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ABSTRACT: Varicella-Zoster Virus belongs to the o-Herpesvirus family. The morphological
characteristics of this group are a central core made of DNA and proteins, an icosahedral capsid, a
granular material called tegument and an envelope,

The aim of this work was 1o determine the conditions under which virus morphology appears best
preserved,

The preparation conditions have been optimized using a panel of fixing agents and dehydratants. We
have demonstrated that methanof, DMSO and ethanol / methanot allowed a better preservation of the
viral particles and could be determinant for the appearance of the core. Methanol appears as the best
because it permits the observation of mere complex internal VZV nucleoid organization.
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INTRODUCTION

La classification des Herpesviridae, définis par Andrewes (1964), a initialement €té réalisée sur base
de considérations morphologiques. C'est généralement le virus de I'Herpes Simplex (HSV) qui est
pris comme modele de cette famille.

Le virion est principalement constitué de 3 éléments architecturaux : un nucléotde, une capside et une
enveloppe.

Le nucléoide est une structure toroidale fongue de 75 nm et de forte densité électronique. DNA
bicaténaire linéaire et protéines en sont les constituanis majears.

Chaque nucléocapside est composée de 162 capsoméres hexagonaux et pentagonaux assemblés en
une structure icosaédrique d'approximativement 100 nm de diamétre. Un watériel granulaire de
nature protéique, appelé égument, est observé en périphérie. L'ensemble est entouré d'une

Présenté le 17 octobre 1991

313



enveloppe lipoprotéique acquise vraisemblablement tors du bourgeonnement du viron 2 la membrane
nucléaire interne des cellules hites. Cette enveloppe virale contient des projections glycoprotéiques
superficietles radiales de 8 nm. La particule virale intacte & un diamétre de 180 2200 nm.

Sur base de ces caractéristiques ultrastructurales, le virus de la varicelle et du zona fut classé dans
cette familte (Toumier et al., 1957).

Cependant, maigré l'importance de la maladie engendrée par ce dernier, notamment dans sa
manifestation secondaire, le zona, les recherches et observations sur ce virus sont restées peu
nombreuses et extrémement délicates & réaliser. En effet, alors qu'in vive, le virus est 1ibéré en
grande quantité dans les vésicules cutanées, in vitro, il ¢st malaisé i cultiver, ne se réplique que dans
un spectre d'hdtes trés restreint, reste associé aux cellules qu'il infecte et est particulidrement instable
en milien extraceilulaire (Yamanishi et al., 1980 ; Shiraki =t Takahashi, 1982). L'étude du VZV, de
son cycle infectieux, de sa structure et de sa composition est, ¢n cela, rendue trds difficile. Ainsi, par
exemple, Finfection de cultures cellulaires n'est généralement possible que par co-culture, impliquant
notamment de nombreux problémes de synchronisation de linfection et compliquant, par 1 méme,
I'étude des stades précoces du cycle du VZV.

Ces difficultés sont partiellement responsables du peu de connaissance dont nous disposons
concernant ce virus,

D'autre part et pour les raisons inverses, une riche documentation sur HSV est disponible depuis
longtemps. Ainsi, par exemple, Furlong et al.(1972) ont disseni sur l'arrangement du DNA de HSV
dans la capside,

Néanmoins, lorsque l'on considére 'ensemble des données, il apparait que la structure fine des virus
est un sujet assez peu exploité par les auteurs. Dans Ia perspective de combler ce manque
d'informations, nous avons choisi d'examiner en détail la morphologie du VZV et de déterminer les
conditions ot Fultrastructure du virus est observable avec le plus de démils. Nous discuterons
éaalement sa relation structurade avec HSV.

MATERIELS ET METHODES

TYPE CELLULAIRE ET VIRUS : La souche cellulaire est la lignée continue VERO ("African Green
Monkey strain ). Les cultures en monocouches croissent dans du milien 199 complété avec 10% de
sérum foetal de boeuf,

La souche du VZV utilisée a i€ isolée par aspiration stérile au niveau de sions vésiculaires d'un
patients. Elle montre le profil de restriction de la souche Ellen (Straus et al,, 1981),

Tous les produits nécesaires & Iz mise en culture provienrent des laboratoires GIBCO, Grand Island,
NY (USA).
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PROCEDURE D'INFECTION : Le virus est mis en culture par dépdt du prélévement sur une
monocouche cellulaire, Afin de réaliser le passage du virus, un inoculum de celtules infectées traitées
par la trypsine (0,1 M, pendant 5 min.) est mis en présence d'une culture de cellules saines également
traitées par la trypsine (principe de la co-culture). Les cellules infectées par le VZV sont fixdes 72 h
aprés Vinfection,

