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Les Herpesviridaeou herpesvirus sont trées nombreux et infecterdqure toutes les especes
animales ; il en existe ainsi plus de 100. Ce destvirus trés conserves et leur inclusion dans

cette famille est basée sur I'architecture du wijgoizman et Pellett, 2001).

A I'heure actuelle, huit herpesvirus humains ogtidentifiés et regroupés en 3 sous-familles
suivant leurs propriétés de croissanteitro, leurs sites de latendge vivo, la taille de leurs
génomes et leurs pourcentages de GC. Ainsi, les Wierpes simplex de types 1 et 2 (HSV-1
et HSV-2), de méme que le virus de la varicelleleizona (VZV) appartiennent a la sous-
famille a, alors que le cytomégalovirus humain (HCMV), lesgesvirus humains de types 6
et 7 (HHV-6 et HHV-7) sont deg-herpesvirinae Le virus d'Epstein et Barr (EBV) et
I'herpesvirus humain de type 8 (HHV-8) sont quargux classés dans la sous-famijie
(Braun et al., 1997). Les principales caracténsgdes herpésvirus humains sont regroupées

dans le Tableau |I.

Comme tous leBlerpesviridae I'herpésvirus humain de type 6 a la capacitéedéer dans un
état latent tout au long de la vie de I'héte indedte virus est ainsi présent, mais ne se
multiplie pas. Cette latence virale peut étre expée d’'épisodes de réactivation: il y a
alors reprise du cycle de réplication et productms particules infectieuses. Si cette
réactivation est classiqguement asymptomatique &mzndividus immunocompétents, elle
peut s’accompagner de divers symptdmes pouvantgétnees, voire mortels chez le sujet

immunodéprimé, particulierement chez les receveergreffes.

La mise en évidence de la réactivation d’HHV-6dmstic importante pour mettre en place le

traitement de ces pathologies, ou prévenir leuaappn.

Actuellement, les mécanismes par lesquels le étailit une infection latente, ou a l'inverse
ceux qui conduisent a sa réactivation, ne sontcpaaus. Cependant, il a précédemment été
suggéré que le role du facteur de transcriptionkBRourrait intervenir dans la réactivation
d’HHV-6 (Takemoto et al., 2001).

L’objectif de ce travail de thése était donc doubteettre au point des outils de détection de
la réactivation d’'HHV-6 et étudier le role du faatede transcription NkB dans la

stimulation de la réplication d’'HHV-6.
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Taille du génome (kpth adultes

% GC infectés Site de latence Maladies associées
S
£ HSV-1 152 67 ~70 Ganglions Herpés labial
>
E'g_ HSV-2 152 69 ~30 nerveux Herpes génital
5 .
ﬁ \4Y; 126 46 >80 sensitifs Varicelle, zona
Syndrome mononucléosique,

L HCMV 229 57 55 . . o
f= infection congénitale
S Lymphocytes,
Elg_ HHV-6A 160 43 o5 épithéliums des glandes Exantheme subit (B)
= >
EI’ HHV-6B 162 salivaires, tissu endotheélial, ? (A)
= monocytes/macrophages . _

HHV-7 145 39 >85 Exanthéme subit (?)
g I hoid I f I h d k h

Tissus lymphoide&nonucléose infectieuse, lymphome de Burkitt, icemme naso-pharyngé

S EBV 172 60  >95 SSHS YmP ymp pharyng
% épithélium pharyngeé
% Tissu prostatique, Sarcome de Kaposi,
< HHV-8 140 54 2-30C _ . . :
> cellules fusiformes maladies prolifératives rares

Tableau | : Caractéristiques des herpésvirus humains
HSV-1 et -2 : herpés simplex virus de types 1 eV2Y : virus de la varicelle et du zona, HCMV : ogtégalovirus humain, EBV : virus

d’Epstein Barr, HHV-6, -7 et -8 : herpésvirus hunsaile types 6, 7 et 8lyarie selon les régions)

=
©



Apres une revue de la littérature concernant I'svpus humain de type 6 et sa réactivation
chez les individus immunodéprimés apres transgiantad’organe solide et de moelle

osseuse, le travail de thése sera présenté. Gal gavdivisé en deux parties.

o3 Dans un premier temps, les outils de détection aleéhctivation
d’HHV-6 mis au point au cours de ces travaux deséhaine PCR

guantitative en temps réel et une RT-PCR, serorgldppés.

o3 Puis dans un deuxieme temps, I'étude du réle duedacde

transcription NF«B sera détaillée.
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Partie 1 : L'herpesvirus humain de type 6 (HHV-6)
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L’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) a pour lamprere fois été isolé en 1986 a partir du
sang périphérique de six patients présentant dewdrés lymphoprolifératifs, dont certains
étaient atteints du syndrome de I'immunodéficiemcguise (SIDA) (Salahuddin et al., 1986).
Le virus a tout d’abord été appelé "HBLV" (humanyBiphotropic virus) car il a été isolé de
cellules mononucléées du sang périphérique de npmtieavec des désordres
lymphoprolifératifs des cellules B. Des isolatsavix supplémentaires, dérivés de patients,
présentaient un tropisme pour les cellules T girles a été rebaptisé comme étant le sixieme
membre du groupe des herpéesvirus humain (Ablashl.e1993) en accord avec les régles
ICTV (International Committee on Taxonomy of Virg$ePar la suite il est apparu qu'HHV-
6 n'est pas lymphotrope pour les cellules B, maést plutdt retrouvé dans les lymphocytes T
(Lusso et al., 1988).

Il existe en fait deux types génétiquement dissindtHHV-6 : HHV-6A et HHV-6B qui
difféerent par leurs propriétés de croissamtevitro, leurs épidémiologies, leurs réactivités
avec des anticorps monoclonaux, leurs profils d&riotions enzymatiques, leurs séquences
nucléotidiques. Chaque type est représenté par pmirtypes : les souches GS et U1102
pour HHV-6A et Z29 et HST pour HHV-6B (Ablashi dt,d993).

HHV-6 est unp-herpésvirus proche de I'herpésvirus humain de ®felHV-7). Ensembile,
ils forment le genre Roseolovirus de la sous-familes/-herpesvirinae(Black et Pellet,
1999) et a un degré moindre du prototype Bid®rpesvirinae, le cytomégalovirus humain
(HCMV). Les séquences nucléotidiques completes &/HIA et HHV-6B ont récemment été
obtenues et bien qu’il y ait un fort degré d’hongin des régions significatives de variation

existent (Gompels et al., 1995 ; Dominguez etl@99 ; Isegawa et al., 1999).

L’herpésvirus humain de type 6 est un pathogéneaiuiiimportance clinique émergeante
(Hall, 1997 ; Levy, 1997). L'identification tresaénte d’'un homologue de 'HHV-6 chez les
chimpanzés pourrait étre un bon modele pour la céhgmsion des maladies associées a
HHV-6 (Lacoste et al., 2005). Ce virus, baptiséHP&B, présente de 94 a 96 % d’homologie
de séquence nucléotidique et de 95 a 97 % d’horeolbe séquence en acides aminés pour
les genes codant 'ADN polymérase (U38), le réaaptB-chimiokine (U12) et le

transactivateur viral (U42).
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1. Caractéristiques du virus

1.1. Virion

Comme tous les herpésvirus, le virion d’'HHV-6 estnposé de 4 éléments structuraux

présentés sur la Figure 1 (Roizman et Pellet, 2001)

©3 le core qui contient I'acide nucléique,
©3 la capside,

©3 le tégument

o3 et I'enveloppe.

Spicules
Enveloppe
Acide nucléique
Nucléocapside

Tégument

Figure 1 : Structure du virion des herpésvirus
a. Photographie en microscopie électronique
(http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/herpe$)htm
b. Représentation schématique

(http://Iwww.medecinapreventiva.com.ve/ariculos/iees)

Les virions enveloppés d’HHV-6 mesurent de 160 @r2@ de diamétre et les nucléocapsides
nues 90-110 nm. La capside d’'HHV-6 présente uneésyenicosaédrique et contient 162

capsomeres. Elle renferme le core qui a un diangatreviron 60 nm. Dans le cytoplasme, les
capsides sont entourées par un téegument de 2then4Dépaisseur. Le tégument correspond
donc a l'espace compris entre la capside et I'emp ; il présente une distribution

asymétrique et est constitué d'une couche fibredsephosphoprotéines et d’enzymes
nécessaires a l'initiation de la réplication. L'efoppe virale d’HHV-6 dérive quant a elle des
membranes cellulaires et est un double feuilleidijue contenant de trés nombreuses

spicules de glycoprotéines virales relativementtesu(Pellet et Black, 1996).
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1.2. Génome

Les génomes d’HHV-6A souche U1102, HHV-6B souch29 &t HST ont entierement été
séquencés (Gompels et al.,, 1995 ; Dominguez etl@@9 ; Isegawa et al., 1999) et sont
composeés d’'une molécule d’ADN bicaténaire linéaggpectivement de 159321 pb, 162114
pb et 161573 pbL’architecture génomique d’HHV-6 (comme celle d’HHY est unique
parmi les herpesvirus humains et ressemble a delldrus du poisson chat (channel catfish
virus). Elle inclut une région unique (U) de 14341 bordée par des répétitions terminales
directes (DR) de 8-9 kb (Figure 2).

