour distinguer la phagocytose d’une infection. Le faible 

niveau d’expression d'ARNm du VHS-1 par les Mono2 hautement phagocytaires a renforcé 

notre hypothèse d'infection de ces microglies "en transition". Alors, la déplétion spécifique 

de ces cellules uniquement détectables au pic de l’infection pourrait diminuer les titres viraux 

et améliorer le pronostic de l’EH. 

L’analyse du cluster de microglie « en transition » a montré qu’elles étaient 

hautement enrichies en plusieurs gènes associés aux neutrophiles, comme Retnlg, Asprv1, 
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Il1f9 et Cxcr2. Il a été montré que la microglie interagit avec ces cellules immunitaires 

infiltrantes via les intégrines et les lectines, avant de les phagocyter pour limiter 

l’inflammation dans le SNC (407). Il serait alors intéressant d’étudier la phagocytose des 

neutrophiles par les microglies au cours de l’EH, par différentes techniques d’imagerie. Ces 

dernières permettraient de savoir si ces gènes associés aux neutrophiles sont vraiment 

exprimés par ces microglies ou bien ce sont du matériel génétique des neutrophiles 

phagocytés par ces microglies. Notre décision de définir ce cluster, tel qu’une sous-

population microgliale, était basée sur l’expression élevée des gènes associés aux microglies, 

comme P2ry12, Tmem119, Fcrls et Csf1r. Une surexpression de gènes comme Fas, Tnf et 

Nlrp3, impliqués dans la signalisation TNF et NLR a été observée chez ce cluster. Nous 

avons également constaté un enrichissement significatif des gènes comme Cflar, Fas et Mlkl 

impliqué dans la nécroptose. Similaire à notre observation, une étude sur la dégénérescence 

rétinienne avait ainsi proposé l’exacerbation de l’inflammation dans la rétine par les 

microglies activées via TLR-4, qui rentrent en nécroptose et libèrent plusieurs cytokines pro-

inflammatoires, telles que TNF-α (621). La même étude a rapporté l’inhibition de la 

nécroptose de ces microglies et le retard de la production des médiateurs inflammatoires suite 

au traitement par la necrostatin-1, ce qui serait intéressant de tester dans l’EH. L’ensemble 

de nos résultats révèle que cette sous-population de « microglia/microglia-like cells » 

infectée par le VHS-1 détecte la présence virale à l'aide de capteurs ADN/ARN cytosoliques 

dans le VPL, puis elle adopte un phénotype neurotoxique produisant de l'IL-1β et du TNF-α, 

qui pourraient aggraver le pronostic de l’EH. Plusieurs études ont rapporté des résultats 

similaires qui montrent la présence des microglies neurotoxiques (622, 623). Ces dernières 

qui libèrent du TNF-α, de l’IFN-γ et ROS contribuant à la mort des cellules neuronales, ont 

été rapportées par une étude sur l’encéphalite au JEV. Les microglies CCR9+ ACOD1+, 

résistantes à l'apoptose, semblent contribuer à la neuroinflammation chronique en produisant 

des niveaux élevés de TNF-α dans le SNC de souris infectées par Toxoplasma gondii (534). 

L’expression du NLRP3 et de la caspase-1 et la production d’IL-1β ont été également 

observés chez les microglies exposées à la gp120 du VIH-1 (624, 625). Enfin, un autre article 

récent, en accord avec nos résultats, a rapporté que les inflammasomes contribuent à 

l'inflammation pathogène dans l’EH (375). Hayes et al. ont ainsi démontré que l’effet néfaste 

de l’activité des inflammasomes sur la survie était indépendant de la réplication virale.  
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Dans notre étude, nous avons suggéré que l'un des principaux médiateurs de cette 

production exacerbée d’IL-1 sont les cellules de type microglie "en transition". Pour 

visualiser ces cellules « en transition », nous avons fait des analyses d’IF sur les VPLs 

hautement infectées. Les cellules TMEM119+ IBA-I + ramifiées ont été observées à proximité 

de zones hautement infectés. Conformément aux résultats transcriptomiques, ces cellules 