FIXATION ET PROCEDURES D’ENCHASSEMENT : La préparation du matériel pour la microscopie
électronique a &é réalisée comme suit : Les cultures infectées sont récupérées par grattage des boftes
de culture au moyen d'un racloir ou par traitement par la trypsine, Les cellules sont ensuite soumises
3 une centrifugation 2 faible vitesse (1.500 rpm) pendant 10 min. Le culot cellulaire, reduiten petits
fragments, est mis en présence des différents fixateurs cités ci-dessous. Aprésla fixation, les cellules
sont lavées 3x10 min dans un tampon cacodylate ((CH3z)pAs OpNa 3H70, 0,1M, pH 7.2) Y
température ambiante. Un traitement par le tétroxyde d'osmium (2% dans du tampon cacodylate) est
ensuite réalisé pendant 30 min & 20°C. Les ceflules sont ringées 3x10 min avec de l'ean distillée,
déshydratées dans des solutions de proportion croissante en alcools (20°C) puis finalement mises en
présence de deux bains successifs d'epoxy-propane pendant 10 min. La résine utilisée ¢st I'Epon 812
(Fluka Chemie AG, Buchs, Suisse). Les coupes ulirafines sont contrastées par l'acétate d'uranyle et
par le citrate de plomb et sont examinées dans un microscope €lectronique JEOL, 100 CX I

Afin d'améliorer I'analyse morphologique du VZV, nous avons choisi de faire varier les différens
procédés de préparation du matériel comme suit :

1. Trols agents fixateurs furent sélectionnés, & savoir le glutaraldéhyde (2,5%) utilisé pendant 30 min
A 20°C, une combinaison de formaldéhyde (4%) et de glutaraldéhyde {0,1%) pendant 30 min % 20°C
ou l'acroléine (10%) pendant 1 h 4 20°C.

2. Une post-fixation au tétroxyde d'osmium (2%) fut réalisée apreés chaque type de fixation,
3, Plusieurs types de déshydratants ont £1€ tesiés :

- Ethanol (70-95-100%)

- Méthanol (30-50-70-100%)

- Acétone (25-50-75-100%)

- Diméthylformamide (30-50-70-100%)
- DMSO (30-50-70-100%)

- Isopropanct {30-50-70-100%)

Nous utilisons également la combinaison de denx déshydratants : une déshydratation par I'éthanol
(30-70%) complétée par une déshydratation par le méthanol (70-100%) ou la séquence inverse.

4. L'époxy-propane a &ié également utilisé aprés chaque type de déshydratation afin d'éviter tout
prabléme de compatibilité entre résine et solvant.
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RESULTATS

Les procédés d'infection utilisés permettent d'obtenir une grande quantité de particules virales sous
forme de nucléocapsides intranucléaires ou de virions cytoplasmiques matures.

Pour déterminer la technique permettant l'obtention des images fes plus détaillées de la structure
virale, nous avons choisi de faire varier deux éléments: le fixateur et le déshydratant,

1.L'analyse systématique des différentes combinaisons de ces deux paramétres montre que c'est
Vaction de I'agent déshydratant qui est prépondérante.

* Apres application de la technique classique de cytologie ultrastructurale, comprenant une
déshydratation par I'éthanol, la particule virale, en milien extracellulaire, présente I'aspect suivant
(Fig, 1a)

Le nuciéoide a généralement 'apparence d’une masse trés dense et il est également possible de
Yobserver dans sa conformation si souvent déerite dans 1a littérature, le tore (Fig. 1b). Autour de lui
s'organise une capside  section plus ou moins hexagonale. Une zone de méme densité électronique
que Fespace externe fait suite 3 fa capside et contient des fibres de matériel. Le tégument a l'aspect
d'un matériel granulaire. Cet ensemble est entouré d'une enveloppe virale, ol les deux feuillets de la
bicouche lipidique membranaire, conservés grice i la postfixation & osmium, sont visibles. Celle-ci
est ornée d'un matériel fibreux, les glycoprotéines de surface.

 Aprés déshydratation, que ce soit par le méthanol, le diméthylformamide, le diméthylsulfoxide ou
"éthanol ¢ombiné au méthanol, seul l'aspect du nucléoide semble modifi€ par rapport A Ia
morphologic de référence. Celui-ci se présente alors sous forme d'un cylindre composé d'épais
filaments juxtaposés(Fig. 2).

Dans le cas du méthanol seul ou de 1'éthancl complété par le méthanol, nous observons des détails
particuliers (Fig. 3aetb):

Le nucléoide parait entouré d'une "cage" de matériel de méme densité électronique que le cylindre
central, bordant l'intérieur de la capside. Des striations de matériel reliant cette cage au corps central
peuvent étre visualisées. '
Assez curieusement, une déshydratation par l¢ méthanol complétée par une déshydratation par
Véthanol ne donne pas le méme résultat. Les nucléoprotéines présentent A nouveau fréquemment la
conformation en tore, la cage de matériel ainsi que les striations ont disparu {Fig, 4).