Le réle des DR reste mal connu, mais elles semliepliquées dans la circularisation du
génome au cours de la réplication. En effet, lescDRportent des séquences pac-1 et pac-2,
sighaux de clivage-empaquetage de 'ADN. De plgsD& contiennent des réitérations de
’hexanucléotide GGGTTA, séquences similaires aglwméres humains (Gompels et al.,
1995). Il est possible que ces réitérations paeiti a la réplication du virus, a l'intégration
du génome viral au sein de la cellule hote, ainsaw maintien de la latence d’'HHV-6
(Gompels et al., 1995 ; Torelli et al., 1995 ; Cdébet al., 1999).

En plus des répétitions terminales, trois ensembiegeurs de réitérations existent. Ces
répétitions sont localisées a I'extrémité droitesggment U et sont désignées R1, R2 et R3
(Gompels et al, 1995). R1 est composée de rémésatjiui codent un domaine SR, R2 est une
répétition simple du dinucléotide TG et R3 est uvi@étition de 110 pb contenant des sites

Kpn en tandem.

La nomenclature générale pour le génome d’'HHV-6 selie de Gompels et al. (1995). Les
cadres ouverts de lecture (ORF) codant des rép®itilirectes sont précedés de DR et ceux
qui sont dans la région unique sont appelés Ul-UiL@artir de I'extrémité gauche de cette
séquence (Figure 2), quelques génes d'HHV-6 &t feactions sont présentés dans le tableau
Il. Les genes conservés au sein des herpésvirus aganisés en sept blocs dont
'arrangement est spécifique de la sous-familleni@els et al., 1995). Un bloc additionnel est
spécifiqgue aup3-herpésvirus. Les genes appartenant aux blocsrass g@nservés ont plus de
94 % d’identité en acides aminés entre HHV-6A etH6B. Les genes spécifiques au genre
Roseolovirus deg-herpesvirinagHHV-6 et HHV-7) sont U20-U24, U26, U85 et U100.
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DR_ et DRk: Répétition directe gauche et droite

Figure 2: L’'organisation génomique d’HHV-6

Geneg3 : Bloc des genes uniques g#kerpesvirinae
Les genes uniques a HHV-6A (U1102) sont DR4, DRB3PU1, U61, U78, U88, U92 et U93 ; ceux uniquédf/-6B (Z29) sont appelés Bl
a B9. La région RO n’est retrouvée que chez HHVBED).
Les genes utilisés lors de ce travail de these (U89/80, U81, U86, U94 et U95) sont égalementrégu

R1, R2, Répétitions internes, genes intervenant dansrtauldtion de la transcription

Blocs | a VII : Blocs des genes conservés comnawmdierpesviridae

kpb



Gene Homologue HCMV\Orientation Fonction

U3 uL24 - Transactivateur

ull uL32 - ppl100, protéine structurale antigénémiqu
Uiz UL33 + Récepteur de chimiokines

u16/17 UL36 - Transactivateur, locus IE-B

u27 uL44 - pp41l, facteur de processivité de I'ADN p
u38 uUL54 - ADN polymérase

U39 UL55 - Glycoprotéine gB

U4l UL57 - Protéine majeure de liaison a 'ADN
U43-74-77 UL70-102-105 -[+/+ Complex hélicase/primase

u48 UL75 - Glycoprotéine gH

uU51 UL78 + Récepteur de chimiokines

u65 uL94 +

u69 uL97 + Kinase du ganciclovir, phosphotransféras
u73 / + Protéine de liaison a l'origine

U79/80 UL112/113 + Protéien intervenant dans léication

usl UL114 - Uracil-ADN glycosylase

usg2 UL115 - Glycoprotéine gL

us3 / + Chimiokine virale

u86/87 UL122 - Transactivateur, protéine IE2, lotisA
U89 uUL123 - Transactivateur, protéine IE1, locusAlE
uo4 / -

u95 / + Homologue protéine IE2 du MCMV
U100 / - Glycoprotéine gQ, complex gp82-105

Tableau Il : Les principaux genes d'HHV-6 (D'apres Gompelsl.etl895 ; Dominguez et
al., 1999 ; Isegawa et al., 1999 ; Dockrell, 2003).
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Les comparaisons des génomes d’HHV-6A et HHV-6Bfioment que ces deux génomes
sont colinéaires avec une identité de séquencetatigique globale de 90 %. Les régions
présentant des variations significatives sont |& dd un segment de 24 kb s’étendant des
cadres ouverts de lecture (ORF) U86 a U100 ou 7Zidentité de séquence nucléotidique
sont retrouvés. Une exception est le gene U94,eme iomologue du gemep de 'AAV-2
(adeno-associated virus type 2), identique a 97 gntre les deux types d’HHV-6. La région
comprenant les ORF U2 a U85 est plus conservée @gedes 89 ORF de cette région
présentant plus de 92 % d’identité en acides an{lDéminguez et al., 1999). La divergence
dans les génes particuliers entre HHV-6A et HHV-&®BIt au long du génome, mais
spécialement a I'extrémité droite du segment U pestbablement importante pour définir les
différences biologiques entre les deux types.

1.3. Cycle réplicatif

Le cycle de multiplication d’'HHV-6 (Figure 3) serdéle en plusieurs étapes.

o3 Liaison aux récepteurs, fusion enveloppe virale —embrane

cytoplasmique :

HHV-6 entre dans la cellule par fusion de I'envplwirale avec la membrane cellulaire,
apres reconnaissance d’'un récepteur spécifiquEDKS (Santoro et al., 1999). Ce récepteur
CD46 est présent a la surface d'un grand nombtgpes cellulaires. Or HHV-6 n'infecte pas
tous les types cellulaires présentant CD46. lltexd®nc probablement un co-récepteur. Pour
'HHV-6A, le complexe formé par les glycoprotéinegirales gH-gL-gQ (codées
respectivement par les genes U48, U82 et U100)deetigand viral pour le CD46 humain
(Mori et al., 2003). La glycoprotéine gB (codée p&9) est, quant a elle, impliquée dans le
processus de fusion (Takeda et al., 1996).

©3 Décapsidation :

Apres liaison aux récepteurs et fusion de l'envedpirale a la membrane cellulaire, la
nucléocapside est transportée a travers le cytmglaprincipalement par association avec le
réseau de microtubules, vers les pores nucléaiteseul le génome viral est libéré dans le

nucléoplasme.
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Figure 3 : Le cycle réplicatif d’'HHV-6
(D’apres Pellet et Dominguez, 2001 ; De Bolle et2005).
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©38 Transcription, réplication de 'ADN :

Le virus utilise ensuite les machineries de trapson et de traduction cellulaires pour

produire trois classes de protéines virales : iBifiediate early”, trés précoces) qui sont pour
la plupart des transactivateurs, E (“early”, pr&)ajui sont principalement impliquées dans
le métabolisme et la réplication de I'ADN et L (&8, tardives) qui sont des composants

structuraux du virion.

La réplication de '’ADN requiert sept facteurs cedgar le virus. Apres circularisation du
génome, la protéine de liaison a l'origine (codée P73) se lie a l'origine de réplication
lytique (ori-lyt) et dénature une portion du génowieal circulaire. Cette ouverture est
maintenue par le complexe hélicase/primase (codéU#B, U74 et U77) qui fournit
également les amorces ARN pour la synthése dédaléen d’ADN. La protéine majeure se
liant a I'ADN (codée par U41) stabilise 'ADN singbrin dans la boucle de réplication. Puis
la synthese du second brin d’ADN est catalysed’ABN polymérase (codée par U38) qui
est guidée par le facteur de processivité (codéJ@d@). Alors que le brin néoformé grandit, la
structure circulaire de réplication est coupée doumer un intermédiaire de cercle roulant
(Figure 4).

o3 Encapsidation :

Les longs brins concatémeériques d’ADN néoformég slives par interaction de protéines de
clivage et d’empaquetage avec les signaux spéediglempaquetage "pac" aux extrémités

des génomes viraux. Puis les unités de génomesnoapsideées.
©3 Bourgeonnement :

Les nucléocapsides matures bourgeonnent hors daundgns le cytoplasme, vers le
tégusome ou elles acquiérent les protéines du tégurnes particules virales sont alors prises
en charge par des vésicules de transport et d&slacda surface de la cellule. Les virions
matures sont enfin libérées dans I'espace extrdaglt par exocytose ou par lyse des
cellules. Le temps total de l'infection a la libdpa de nouveaux virions, soit un cycle de

réplication, dure environ 72 h.
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u73
U4l
u43-ur4-ur7

u38+U27

Figure 4 : Le mécanisme du cercle roulant de la réplicat®iADN d’'HHV-6
a. La protéine de liaison a l'origine (U73) se $ieori-Lyt et débute le désenroulement de
'ADN qui est stabilisé par la protéine majeurelisat a I'ADN simple brin (U41). b. Le
complexe hélicase/primase (U43-U74-U77) est recetitta synthése de I'ADN est réalisée
par I'ADN polymérase (U38) liée au facteur de pssieté (U27). c. Aprés passage par un

intermédiaire de réplication, le cercle roulantfesiné.