étaient aussi NLRP3+, IL-1β+ et VHS-1+. Nous pensons qu’il est nécessaire de continuer 

d'étudier l'impact de la production d’IL-1β médiée par le NLRP3-inflammasome chez les 

microglies dans l’EH. Plusieurs études ont rapporté l’activation des inflammasomes suite à 

l’infection par le VHS-1. Une étude récente a confirmé que le VHS-1 déclenche la pyroptose 

dépendante de la Gasdermine D en activant NLRP3 chez la microglie, conduisant à la 

production de caspase-1 et d'IL-1β active. Alors, il serait intéressant d’étudier l’impact de 

l’inhibition de l'activation de l'inflammasome et aussi de la pyroptose microgliale sur le 

pronostic de l’EH (626). Notre équipe a précédemment montré que les souris IL-1β -/- avaient 

une survie significativement plus faible et des charges virales cérébrales plus élevées que les 

souris WT (627). De plus, la production d'autres molécules pro-inflammatoires était 

perturbée dans le cerveau des souris IL-1β -/-. Nous pensons que la production d’IL-1β est 

cruciale dans la phase initiale de l’EH. Cependant, cette réponse inflammatoire médiée par 

cette sous-population de microglie « en transition » devient incontrôlée au pic de l'infection 

et détériore le pronostic de l’EH. À notre connaissance, il n'existe toujours pas de modèle in 

vivo permettant d'inactiver l'inflammasome, uniquement chez la microglie. Cependant, des 

études in vitro sur des microglies primaires isolées à partir de souris IL1(R)-/- et/ou de NLRP3-

/- pourraient aider à caractériser l'impact de ces voies et médiateurs sur le contrôle de l’EH.  

En perspective, l’inhibition de l’acquisition de la réponse transcriptionelle « en 

transition » ou bien l’élimination spécifique de ces microglies qui ont internalisé les VHS-1, 

sans affecter les autres classes de microglies, permettraient de mieux contrôler la réponse 

pro-inflammatoire, semblant être néfaste dans la phase tardive de l’EH. Pour ce faire, il serait 

nécessaire d’identifier et tester différentes combinaisons de marqueurs, en fonction des gènes 

surexprimés par les microglies « en transition », qui permettrait de distinguer ces dernières 

des cellules comme les autres microglies et les monocytes/macrophages infiltrants. Il faut 

ensuite continuer à caractériser ces cellules « en transition », pour pouvoir développer des 

stratégies qui nous permettront de contrôler spécifiquement ces cellules. Nous pensons 
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également qu’une connaissance approfondie de ces microglies faciliterait le développement 

de thérapies alternatives qui seraient combinées aux antiviraux.  
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CONCLUSION  
L’EH continue d’être l’encéphalite virale sporadique mortelle la plus fréquente dans les pays 

industrialisés. La réponse immunitaire, indispensable pour le contrôle de la réplication virale, 

est de plus en plus décrite comme étant délétère dans la phase tardive de cette infection. Bien 

que cette dernière soit étudiée depuis près d’un siècle, notre compréhension de la pathogenèse 

de l’EH reste toujours limitée. Les lacunes en matière de connaissance dans la pathogénèse 

de l’EH, souligne la nécessité de continuer la recherche sur ce sujet.  

Cette thèse a permis de générer le virus herpès simplex I recombinant neurovirulent adapté 

au IVIS, ce qui a permis d’identifier les régions infectées du SNC, mais également de mettre 

en évidence la perturbation de la BHE au cours de l’EH expérimentale. Nos travaux, portant 

sur l’implication inconnue de la seule cellule immunitaire résidante du SNC dans l’EH ont 

révélé que les microglies jouent un rôle crucial dans l’orchestration de la réponse 

immunitaire, ainsi que dans l’élimination du VHS-1. Le traitement des souris par le M-CSF, 

qui cible les microglies et les monocytes/macrophages, a amélioré le pronostic de l’EH. Nos 

résultats suggèrent que le nombre plus élevé de microglies ayant une activité phagocytaire 

plus importante chez les souris ayant reçu le M-CSF pourrait être responsable de 

l’amélioration du pronostic de l’EH. Par la suite, l’observation d’une mortalité plus 

importante, accompagnée par des titres viraux cérébraux plus élevés, en l’absence de 

microglie, a confirmé que ces cellules participent au contrôle de l’EH. Finalement, nous 

pensons qu’une meilleure compréhension de la réponse microgliale permettra de développer 

des stratégies d’immunomodulation qui amélioreraient le pronostic de l’EH. 