La Fig. 5 résume les observations réalisées au niveau du nucléoide aprés les différents waitements,
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Fig. 5: Effets des déshydratants sur I'organisation du DNA encapsidé du VZV

Glutaraldéhyde F/G Acroléine
Ethanol T T T
Méthanol C3Cyl CSCyl C S Cyl
Acétone F{ Fi FI
Diméthylformamide Cyl MA Cyl MA CMA Cyl
Diméthylsulfoxide CMACyl CMACyl CMAG
Isopropanol FI FI FI
Ethanol --> Méthanot CMACyl CMACyl CCGCyl
Méthanol --> Ethanol T FI T

T=Tore; C-cage; S=striations; Cyl.=cylindre; Fl=forme irrégulitre; MA=matériel amorphe

2. Un des principaux rdles de la fixation est de préserver la structure cellulaire dans la conformation
la plus proche du vivant. Les trois agents de fixation wilisés remplissent cette condition car la
morphologie générale des cellules infectées est bien conservée: les deux feuillets membranaires, les
citernes du REG, les saccules du Golgi, lenveloppe nucléaire s¢ distinguent parfaitement. Nous
avons montré le role prépondérant des déshydratants dans notre analyse, cependant nous remarguons
que, pour un déshydratant, l'isopropanol, la morphologie générale de la particule est améliorée
lorsque le fixateur est le glutaraldéhyde (Fig.6).

Rappelens-nous gue le VZV est un virus restant associé aux cellules qu'il infecte. Il est done
relativement rare d'observer des particules virales complétes dans le milien extracellulaire; celles-ci
présentent trds souvent une enveloppe incompiete.

Ti apparaft que les nucléocapsides non-enveloppées et les virions complets subissent des modifications
structurates identiques en réponse aux différents procédés utilisés.

Nous constatons également que, dans certains herpesvirions, le tore apparait suspendu 2 la capside
par de fins spicules d'aspect fibreux, dans d'autres , on pent observer un matériel trés fin d'aspect
granuigire. {L'opacité de ce matériel, sous le faisceau d'électrons varie d'ailleurs considérablement
d'un virion & un autre)
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DISCUSSION

Nos recherches ont été guidées par un souct d'obtention des meilteures données morphologiques pour
le VZV. Pour ce faire, trois fixateurs couplés A huit agents déshydratants ont été testés. Quel que soit
le fixateur ou le déshydratane utilisé, nous observons que la morphologie des particules est bien
préservée. Cependant une analyse plus approfondie des images obtenues nous indique des variations
dans l'organisation structurale du corps central du VZV,

Nous démontrons que l'agent déshydratant est le facteur critique principal déterminant la
configuration des nucléoprotéines encapsidées. Ces résultats nous ont amené i discuter plus
particulizrement cet aspect de nos observations.

En effet, lorsque nous analysons nos résultats, nous constatons que seule Ia technique classique de
microscopie électronique permet d'observer le nucléoide du VZV en forme de tore, structure décrite
maintes fois chez les Herpesviridae (Heine, 1974; Nazeyian, 1974; Furtong et al., 1972; Chai, 1971)
et désormais admise par les différents anteurs,

Par contre, Futilisation d'une gamme d'autres déshydratants nous permet d'observer des variations
dans cette conformation (Fig, I}.

A la vue de ce tablean, trois déshydratants nous paraissent intéressants. En effet, le méthanol, le
DMSQO et 'éthanol / méthanol nous permetient d'obtenir plus de déiails quant & Pulrastructure de la
nucléoprotéine.

Aprés déshydratation par ces agents, la configuration de la nucléoprotéine est, en effet, différente: une
organisation plus complexe apparaft: le corps central, constitué d‘épais filaments, apparait
cylindrique, des stries de matériel le relient } une "cage” externe de matérie! bordant Vintérieur de la
capside. Cependant, dans le cas du DMSO et de P"éthanol couplé au méthanol, les striations sont
moins fréquemment observées, Nous décidons done d'axer cette partie de la discussion sur le
méthanol car nous pensons qu'il est le meilleur agent déshydratant de la série testée. Nous ne devons
cependant pas écarter Ia possiblit€ que ces détails supplémentaires puissent &tre le résultat de
phénomnes artéfactuels bien que nore crittre de référence, en l'occurrence le support celiulaire
nécessaire A linfection soit bien conservé aprés les différents traitements. Le méthanol a d'ailleurs &té
considéré par Bahr et al. (1957) comme un déshydratant donnant de meitleurs résudtats que Péthanol,