In vitro, lorsque la lignée cellulaire humaine de lymphstda T HSB-2 est infectée par
'HHV-6 (type A), le virus est lié a plus de 50 %sicellules en culture dans les 15 minutes,
atteignant 100 % apres environ 30 min. Puis leomirest internalisé dans les 6 h. La
réplication de ’ADN est initiee apres environ 12eih ’/ADN s’accumule dans le noyau entre
J1 et J2. Les premiéres capsides non enveloppaesr@ovées dans le noyau de la cellule a
J3. Par la suite, des virus enveloppés naisserd Kespace péri-nucléaire ; des virus non
enveloppés apparaissent également dans le cytogaléele virus bourgeonne dans I'appareil
de Golgi pour y étre enveloppé. Entre J6 et J10irles est retrouvé en grande quantité dans
'espace extracellulaire et dans le surnageantuttare. Occasionnellement, des surnageants
deviennent infectieux pour des cellules HSB-2 saites 4 jours apres l'infection des cultures

originales par HHV-6. La propagation de linfectjacependant, dure de 6 a 8 jours, et le
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rendement viral aprés 8 jours de culture est dienvil® particules infectieuses par mL de

surnageant non concentré (Krueger et Ablashi, 2003)

1.4. Régulation de I'expression des genes

La transcription et I'expression des génes d’HHWe6mme celles des autres herpesvirus,
sont étroitement régulées et coordonnées au caursyde infectieux. Les genes sont
exprimés en cascade suivant une cinétique de d¢tasses (Braun et al., 1997), ainsi, sont

retrouves :
©3 Les géenes IE ou genag

Ces génes sont transcrits sans qu'il y ait syntbdeseovode protéine. lls sont détectés dans
les 3 heures post-infection (p.i.) et codent lestgines IE, qui sont essentiellement des

transactivateurs et qui contrblent I'expressionalgéses genes.
o3 Les genes E ou géng®

Ces genes codent les enzymes intervenant danstéoaotiéme et la réplication de I’ADN.
Leur expression est dépendante de celle des g&ndls Ipeuvent étres divisés en 2 sous-
classes : Eet B en fonction de leur expression. lls apparaissetiee8 et 8 h p.i. lls activent

la synthese de la derniére classe de genes.
©3 Les genes L ou géngs

Les produits de ces genes sont habituellement aestitiants du virion et sont impliqués
dans son assemblage. lls peuvent eux aussi épasgiséen deux sous-classes selon leur
indépendance (). ou dépendance £} par rapport a la synthése de I’ADN viral pourrleu

expression. lls sont détectés apres 8 h d’'infeatgansqu’a 72 h p.i.

La répartition des genes d’HHV-6 dans les clasBeg& let L a été étudiée par Mirandola et al.
(1998). Les auteurs ont utilisé la cycloheximid&XC inhibiteur de la synthése protéique) et
le phosphonoacétate (PAA, inhibiteur de la syntitBA®N). lIs ont pu mettre en évidence
des profils d’expression différents entre les typest B d’HHV-6 pour les genes U16-U17
(IE pour HHV-6B et E pour HHV-6A) et U91 (ARN argiss non épissé |IE chez HHV-6A, E
chez HHV-6B et ARN antisens épissé E chez HHV-6AEethez HHV-6B). Les transcrits

des geénes IE étaient détectés méme en présencé&Xel'€xpression des genes E était
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inhibés par la CEX, mais pas par le PAA, alors lgseproduits des genes L étaient inhibés
par le PAA.

2. Tropisme cellulaire

L’'HHV-6 est principalement considéré comme un viayant un tropisme pour les cellules T,
bien gu’en réalité il ait la capacité d’infectereugrande variété de types cellulaires. Ainsi
Vivo, le virus est retrouvé dans les lymphocytes T CBYE€DS8+, les celluleblatural Killer.
L’'HHV-6 peut infecter les monocytes/macrophages,dellules dendritiques, les fibroblastes,
les cellules épithéliales, les cellules endothédiales vaisseaux et les cellules précurseurs de
la moelle osseuse (Asada et al., 1999 ; Robert,et396 ; Simmons et al., 1992 ; Luppi et
al., 1999). Les deux types d’'HHV-6 infectent leB@sytes foetaux primaires humainsvitro

(He et al., 1996), mais HHV-6A semble avoir un éuapisme plus importanh vivo (Hall

et al., 1998). Les cellules T CD4+ activées semblancible préférentielle pour une

réplication complétén vivo (Takahashi et al., 1989).

In vitro, les cellules mononucléées humaines du cordonlizadlppermettent la croissance des
deux types a un niveau plus élevé que les lignédislaires établies. HHV-6 peut étre

différencié en types par sa capacité a infecteligeées particulieres continues de cellules T
(Abalshi et al., 1993) : HHV-6A croit plus facilentedans la lignée cellulaire T HSB-2, et

HHV-6B pousse plutét sur la lignée cellulaire T k8! Ainsi, la souche GS est cultivée sur
la lignée HSB-2 alors que la culture de la souchd402 se fait sur la lignée JJHAN. La

souche Z29 est quant a elle cultivée sur la ligriék-3 et la souche HST sur les cellules MT-
4 (Braun et al., 1997 ; Clark, 2000 ; Campadellifre et al., 1999). Les lignées cellulaires
d’origines neuronales ou fibroblastiques ont de®anx variables de permissivité (De Bolle
et al., 2005).

Le CD46 est un récepteur cellulaire pour HHV-6AH#V-6B (Santoro et al., 1999). Cette

glycoprotéine est exprimée a la surface de tows<ellules nucléées et intervient dans la
régulation du complément. Le fait qu’'HHV-6 utilifee CD46 ubiquiste comme récepteur de
surface est en accord avec son apparent largestneptellulaire. Mais un co-récepteur doit
probablement exister puisque certaines lignéesilagts T exprimant CD46 ne sont pas

permissives a la fusion de I'HHV-6 et a son en{&antoro et al., 1999).
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3. Effets sur la cellule

L’infection par HHV-6 a de profonds effets sur klale héte : elle induit la marginalisation
de la chromatine (Nii et al., 1990), I'arrét desimthese de I'ADN cellulaire (Di Luca et al.,
1990), et une stimulation de la synthése de preséitellulaires. Des étudé@s vitro ont
montré que I'HHV-6 a des propriétés immunomodutasi Le virus de type A inhibe
'expression de CD3 dans les cellules T infectéms,qui peut altérer la signalisation
transmembranaire médiée par I'immunité (Lusso .etl891). L’infection des PBMC semble
également supprimer les fonctions des cellulesnframant une diminution de la synthese
d’IL-2 et de la prolifération cellulaire (Flamand a&., 1995). L'HHV-6 stimule I'expression
de certaines cytokines. Aingn vitro I'infection des PBMC induit I'expression des cyiiodés
pro-inflammatoires : HHV-6A (mais pas HHV-6B) stifaua synthése d’'IFN-et d’IL-1[3,
HHV-6A et HHV-6B stimulent I'expression de TNir{Flamand et al., 1991 ; Santoro et al.,
1999). L’expression d’IL-10 et d’'IL-12 est stimuléans les monocytes/macrophages (Li et
al., 1997). L'infection des PBMC par HHV-6A condaitune augmentation de la cytotoxicité
des cellules NK, ce qui peut passer en partie parexpression accrue d’IL-15 (Flamand et
al., 1996). Le virus a également été rapporté conmmahgcteur de I'apoptose dans les cellules
T CD4+ (Dockrell, 2003). De plus, 'HHV-6 et pluaiiculierement le type A, a la capacité
de moduler la fluidité membranaire de la cellulel’aiduire I'expression de CD4 et d’autres
molécules de la membrane cellulaire dans les eslliifectées (Clark , 2000 ; Campadelli-
Fiume et al., 1999 ; Torrisi et al., 1999).

La protéine codée par le gene U83 spécifique d’Hj\dpres avoir été identifiee comme une
chimiokine fonctionnelle, est maintenant définiantne un agoniste de CCR2 hautement
sélectif et efficace (Luttichau et al., 2003). Leotgine U83 attire les cellules exprimant
CCR2 ou le virus peut établir une infection prodwetou latente, telles que les
monocytes/macrophages, facilitant ainsi la dissatron du virus. Les genes Ul2 et U51
codent, quant a eux, des récepteurs couplés auginge G similaires aux récepteurs des
chimiokines. La protéine Ul2 est un récepteur fonciel activé par leg-chimiokines
RANTES, MIP-Tu et -18 et MCP-1, mais pas pawokFchimiokine IL-8 (Isegawa et al., 1998 ;
Kondo et al., 2002a). La protéine U51 se lie spgu@ment a RANTES (Milne et al., 2000).
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4. Epidémiologie, Transmission

La séropositivité dans la population adulte estres# étre supérieure a 95 % pour I'un et/ou
l'autre des types dans les pays développés, tes titanticorps montrant une diminution avec
'age avancé (Baillargeon et al., 2000). HHV-6 egiandu dans le monde entier, avec des
différences géographiques dans la prévalence d’'lH¥driant de 70 a 100 % (Bhattarakosol
et al., 2001 ; Ranger et al,. 1991 ; Wu et al.,7}9B n’est actuellement pas possible de savoir
si la répartition est différente pour HHV-6A et HFBB car il n'existe pas de test sérologique
discriminant entre ces deux types. HHV-6B est g#@leérent acquis entre 6 et 15 mois
(Enders et al., 1990 ; Okuno et al., 1989), et daigadle d’incubation est d’'une a deux
semaines. La primo-infection a HHV-6 représenté/@de tous les cas de maladies fébriles
chez les enfants entre 6 et 12 mois (Hall et &94). Cette symptomatologie est presque
exclusivement causée par HHV-6B, et non HHV-6A (et et al., 1993 JCM). Il n'est
actuellement pas connu a quel age la séroconveasidype A, qui est fréquemment retrouve
chez les adultes, a lieu, mais il est possibleligugat lieu aprés I'acquisition du type B et sans
manifestations cliniques. Il est intéressant demgtie plusieurs études rapportent I'isolement
de plus d’'une souche d’HHV-6 (des deux types) abiesi chez des adultes que des enfants
(Cone et al., 1996 ; Yoshikawa et al., 1992 JMDYiquant que la réinfection par HHV-6

peut avoir lieu.