Nos travaux ont également permis de révéler certains mécanismes potentiels exploités par 

les microglies pour contrôler cette infection. L’analyse transcriptomique des microglies 

isolées du noyau postéro-ventral du thalamus, identifié comme la région la plus infectée au 

pic de l’EH expérimentale, a montré l’activation des voies impliquées dans la dégradation 

des ARNm non-sens, de la phagocytose et de la présentation d’antigène. L’observation de 

différentes sous-populations microgliales avec différentes réponses transcriptionnelles au 

sein de cette même région, suggère que la réponse microgliale est dynamique et évolue au 

cours de l’EH. De plus, nos résultats ont révélé une sous-population microgliale, appelée « en 

transition », qui surexprime des gènes impliqués dans la production d’IL-1β médiée par le 
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NLRP3-inflammasome, la signalisation de TNF et la mort cellulaire nécroptotique. Nous 

pensons que ces microglies acquièrent une phénotype pro-inflammatoire et contribuent à 

l’exacerbation de la réponse immunitaire. Alors, il serait nécessaire d’approfondir le rôle des 

voies de signalisation en modulant leurs expressions chez les microglies de façon spécifique, 

à l’aide de modèles in vitro et in vivo.  

Des cellules « microglia-like » qui expriment certains des gènes identifiés dans nos données 

transcriptomiques ont été visualisées autour des zones infectées avec le VHS-1 du noyau 

postéro-ventral. L’analyse ultrastructurale des microglies à l’aide de la microscopie 

électronique a montré la présence des VHS-1 dans les endosomes. En parallèle, le manque 

d’activité phagocytaire, le signal VHS-1 co-localisé, et l’expression des transcrits du VHS-1 

observé chez ces microglies suggèrent que ces cellules « en transition » pourraient être 

infectées avec ce virus. Il serait intéressant de confirmer la présence de l’ADN viral dans le 

noyau de ces cellules, ce qui aiderait à confirmer notre hypothèse.  

Les zones hautement infectées du noyau postéro-ventral étaient également riches en cellules 

similaires aux monocytes/macrophages ayant une activité phagocytaire élevée. Malgré nos 

efforts d’identifier des gènes spécifiques à chaque population cellulaire, il n’existe toujours 

pas de marqueur spécifique permettant de distinguer les microglies des 

monocytes/macrophages infiltrants. Nous encourageons les prochains étudiants à identifier 

et à tester des différentes combinaisons potentielles de marqueurs en fonction de nos données 

transcriptomiques. Les expériences réalisées dans le cadre de ce projet pourraient être 

complétées en analysant la transcriptomique des microglies et des monocytes/macrophages 

isolés par cytométrie de flux à l’aide des différents fluorochromes exprimés par ces cellules 

dans un modèle murin chimérique.  

Cette thèse suggère également que les virus sont souvent capables de contourner plusieurs 

mécanismes exploités par les cellules immunitaires incluant les microglies. Notre recherche 

a confirmé l’importance de la présence des microglies pour le contrôle de l’EH. Cependant, 

une des propriétes microgliales, la phagocytose, semble aider le VHS-1 se faire internaliser, 

ce qui est nécessaire pour une éventuelle infection de ces cellules. D’après nos résultats, 

l’infection microgliale déclanche l’acquisition d’un phénotype pro-inflammatoire, qui 

contriburait au mauvais pronostic de l’EH. De facon générale, ces observations soulignent 
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que la réponse microgliale ne peut pas etre catégorisée comme « bénéfique » ou « néfaste » 

et que leur comportement dynamique nécessite une évaluation ponctuelle de ces cellules pour 

chaque différente pathologie.  

La réponse immunitaire cérébrale implique plusieurs acteurs immunologiques, qui n’ont pas 

été suffisamment abordés durant cette thèse. Il serait alors simpliste de conclure que la 

microglie est la seule cellule à étudier pour comprendre la réponse immunitaire innée lors de 

l’EH. Des futures recherches portant sur l’impact des microglies sur le fonctionnement des 

autres cellules immunitaires devraient être menées. Finalement, nous espérons que les 

résultats obtenus durant ce doctorat serviront à approfondir notre connaissance sur la réponse 

microgliale, ce qui permettrait un jour de mettre en place des stratégies thérapeutiques 

complémentaires aux antiviraux améliorant la qualité de la prise en charge des patients. 
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