Nous voyons donc deux principaux types d'organisation, I'un oll le nucléoide, en forme de tore, est
seul A l'intérieur de la capside et l'autre olt le corps central est en relation avec une "cage" de matériel
de méme densité €lectronique entourant ce dernier. Nos observations confirment ainsi celles réalisées
précédemment sur HSV. Nous pensons que ces deux types de configurations correspondraient &
deux états de compaction du nucléoide,

Cette hypothese a déja é1€ soulevée par I'équipe de Puvion-Dutieul (1983, 1987) qui a observé ce
méme type d'organisation complexe pour un autre membre des Herpesviridae, HSV. Dans une
premitre éiude, Puvion-Dutilleul et al. (1985) moniraient I'importance du milieu d'enchassement pour
ce phénomine, Ayant poursuivi leur élude, ils conclurent finalement & la prépondérance du
déshydratant (1987).
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Dans chaque cas, nous remarquons que le degré de condensation du nucléoide est beaucoup plus
intense aprés I'éthanol qu'aprés le méthanol, ce qui laisse penser, d'une part, que la fixation ne
permetirait pas d'immobiliser totalement et définitivement le matériel traité et, d'autre part, que les
propriétés des alcools interviendraient dans la compaction du corps central de la capside. Nous
pensons que le méthanol, plus petite molécule que 'éthanol, pénétrerait plus rapidement dans le
matériel cellulaire et figerait, ainsi, les différents constitnants du nucléoide dans leur conformation
originale. La déshydratation par I'éthanol induirait une compaction plus grande et peut-€tre méme
trop grande du nucléoide, masquant ainsi le véritable arrangement du DNA viral dans la capside.
Clest pourquoi nous pensons que le méthanol est le meilleur déshydratant car il révélerait mieux
T'organisation interne de la nucléoprotéine,

Puvion-Dutilleul et al. (1987) expliquent c¢ phénomene par 1a présence de spermine. Celle-ci a éié
décelée par Gibson et Roizman (1971) chez les Herpesvirus et interviendrait, selon Spear et Roizman
(1980), dans la condensation du DNA. Dés lors, ils pensent que la rétention de cette molécule dans le
matériel traité par I'éthanol provoquerait une plus grande compaction du DNA,

Dans le méme ordre d'idée, nous montrons que le phénomeéne de déshydratation est réversible car,
lorsque nous combinons deux déshydratants dans un méme traitement, c'est toujours le demier qui
détermine P'organisation finale du nucléoide.

Nous avons attiré l'attention, dans les résultats, sur le fail que I'ultrastructure générale du virus, dans
le cas d'une déshydratation par l'isopropanol, semblait améliorée lorsque Y'on utilise le glutaraldéhyde
comme fixatenr. Cela laisserait supposer que celui-ci intervient dans la restitution de la meitleure
morphotogie du virus.

La figure 3 nous montre les épais filaments du nucléotde. Ces derniers apparaissent, en coupe,
disposés parallélement les uns par rapport aux autres. De plus, L'on n'observe jamais de cylindre
présentant une lumidre centrale. La nucléoprotéine du VZV s'agencerait, selon nous, en un solénoide
plein,

Néanmoins, tant que nous ne disposons pas de plus d'informations concemant l'état moléculaire des
systémes subissant les techniques de préparation pour la microscopie électronique, il est presque
impossible de se prononcer définitivement quant A la structure du corps central. L'application de
méthodes comme la cryofixation pourrait fournir, peut-étre, des renseignements supplémentaires.

Nous conclurons done notre étude de la morphologie du VZV par les résultats intéressants obtenus en
utilisant le méthano! comme agent déshydratant, cette technique peut d'ailleurs s'appliquer A 'étude
de l'ensemble des Herpesviridae et sans doute étre généralisée 2 tous les virus 4 DNA enveloppés.
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Fig. 1a: Morphologie du Varicella-Zoster Virus aprés application de la technigue
classique de préparation du matériel en ultrastructure. (x 83 000).

Fig. tb: Observation du tore. {x 70 000).

Fig. 2: VZV aprés déshydratation par le diméthylsulfoxide. Fléche: filaments épais.
(x 83 000)

Fig. 3a: Effet dune déshydratation par le méthanol (x 133 000). La cage de matériel
est délimitée par deux pointes de fleches.
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Fig. 3b: Effet d'une déshydratation par I'éthanol conjugué aw méthanot (x 116 600).
La cage de matériel est délimitée par deux pointes de fleches.

Fig. 4: Gbservation d'une particule virale aprés déshydratation par méthanol/éthanot
(x 93 0C0).

Fig, 6: Varicella-Zoster Virus aprés déshydratation par l'isopropanol.

(a) fixation: Acroléine-Osminm.(x 100 000) (b} fixation:Glutaraldéhyde-Osmium.
(x 83 000)
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