La détection fréquente de 'ADN d’HHV-6 dans laigalet les glandes salivaires (Collot et
al., 2002 ; Di Luca et al., 1995 ; Zhao et al., I98uggére gue les glandes salivaires sont un
site potentiel pour la persistance d’'HHV-6. La #aliest le principal véhicule pour la
transmission du virus, soit de la mere a I'enfapit entre enfants (Mukai et al., 1994 ; van
Loon et al., 1995). Tous les isolats d’HHV-6 a pate la salive sont de type B. La détection
de 'ADN d’'HHV-6 dans les échantillons de sang d&don de nouveaux-nés sains en
'absence d'immunoglobulines M sériques (IgM) ehslales foetus apres une fausse couche
suggere la possibilité d’'une transmission intratog (Adams et al.,, 1998 ; Aubin et al.,
1992). Bien que des séquences d’ADN d’HHV-6B sotemtivées dans le tractus génital de
20 % des femmes enceintes, une transmission p@ersgmble peu probable (Maeda et al.,
1997). La dissémination oro-fécale, une voie comende transmission chez les jeunes
enfants, n'a pas été documentée pour I'HHV-6, lojea les selles aient été trouvées positives
pour 'ADN d’HHV-6 (Suga et al., 1998). Ainsi, laipcipale voie de transmission d’'HHV-6

(au moins pour le type B) est par la salive.
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5. Manifestations cliniques

5.1. Primo-infection

La primo-infection a HHV-6 type B cause une malafdierile aigué, 'exanthéme subit (ES
ou roséole infantile ou®dnaladie), qui affecte le plus souvent les enfagiss de 6 mois a 1
an (Asano et al., 1994). La fievre est élewEd( °C) et dure environ 3 jours (parfois jusqu’a
7 jours), aprées quoi elle chute brutalement. Cestpatients développent alors un rash cutané
bénin, principalement sur le tronc, le cou et leage. L'association entre I'ES et la primo-
infection & HHV-6 de type B a été decouverte pam#aishi et al. (1988) par séroconversion
et isolement du virus. Depuis, 'HHV-6B a été comié étre I'agent responsable de I'ES chez
les jeunes enfants (Dewhurst et al., 1993 ; Hallakt 1994 ; Portolani et al., 1993;

Pruksananonda et al., 1992).

Les complications les plus courantes sont des<fiariles, des convulsions, des malaises,
des otites, des symptdmes gastro-intestinaux dradtus respiratoire, des méningites (Asano
et al., 1994 ; Barone et al., 1995 ; Hall et 894 ; Kondo et al., 1993 ; Ward et Gray, 1994 ;
Torre et al., 2005). Des complications plus sévdresysteme nerveux central (SNC), telles
gue des meéningo-encéphalites et des encéphalapaghistent mais sont rares (Kato et al.,
2003 ; Yoshikawa et Asano, 2000 ; Birnbaum et2005). L'ADN d’HHV-6 a été détecté
dans les liquides céphalo-rachidiens (LCR) d’erdfaawtec des convulsions durant la primo-
infection ou la réactivation. La plupart des infens a HHV-6 sont non symtomatiques ou
caractérisées par une forte fievre, ont un déroegniénin et guérissent spontanément.
Néanmoins, il a été rapporté des cas d’hépatitémirfantes, des dysfonctionnements
hépatiques, des thrombocytopénies et des syndrdihémophagocytose (De Bolle et al.,
2005).

Etant donnée la forte séroprévalence dans la pmulda primo-infection chez les adultes
est tres rare et les manifestations cliniques soat documentées. Elles se manifestent
généralement par un syndrome mononucléosique (Akash, 1993 ; Goedhard et al., 1995 ;
Sumiyoshi et al., 1995) et dans quelques cas, sseeiplus grave, telle une hépatite
fulminante (Sobue et al., 1991), a été rapport@z cles individus immunocompétents. Chez
les patients immunodéprimés, les conséquences gitino-infection peuvent étre fatales

(Lau et al., 1998 ; Rossi et al., 2001) : elle®seévoquées ultérieurement.
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5.2. Pathologies associees a la latence et/ou la réaation
d’'HHV-6

5.2.1. HHV-6 et maladies du systéeme nerveux central

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie diémsgéite dans laquelle 'HHV-6 est

supposé jouer un réle. En effet HHV-6 a été troinvéitu dans les oligodendrocytes des
plagues de démyélinisation (Challoner et al., 1999r la suite, des niveaux élevés de
récepteur CD46 soluble dans le sérum et le liqe@&ehalo-rachidien ont été corrélés a la
présence d’ADN d’HHV-6 dans le sérum de patientsiratis de SEP (Soldan et al, 2001). Ces
niveaux accrus de CD46 avaient précédemment étdtsdélans plusieurs désordres auto-

immuns, dont la SEP.

Il existe des cas d’adultes immunocompétents ouunodéprimés présentant une maladie
aigué du systeme nerveux central due a une infeetttive a HHV-6 (Beovic et al., 2001 ;
Mackenzie et al., 1995 ; Novoa et al., 1997 ; Degteal., 2004). Le rble de co-facteur pour
HHV-6 dans la leucoencéphalite multifocale progressmaladie causée par le virus JC, a
par ailleurs été proposé (Daibata et al., 2001).

5.2.2. HHV-6 et oncogenese

Puisque I'HHV-6 a été, a lorigine, isolé chez dpatients présentant des désordres
lymphoprolifératifs (Salahuddin et al., 1986), sdile possible dans lI'oncogenese a été
recherché. En effet, certains génes d’HHV-6 codkas protéines transactivatrices, dont la

pDR7 qui a été montrée pour avoir des propriétésamhsformation (Kashanchi et al., 1997).

Quelgues études ont recherché I'expression d’'ard@gyeu la présence d’ADN d’HHV-6 dans
les lésions des tissus lymphoides de plusieursrdi€solymphoprolifératifs (Luppi et al.,
1998 ; Valente et al., 1996). L'ADN d’HHV-6 a ététdcté dans les adénopathies de patients
atteints de lymphomes non hodgkiniens (NHL) (Jaetal., 1988), mais aussi de maladie de
Hodgkin (HD) (Torelli et al., 1991). Un précéderdavail conduit au laboratoire a montré que
le nombre moyen de copies d’'HHV-6 était plus éleliéz les patients atteints de HD que
chez les patients NHL, suggérant un possible rdiHW-6 dans la maladie de Hodgkin
(Collot et al. 2002).
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HHV-6 pourrait également participer a la maladieRtsai-Dorfman (une lymphadénopathie
rare, bénigne, touchant les enfants), a la malgiphoproliferative chronique des cellules T
S100-positives (un désordre hématologigue agressd), au carcinome cervical ou au

carcinome oral (De Bolle et al., 2005).

5.2.3.HHV-6 et SIDA

L'HHV-6 réactive chez les individus séropositifs upole virus de I'immunodéficience

humaine (VIH), mais les symptdmes cliniques spgads associés a la réactivation sont
rares. Les cas de rétinites, de pneumopathiesesicéphalites sont les plus couramment
décrits. Dans des cas de lymphomes associés au, &pfésence d’HHV-6 a également été
rapportée (Fillet et al., 1995). Mais a I'exceptainne transmission verticale du VIH, aucune
preuve d’effets indirects de I'HHV-6 sur la progies du SIDA n’a été rapportée (Dockrell,
2003). A I'heure actuelle on ignore si HHV-6 agitmplement en tant que pathogene

opportuniste ou acceélére la progression de la neatalI1H.

5.2.4 HHV-6 et greffes

Les pathologies associées a la réactivation d’'HH®h6z les individus immunodéprimés

apres transplantation seront abordées dans lagteaxpartie.
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6. Latence

De méme que les autres herpésvirus, I'HHV-6 resdegnt chez I'h6te infecté tout au long de
sa vie. Cette persistance inclue un état latentvgrtu étre entrecoupé d'épisodes de
réactivation et une réplication chronique avec umeduction continue plus ou moins
importante de particules infectieuses, notamments d@s glandes salivaires. Au plan
cellulaire, la latence peut étre définie comme unfiection au cours de laquelle le génome
viral est présent sous forme épisomale non réplicatt a partir de laquelle il peut se
réactiver. Au niveau de I'h6te infecté, la latereut étre définie comme une phase
cliniguement muette, pouvant aboutir a une réatitimadu virus, c'est-a-dire a la reprise d'un

cycle lytique. Cette réactivation d'HHV-6 peut alétre symptomatique ou non.

Au cours de la latence, l'intégrité de la cellufitehest préservée et les antigenes viraux
caractéristiques d'une infection productive ne g@s exprimés, HHV-6 est ainsi a I'abri du
systeme immunitaire de I'hote infecté. Seuls quedduanscrits associés a la latence d'HHV-

6, transcrit du gene U94 et les transcrits ass@ciadatence, peuvent étre détectés.

Le site actuel de latence n’a pas encore été aabihaniére concluante, mais HHV-6 peut
étre détecté dans le sang périphérique de pasainis par PCR nichée, reflétant des charges
virales faibles (Clark et al., 1996) et probablemén virus latent. Les candidats pour une
infection latente sont les monocytes et les cdlglecurseurs précoces de la moelle osseuse
(Kondo et al.,, 1991 ; Luppi et al., 1999). Réceminéna été montré que les cellules
précurseurs hématopoiétiques CD34+ portaient ies\arl'état latent et que I'HHV-6 pouvait
réactiver lors de la différenciation de ces ceiybeogénitrices (Andre-Garnier et al., 2004).
Une lignée cellulaire dans laquelle HHV-6 sembletaient a précédemment été établie
(Bandobashi et al., 1997).

6.1. Le géne U94

Les mécanismes par lesquels le virus établit ufextion latente ne sont pas connus ; mais
U94 semble jouer un rdle. U94 est en gene IE (Miotaet al., 1998) exprimé a faible niveau
pendant l'infection lytique (Rapp et al., 2000),isn@st un transcrit majeur pendant la latence
(Rotola et al., 1998). Le gene U94, homologue duegep de I'’Adeno-associated virus de
type 2 (AAV-2) (Thomson et al., 1991) est uniquilldV-6, il n'a pas d’analogue chez les

autres herpesvirus humains. La protéine U94, |oefiguest exprimée de facon stable, est
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capable d’établir et/ou de maintenir l'infectioridlate des PBMC (Rotola et al., 1998). Elle
posséde des propriétés transactivatrices par fiasofacteur de transcription, la protéine de
liaison a la boite TATA humaine (Mori et al., 20@)a la capacité de se lier a ’TADN simple
brin (Dhepakson et al., 2002). La protéine U94 @autir une fonction dans la régulation de
la latence soit en se liant a une séquence spéeitig '’ADN (comme le fait la protéine Rep

de I'AAV-2), soit c’est un répresseur des géneawirlE (comme les transcrits LAT associés
a la latence d’'HSV-1) (Rotola et al., 1998).

6.2. Transcrits associés a la latence

En étudiant la latence d’HHV-6, Kondo et al. (20P2ht identifié les transcrits associés a la
latence de 'HHV-6B (H6LTS) a partir des ARN messiagde la région IE-A. Les H6LTs
contiennent des ORF communs aux transcrits IE{E-@ de la phase productive, mais ont
des structures différentes. Les sites d'initiattenla transcription durant I'infection latente
(LSS1 et LLS2) sont difféerents du site d’initiatiale la transcription durant l'infection
productive (PSS), de méme les structures des exé®i® et 3’ des transcrits productifs et
latents sont différentes (Figure 5). Les transdessplus abondants sont le type | dérivé du
H6LTs de IE2 et le type Il dérivé du H6LTs de IBEk petits ORF localisés dans la région 5’
des H6LTs (ORF99, ORF142 et ORF145) ont égalemé&dtidentifies. lls pourraient
supprimer la réplication d’'HHV-6 au niveau de laduction des protéines IE durant la
latence, comme observé pour le HCMV (Kondo et Mskiatl 995). L'expression des H6LTs
est abondante juste avant le déclenchement deatdivtion virale, aussi bien chez des
patients apres le début d’'une thérapie immunosspw® quin vitro apres stimulation par le
TPA (tetradecanoyl phorbol acetate) de culturesciges de maniéere latente (Kondo et al.,
2003). Ces transcrits pourraient alors étre la cgoute protéines IE1/IE2 qui en retour

stimulent la réactivation de maniere efficace.

6.3. Intégration chromosomique

L’intégration dans les chromosomes de la cellulee hbien qu’excessivement rare, est un
phénomene associé a la latence d’'HHV-6. Ce phénemété rapporté pour la premiere fois
par Torreli et al. (1995) chez des patients attedlet lymphomes ou de SEP. L'intégration a
éte localisée aux chromosomes 17q13.3 (Morris.etl@09), 22g13 et 1q44 (Daibata et al.,
1999). Ces deux derniéres positions d’intégratiom permis de mettre en évidence la

transmission de 'HHV-6 sous forme intégré : unpmeuprésentant le virus intégré en 1944
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pour le pere et en 22q13 pour la mére a eu urepiditant le génome viral sous forme intégré

aux mémes sites chromosomiques que ses parenta{®at al., 1999).
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Figure 5 : Organisation des transcrits associés a la latd'htteV-6
R1, R2, R3 : régions répétées internes ; IEL1 :stidintrés précoce 1 dérivant de U90 et
U86/87 ; IE2 : transcrit trés précoce 2 dérivantU4#0 et U89 ; LSS1 et LSS2 : sites
d’initiation de la transcription durant l'infectiotatente ; PSS : site d'initiation de la

transcription durant l'infection productive ; OREadre ouvert de lecture.

Actuellement, les mécanismes moléculaires commadndianiégration chromosomique
d’HHV-6 sont inconnus. Mais les séquences (GGGTSkuées aux extrémités du génome
viral et les séquences télomériques humaines pentnecombiner. De plus, la protéine Rep
de 'AAV-2 joue un rble dans l'intégration de 'AAY en ciblant des séquences spécifiques
d’ADN. Son homologue chez HHV-6, la protéine pU84dij présente les mémes propriétés,

pourrait peut-étre agir de la méme maniere (CI20K0).
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7. Diagnostic des infections a HHV-6

Au laboratoire, les outils couramment utilisés pdiagnostiquer une infection a HHV-6 sont
des méthodes directes (isolement du virus, déteatiantigenes, techniqgues de PCR) ou

indirectes (études sérologiques).

7.1. Diagnostic direct

7.1.1.Isolement du virus par culture

La méthode d’isolement du virus a partir du samippérique a été décrite par Yamanishi et
al. (1988). Elle consiste en la co-culture desguéinents et de lymphoblastes maintenus en
présence d’interleukine 2 (IL-2). Ces lymphoblagtesvent étre isolés du sang de cordon ou
du sang périphérique ; dans ce dernier cas uneatioti soit par la phytohémagglutinine
(PHA) soit par I'anticorps anti-CD3 est nécessdiftant donné qu'il est présent en grande
quantité au cours de la primo-infection, I'HHV-6pliéatif est ainsi facilement isolé des
PBMC ou de la salive au cours de la phase aigliéxitheme subit (ES).

Un effet cytopathogene (ECP) spécifique est obsdawis les 5 a 21 jours suivant la mise en
culture. In vitro, 'HHV-6 est un virus cytopathique. Les cellule¥ectées montrent des
cellules ballonisées géantes, formant des syn@yéieb fois plus gros que les cellules saines
(Figure 6) (Salahuddin, 1986 ;Taniguchi, 2000). €@&fant, méme si les changements
morphologiques sont assez prononcés et qu’ils pewtegérer un fort degré d’infection, le
rendement en particules infectieuses est génératguhes faible qu’espéré.

® ».'—3“-_. Pl . < & i L
Figure 6 : L'effet cytopathogéne d’HHV-6
a. cellules lymphoblastiques saines ; b. celluiésciées par HHV-6 (x 200).
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En I'absence d’ECP visible, la confirmation d’'udplication d’HHV-6 peut étre apportée par
la détection d’antigenes ou du génome viral. Des,phiHV-6A et HHV-6B ayant le méme

ECP, le typage du virus doit étre réalisé a I'althnticorps monoclonaux spécifiques ou par
des techniques de biologie moléculaire. La techmidiisolement viral par culture est donc

laborieuse, longue, délicate et peu sensible eérgkén

7.1.2.Détection d’antigenes

Les antigénes d’HHV-6 peuvent étres détectés paraméicorps monoclonaux spécifiques
commercialisés. Ces anticorps sont ensuite eux-mémie en évidence a l'aide d'un

conjugué marqueé, souvent un anticorps anti-lgG a@is couplé a lisothiocyanate de

fluorescéine ou a la péroxydase. Certains de ctsogrs réagissent avec des protéines
d’'HHV-6A et d’'HHV-6B (Okuno et al., 1992), alors gul’autres sont spécifiques d’HHV-6A

ou B et permettent donc de typer le virus (Foa-Toine al., 1995). En plus de leurs

utilisations dans les techniques dimmunofluoreseenIFA), par exemple pour la

confirmation de culture, certains de ces anticep# adaptés a 'immunohistochimie pour la
détection de protéines virales dans les tissustéinachlager et al., 1998). Une détection
d'antigénes d'HHV-6 est la preuve d'une infectictive.

Une technique d’antigénémie semblable a cellesaglipour le HCMV a récemment été mise
au point (Lautenschlager et al., 2000). Elle peraenise en évidence d’HHV-6 directement
a partir des prélevements sanguins. Cette méthaiesiste a séparer les cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC) par ¢egation sur gradient de Ficoll-
Hypaque, a les récupérer et a les déposer sur fsaneytocentrifugation par exemple. Apres
fixation, deux anticorps monoclonaux anti-HHV-6 tartilisés en paralléle : I'un dirigé
contre une protéine précoce d’'HHV-6A et d’HHV-6Bautre contre la protéine p101
spécifique d’'HHV-6B. La réaction est enfin révélée l'aide de conjugués comme

précédemment décrit.

7.1.3.Détection d’acides nucléiques

Le diagnostic d'une multiplication d’'HHV-6 se fassentiellement par des méthodes basées
sur la PCR. Ces techniques peuvent se faire stirtypa de prélévement, notamment des
prélevements obtenus de maniére non-invasive. Himst rapides et sensibles, tout

particulierement chez les populations immunodépesné
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Puisque l'infection latente par HHV-6 est tres comma@ dans la population, I'utilisation de la
PCR qualitative pour détecter ’TADN d’'HHV-6 dans leellules sanguines ou les tissus n'a
gu’une faible valeur pour diagnostiquer la réadtorad’HHV-6. Par contre, la détection du
génome viral dans les prélévements acellulairesiifgéplasma, LCR) est un marqueur d’'une
infection productive. Cette détection est pourtanitée par la sensibilité de la PCR. Afin
d’augmenter cette sensibilité, une amplificationvisud’'une hybridation peut étre utilisée
(Cone et al., 1993a et 1994).

Une infection active d’'HHV-6 peut également étreseneén évidence par la détermination de
la charge virale. Dans un premier temps, cette igi@@nméthode a été évaluée par des
techniques de PCR quantitative compétitive utilisdes standards internes ou des quantités
connues de virus clonés (Seccherio et al, 199%rkGst al.,, 1996 ; Emery et al., 1999 ;
Griffiths et al, 1999 ; Fujwara et al., 2000). Mamss techniques étant laborieuses, elles ont,
dans un deuxiéme temps, été remplacées par la B@Ritqtive en temps réel qui combine
une amplification a une quantification par ordinatd_es chimies mises en ceuvre pour la
guantification d’'HHV-6 sont les sondes TagMan et $®ndes d’hybridation (Tableau III).
Ces techniques sont applicables a une grande &aleéatatériel biologique et représentent un

moyen sensible de détecter et de quantifier ’TADNHV-6, mais aussi de typer 'HHV-6.

Chimie Géne
Prélevements

Références utilisée guantifié  biolgiques Typage
Locatelli et al., 2000 TagMan ue67 Plasma N
Aritaki et al., 2001 Hybridation U1l Sang N
Nitsche et al., 2001 TagMan IE1 Plasma, PBL O
Gautheret-Dejean et al., 2002 TagMan U65-U66  Sa@G& N
Collot et al., 2002 TagMan uz22 Salive, biopsie N
Sashihara et al., 2002 TagMan IE1 Plasma, PBMC O
Safronetz et al., 2003a Hybridation U38 PBMC 0]
Reddy et al., 2005 TagMan u38 plasma @)
Tableau |IIl: Différentes techniques de quantification d’HHV-Gtilisées sur les

prélevements biologiques. PBL : leucocytes du sa@giphérique; PBMC : cellules

mononucléées du sang périphérique ; LCR : liquétialo-rachidien. N : non : O : oui.
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Enfin, la discrimination entre un état latent etaiat réplicatif d’'HHV-6 peut étre faite par la
détection des ARNm viraux (Norton et al., 1999 n\den Bosh et al., 2001 ; Chuh et al.,
2002 ; Chapenko et al., 2003). Ainsi, une RT-PCRelippée par Yoshikawa et al. (2003)
permet la détection de 4 transcrits : U31 et UBnfcrits tardifs) sont retrouvés au cours de
la phase fébrile de 'ES chez 90-100 % des patiengss pas pendant la phase de
convalescence, U90 et U94 (transcrits treés précdeakernier étant associé a la latence) sont
détectés pendant la convalescence de respectivelbeet 10 % des patients. Quant a la
technique mise au point sur le géne U100 (Andrei@aret al., 2003), elle détecte les

transcrits provenant de I'épissage alternatif fapfeuve de la multiplication du virus.

Récemment, Alvarez-Lafuente et al. (2004) ont coba détection des ARNm a une PCR
guantitative en temps réel permettant la détectemARNmM des génes tres précoces U16/17,

U89/90 et U94 sur sérum et sang.

Les avantages et les inconvénients de ces difesangthodes de diagnostic des infections
actives a HHV-6 par détection d'acides nucléiqeesrg discutés dans la premiére partie du

travail expérimental de ce mémoire.

7.2. Diagnostic indirect ou sérologie

La détection des anticorps, immunoglobulines djisetG (IgG) et/ou d’isotype M (IgM),
anti-HHV-6 emploie le plus souvent I'lFA indirect&rueger et al.,, 1991 ; Briggs et al.,
1988). Les cellules infectées par I'HHV-6, fixéegr gles lames, sont utilisées comme
antigénes. Mais cette technique est subjectivend@eabreux autres essais existent, comme la
recherche d’anticorps neutralisants (Asano etl889), 'ELISA (Parker et al., 1993 ; Nigro
et al., 1995) et I'immunoblot (Lacroix et al., 200(0Malheureusement, aucune de ces
techniques ne distingue une réponse anticorpsHtii-6A d’'une réponse anti-HHV-6B. De
plus, étant donnée la forte séroprévalence d’HHYéS titres en anticorps n’ont qu'un faible
intérét diagnostic ou ne sont utiles que pour netter des IgG anti-HHV-6 dans les cas de
séroconversion (Ueda et al., 1989). En effet, kead®dn d’IgM, généralement signe d’'une
primo-infection ou d’une réactivation, n’est pasctEment un bon indicateur dans le cas
d’HHV-6 : de nombreux enfants ayant une cultureitp@aspour HHV-6 ne développent pas
de réponse IgM détectable et environ 5 % des als#tms présentent des IgM anti-HHV-6 a

n'importe quel moment (Suga et al., 1992).
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8. Traitements anti-HHV-6

Chez les individus immunodéprimeés, la réactivatilen’HHV-6 latent peut entrainer des
complications menacant la vie du patient. Le tra@net est donc nécessaire. Les produits
utilisés sont les mémes que ceux employés pouaiternent d’'une infection a HCMV et sont
constitués d’analogues nucléosidiques (Ganciclogir Valganciclovir, Acyclovir et
Valaciclovir), d’'un analogue nucléotidique (Cidoigvet d’'un analogue de pyrophosphate

(Foscarnet).

8.1. Analogues nucléosidiques

L’Acyclovir (ACV) et le Ganciclovir (GCV) sont desnalogues de la désoxyguanosine
(Figure 7) qui doivent étre sous forme triphospheypour étre actifs. Dans le cas de I'HHV-
6, le premier groupement phosphate, qui conveditalogue de nucléosides en son dérivé
monophosphate, est ajouté par une phosphotrarsféoal®e par le géne U69. L'expression
de cette protéine permet la phosphorylation du G&Nsari et al., 1999). Le rble de la
protéine pU69 dans le cycle réplicatif du virus estonnu, mais son homologue chez le
HCMV, la protéine pUL97, joue un role essentiel gldm réplication du HCMV (Prichard et
al., 1999). La conversion en ACV ou GCV di- et liggphate est par contre catalysée par les
kinases cellulaires (Figure 8). Sous leurs formets/@s triphosphates, I'ACV et le GCV
entrent en compétition avec la dGTP en tant qustgttpour ’'ADN polymérase virale. Suite
a son insertion dans I’ADN en cours de réplicatiarsynthese de I’ADN prend fin. En effet,
I'ACV et le GCV ne possedent pas de groupementy@rdixyle nécessaire a la formation de
la liaison phosphodiester et sont donc des tereumatde chaine. De plus, I'incorporation de
'ACV ou du GCV dans I'ADN est irréversible : il ngeut étre excisé par l'activité 3'-5'-
exonucléase de 'ADN polymérase virale. Mais uromenient pour 'ACV et le GCV réside
en leurs faibles disponibilités biologiques par evoorale, rendant |'administration
intraveineuse nécessaire. Le Valacyclovir (Val-AQt)le Valganciclovir (Val-GCV) sont
des pro-drogues orales. Le Val-ACV et le Val-GC\tstes L-valyl ester de 'ACV et du
GCV, respectivement. Suite a leur ingestion, ilstgapidement convertis en ACV et GCV

par une hydrolysase dans le tractus gastro-intdstrdans le foie (Soul-Lawton et al., 1995).

L’activité in vitro du GCV contre HHV-6 est trés supérieure a cellelA€V et du
penciclovir (Agut et al., 1991 ; Burns et al., 199@anichanh et al., 2000 ; Yoshida et al.,

1998). En raison de leurs faibles activites TACMeVal-ACV ne sont donc utilisés ni dans
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le traitement ni dans la prévention des maladidsi®-6. A l'inverse, plusieurs cas rapportés
montrent I'efficacité clinique du GCV contre la radle & HHV-6in vivo chez des greffés de
moelle osseuse ou d'organe solide, se manifestianis la majorité des cas par des
encéphalites a HHV-6 (Johnston et al., 1999 ; Mgekeet al., 1997 ; Paterson et al., 1999 ;
Rieux et al.,, 1998 ; Yoshida et al., 2002), biere quelques cas d’infection fulminante a
HHV-6 n’aient montré aucune réponse (Rossi et28l01 ; Tiacci et al., 2000). En outre, la
thérapie prophylactique avec du GCV, a linverse @€V, s’est montrée efficace en
empéchant la réactivation d’'HHV-6 chez les recevede moelle osseuse et de cellules
souches (Rapaport et al., 2002 ; Tokimasa et @022 Le GCV peut causer d’'importants
effets secondaires dépendant de la dose administ@®ame une neutropénie et une
thrombocytopénie (McGavin et al., 2001).

8.2. Analogue nucléotidique

Le Cidofovir (CDV) est un analogue des nucléosiplessphonates qui appartient a la famille
des dérivés phosphonylméthoxyalkyl des purinesest glyrimidines. Etant donné que sa
structure primaire comprend un groupement phospiiatgire 7), il n'a pas besoin d’étre
phosphorylé par le produit d'un gene viral poureéactivé. Les kinases cellulaires le
convertissent en sa forme diphosphate qui est alarsnhibiteur compétitif de I’ADN

polymérase viral (Figure 8). Sa sélectivité esusss par la plus grande affinité du CDV

diphosphate pour I'ADN polymérase virale que p@srADN polymérase cellulaires.

Le CDV montre une forte activité contre 'HHVi6 vitro (Reymen et al., 1995) et, avec le
foscarnet, c’est le compose le plus actif disp@mur le traitement des infections a HHV-6,
avec un index tres favorable de sélectivité daa<CBMC (De Bolle et al., 2004 ; Yoshida et
al., 1998). Denes et al., (2004) ont rapporté liagtion du CDV dans le traitement de
l'infection a HHV-6 chez un patient immunocompét@nésentant une encéphalomyélite a
HHV-6. Bien que le CDV ait été tres actif, il a eeplant été remplacé par le GCV pour des
raisons de toxicité et la réplication d’HHV-6 a &iépprimée, de méme que les symptdbmes

neurologiques associés.
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8.3. Analogue de pyrophosphate

Le Foscarnet (PFA) est un analogue des pyrophcsphiabrganiques (ppi) (Figure 7) qui
differe de I'ACV et du GCV puisqu’il ne nécessitaspd’activation préalable par les TK
virales ou cellulaires. C’est un inhibiteur de I'ADpolymérase virale et il n’est pas incorporé
dans le brin d’ADN en cours d’élongation. Le PFAdple le site de liaison des ppi sur TADN
polymérase et empéche ainsi le clivage des NTe wahsfert des ppi sur ’'ADN polymérase

virale.

Des études ont montré I'utilisation réussie du Raset dans le traitement des encéphalites a
HHV-6 chez des receveurs de greffe (Bethge etl1899 ; Zerr et al., 2001), alors que
d’autres ont eu un résultat décevant (Rossi e2@01] ; Tiaci et al., 2000).

8.4. Résistances développées par HHV-6

La premiere étude de résistance d’HHV-6 aux amtivira été menée par Manichanh et al.,
(2001). Les auteurs, aprés une seérie de passagesleme d’'HHV-6 en présence de
concentrations croissantes de GCV, ont isolé uramytrésentant une sensibilité diminuée
aux anti-viraux : les 165 du mutant HHV-6 étaient 24, 52 et 3 fois plus ébs/que les 6

de la souche sauvage, respectivement pour le GEZDV et le PFA. Deux mutations de
substitutions ont alors été identifiees : M318V slemphosphotransférase pU69 (analogue de
M460V/I de la pUL97 du HCMV ; Baldanti et al., 2002 A961V dans ’ADN polymérase
pU38 d’HHV-6. La mutation M318V a également étéedéte par PCR sur des PBMC
infectées par HHV-6. Ces PBMC ont été isolées ¢hatient atteint du SIDA longtemps traité
par du GCV pour une infection a HCMV. Par la suidgeméme équipe a développé une PCR
guantitative en temps réel permettant de mettre&\adence, lors d’essais anti-viraux, la

résistance au GCV due a cette mutation (Macé,e2@03).

En utilisant un systeme de baculovirus recombinaBtfronetz et al. (2003b) ont évalué
limpact d'une série de mutations de la pU69 d’HBVECes mutations ont été introduites a
des positions correspondant aux codons de la pWWOHCMYV conférant la résistance au
GCV. Les substitutions M318V, C448G, C463Y de pU&G8respondant respectivement aux
mutations M460V, C592G, C607Y de pUL97, alteregndicativement la phosphorylation
du GCV par pU69 exprimée en systeme de baculovetis;onférent ainsi la résistance
d'HHV-6 au GCV.
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Partie 2: Reéactivation d'HHV-6 chez les sujets

immunodeéprimés apres transplantation
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L’infection active a HHV-6 est fréequemment détectbez les patients immunodéprimeés. La
plupart de ces infections a HHV-6 sont dues a &treation d’'HHV-6B (Drobyski et al.,

1993) et les pics sont entre 2 et 4 semaines postglantation (Yoshikawa et al., 2002). La
frequence moyenne de détection rapportée varia $efoétudes entre 48 % (allant de 28 a 75
%) pour les greffés de moelle osseuse (BMT) et 3@ % 82 %) pour les greffés d’organes
solides (SOT). Ces variations sont dues a I'hétnégé des patients, aux sensibilités des
différentes techniques utilisées et au nombrelatreature des prélevements. Selon la greffe,
la réactivation d’'HHV-6 est associée a certainedadies et les principales observations

cliniques sont des encéphalites, de la fievre gtraehs, une suppression médullaire...

Etant donné I'état d'immunosuppression induit preratogiquement chez les transplantés,
I'HHV-6 réactive probablement de la latence et aginme un pathogéne opportuniste. Mais
comme I'HHV-6 est porté par de nombreux tissuslfeEsd mononucléées, moelle osseuse,
poumons, foie), il existe également une possibilitéhe (ré)infection a HHV-6 induite par le
greffon, le virus étant alors transféré du donreaureceveur. Le taux de réactivation d’HHV-
6 est plus élevé parmi les transplantés recevaritadicorps anti-CD3 (immunoglobuline
anti-thymocyte), qui est utilisé pour le traitementrejet (DesJardin et al., 2001 ; Zerr et al.,

2001), mais aussi dans sa prévention.

1. Les différentes greffes

1.1. Greffes de moelle osseuse
C'est dans la moelle osseuse que sont produiteselkses souches qui vont elles-mémes
donner naissance aux cellules du sang. La greffeaddle est une transplantation particuliére
car le malade peut étre greffé avec sa propre mdalitogreffe) ou avec la moelle d'un
donneur (allogreffe) (Russell, 2005).
Une allogreffe peut se faire entre : deux jumeawnoaygotes ou greffe syngénique, deux
personnes de la méme fratrie ou greffe géno-ideatigeux personnes non apparentées ou
greffe phéno-identique. Le systeme HLA (“Human Lemke Antigens”, systeme majeur de
reconnaissance des cellules étrangéres par levsystémunitaire) du donneur et du receveur
doivent étre compatibles ; ils sont mémes idensglans le cas d’'une greffe syngénique.
Une autogreffe est la réinjection de la moelle vssedu patient préalablement recueillie et

J IO

conservée par congélation. Le prélevement estsealiun moment ou la moelle osseuse ne
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contient plus de cellules cancéreuses, ou bienr@évement est traité en laboratoire pour
éliminer toute cellule tumorale.

Il existe deux grands types d'indication pour leffgs de moelle osseuse : le traitement d’'un
cancer (lymphome, myélome, leucémie...) représent&o8fkes cas et le traitement d'autres

maladies (comme les aplasies médullaires) représen®0 % restants.

Les greffes de moelle ont tendance a diminuer, @fitpde deux autres techniques: la
cytaphérese et la greffe de sang de cordon. Cééradifs types de greffe sont réunis
aujourd'hui sous le terme de greffes de cellulestses hématopoiétiques.

La cytaphérese permet le recueil des cellules ssudh sang (Moog et al., 1998). Dans un
premier temps, une stimulation de la productiorteke cellules souches par des injections de
facteurs de croissance hématopoiétiques favoripadsage de ces cellules de la moelle vers
le sang. Puis dans un deuxiéme temps, un cathgitpiosé et le sang est dérivé pour passer
dans une machine de tri cellulaire. Les cellulagches sont alors sélectionnées et prélevées,
alors que le reste du sang est réinjecté au patiest cellules souches sont conservées au
froid dans un milieu nutritif, puis réinjectéesldsl vont alors coloniser la moelle.

La greffe de sang de cordon consiste a greffecdéiales du sang placentaire, prélevées dans
le cordon ombilical de nouveaux-nés, juste aprémissance (Paloczi, 1999). Ces cellules se
multiplient rapidement et entrainent moins de réjetfait de leur caractere immature. Une
greffe de sang de cordon permet de réaliser I'édemnt d'une allogreffe chez des patients qui

ne disposent pas d’un donneur de moelle HLA corbfeati

Le risque de rejet est particulierement élevé plasr greffes de moelle. Aussi est-il
indispensable que donneur et receveur soient k& ioche possible dans le systeme HLA.
Les autogreffes sont, en fait, bien plus fréquentes les allogreffes, du fait notamment des
difficultés a trouver un donneur compatible.
La principale complication, en cas d'allogreffe, lagéaction du greffon contre I'h6te (“Graft
Versus Host Disease” ou GVHD) (Basara et al.,, 20&llg est liee a l'effet des cellules
immunitaires (lymphocytes) contenues dans le gneffantre les organes normaux du patient
(notamment la peau, le foie et le tube digestifgnBqu'un traitement adapté puisse prévenir
ou traiter ces complications, chacune d'elles ptésan risque d'évolution défavorable. I
existe deux types de GVHD :

o3 La GVH aigué survenant dans les 3 mois suivantéffey Elle serait

liée aux lymphocytes TH1 et serait plus fréqueatedue le greffon est d'origine médullaire
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o3 La GVH chronique survenant apres le 100eme jowitselius fréequente
avec les greffons de cellules souches issues ducsaulant. Elle serait due aux lymphocytes
TH2.

1.2. Transplantation rénale

La greffe du rein est la plus fréquente (52 % deffes d’organe) et la plus fiable des greffes.
Cette opération n'est pas considérée comme vithEmodialyse et la dialyse péritonéale
étant des alternatives plus accessibles aux isant rénaux chroniques. Mais au stade
terminal, la transplantation est le seul traitengpntpermette aux malades de retrouver une
vie quasi-normale (Roberts et al., 2005).
La transplantation rénale peut étre réalisée ar part

©3 D'un donneur en état de mort cérébrale, c'estedtint le cerveau est
détruit de maniere irréversible, mais dont les filmms respiratoires et circulatoires sont
maintenues artificiellement

©3 Ou d'un donneur vivant apparenté, un seul reinissuff a assurer la
formation des urines.
Afin de limiter les risques de rejets, on essaiegdeffer des reins les plus compatibles
possibles. Le donneur doit donc étre de méme grsaipguin et, si possible, identique dans le
systeme HLA (cas des vrais jumeaux) ou semi-idamtig-es résultats des greffes avec
donneurs vivants sont meilleurs et il y a une raeit compatibilité, donc moins de risque de
rejet, et, surtout, le rein est de meilleure geatiarr il est greffé immédiatement apres le
prélevement.
Un traitement immunodépresseur, avec deux ou trmidicaments, est cependant
indispensable pour éviter le rejet du rein greRélerts et al., 2005). Ce risque est maximum
au cours des six premiers mois ou de la premiengéeaifl0 a 30 % de rejet aigu, dont la
plupart peut étre maitrisée). Par la suite, légnaént immunosuppresseur peut généralement
étre allégé, en fonction des bilans, mais il détra pris toute la vie. Ce traitement diminue
les défenses de l'organisme contre les infectidnpeat favoriser le développement de

certaines tumeurs.

1.3. Transplantation hépatique

La transplantation hépatique est la plus fréquelete greffes d'organe apres celle du rein.
Comme le coeur ou les poumons, le foie est un ergéal, une greffe hépatique est donc

indiquée lorsque le foie n'est plus capable d'assson role dans la transformation des
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nutriments et dans I'élimination des substancesjues. La cause la plus fréequente de
défaillance hépatique est la cirrhose, c'est-a-irgansformation fibreuse du parenchyme
hépatique. Elle peut étre due a une hépatite vieal&alcool ou a d'autres toxiques. Parfois
aussi, l'insuffisance hépatique est due a une iepaiminante, qui entraine une destruction
de I'ensemble des cellules hépatiques en quelguegdiou jours. Enfin, la greffe peut étre
réalisée pour remplacer un foie atteint de cariRebérts et al., 2005).
La transplantation hépatique peut étre réalisée :

©3 Avec le foie d'un donneur en état de mort encéeqgbali

©3 A partir du foie d'un donneur vivant, dont seullabe est prélevé. En
effet, le foie se régénérant rapidement, il estipds d'en enlever une partie sans perturber la
fonction hépatique.
Les résultats de ces dernieres greffes sont mesllear l'intervention est programmée a
l'avance : la compatibilité est meilleure et il yg@nc moins de risque de rejet car le donneur
est apparenté. De plus, le foie a moins de risgeesel détériorer, car il est greffé
immédiatement. Actuellement ces dons d'organe ant@nts sont limités aux parents au
premier degré (parents, enfants, freres et soeurs).
Donneur et receveur doivent étre de méme groupgusganpour limiter les risques de rejet.
Cependant, en cas d'urgence, des greffes peuventé@lisées avec un donneur de groupe
différent, mais compatible. Lorsque le foie proviefun donneur non apparenté, il est tres
difficile de respecter une bonne compatibilité densysteme HLA, le risque de rejet est donc
plus élevé.
Par ailleurs, le risque de rejet aigu est maximat@urs des premiers mois. Ces rejets peuvent
étre maitrisés grace a des médicaments immunosggus. Comme pour la greffe de rein,

un traitement immunosuppresseur a vie reste ndoggsaur prévenir un rejet tardif.

1.4. Transplantation cardiaque

La transplantation cardiaque est une interventaurde, responsable d'une mortalité non
négligeable et qui implique un risque vital en dasrejet. Elle n'est donc utilisée qu'en tout
dernier ressort, pour les personnes ayant unefisesute cardiaque terminale, c'est-a-dire
lorsque le coeur est incapable d'effectuer comeetse son travail de pompe pour faire
circuler le sang, malgré un traitement bien con(Rigberts et al., 2005).

Comme pour le foie, le coeur est prélevé au blaratpire sur des personnes en état de mort
encéphalique, mais dont les fonctions respiratoies circulatoires sont maintenues

artificiellement. La greffe est réalisée en pladanmalade sous circulation extracorporelle ;
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son sang est dérivé de part et d'autre du coexygénation et la circulation sanguines étant
assurées par un oxygénateur et une pompe extraebbepde coeur malade est alors enlevé,
en laissant en place une partie des oreilletteisedret gauches (partie supérieure du coeur),
sur lesquelles va étre suturé le greffon. Les eaiss arrivant et partant du coeur sont ensuite
eux aussi suturés au greffon.

Les greffes de coeur ne sont réalisées qu'entromees de méme groupe sanguin, pour
limiter le risque de rejet de ce corps étranger lpasysteme immunitaire. Mais, il est
impossible de tenir compte du systeme HLA, careilg trop long de trouver un donneur
compatible. Un traitement immunosuppresseur puissstndonc indispensable pour prévenir

le rejet.

D’autres types de transplantation sont les greftesir-poumons, les greffes bi-pulmonaires

séquentielles, les greffes mono-pulmonaires, leBag de pancréas etc...

2. Traitements immunosuppresseurs

La transplantation d'un organe est toujours accgmga par une réponse du systeme
immunitaire de l'organisme receveur. Cette réposesetraduit par le rejet de l'organe.
L'analyse des mécanismes de cette réaction a pkrmmise au point de molécules évitant sa
survenue. Ces molécules ont pour objet de dimitaueéaction du systeme immunitaire et

sont donc qualifiées d'immunosuppresseurs (Hall@ad4).

2.1. Rejets de greffe

La réaction du systeme immunitaire face a l'orggredfé est comparable a celle mise en
oeuvre en cas d'infection. Le greffon est considéréme un intrus contre lequel les défenses
de l'organisme se mobilisent. Les principaux acteler ce phénomene sont les antigénes, les
anticorps et les lymphocytes T. Une fois les celutlu greffon identifiées comme étant
étrangéres, une cascade de réactions provoquerktisg d’anticorps et la prolifération de
cellules tueuses (lymphocytes T), qui infiltrentgesffon et le détruisent. L’intensité de la
riposte immunitaire dépend du receveur et de lareates tissus (BEme, 2005).
On distingue trois types de rejets :

o3 Le rejet suraigu intervient dans les heures suiNartansplantation,
aussi bien apres des greffes de rein, de coeuedoid. Cette réaction se manifeste par la
thrombose des vaisseaux irriguant le greffon quiaite se nécrose. Ce type de rejet est dU a

la présence d'anticorps pré-existants chez le eereat dirigés contre les antigenes portés par
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le greffon. La prévention de ce type de rejet r@sldns la pratique systématique de I'épreuve
de compatibilité lymphocytaire avant la greffe.

©3 Le rejet aigu cellulaire survient au-dela du qesire jour de greffe. Il
apparait essentiellement dans les trois premieis suivant la greffe avec un pic durant le
premier mois. Le mauvais suivi des traitements rejeti peut cependant relancer le
phénomene quelle que soit I'ancienneté de la grafiorigine de ce rejet, les lymphocytes
du receveur reconnaissent les antigenes du donmaarils proliferent, envahissent le greffon
et le détruisent. Un traitement contrecarrant cedonse immunitaire est le plus souvent
efficace et la précocité de la prise en chargeagstale.

3 Le rejet chronique est la principale cause déclies greffes.
S’installant insidieusement au cours du tempsejiet chronique diminue la durée de vie des
greffons. Le mécanisme est assez simple mais ithficcombattre. L’inflammation qui regne
au niveau du greffon, méme réprimée par le traiteraati-rejet, provoque une fibrose des
vaisseaux dont les parois s'épaississent lenterb@migation devient alors insuffisante et les

fonctions de I'organe se détériorent.

2.2. Traitements immunosuppresseurs

2.2.1.Corticoides

Le terme corticoide, hormones naturelles synthe&dispar le cortex surrénal, désigne
communément les glucocorticoides. Leur mode d’acést assez complexe : ils pénetrent
dans le noyau ou il se fixent directement a I’ADMQibant ainsi la production de facteurs
inflammatoires (Figure 9) (Leung et Bloom, 2003k &gissent également en altérant la

circulation lymphocytaire et donc la migration véesgane transplante.

2.2.2.Inhibiteurs de l'interleukine 2

L'IL-2 active des récepteurs situés sur la membdaselymphocytes T (dont elle entraine la
maturation et la production), des cellules NK (detie stimule la croissance et l'activité
cytolytique) et des lymphocytes B (dont elle déchen la maturation et la synthese
d’anticorps). Par ses actions, linterleukine 2-Z)Lparticipe a la défense de l'organisme
contre les molécules qui lui sont étrangeres et domtre le greffon. C’est pourquoi elle est

la cible de nombreux traitements immunosuppresseurs
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Figure 9: Le mécanisme d’action des glucocorticoides

Dans le cytoplasme, les glucocorticoides (Gc) esat la un récepteur soluble (GR). La cible
majeure du complexe glucocorticoide-récepteuree$adteur de transcription NEB. En se
liant a celui-ci, sans empécher son attachemensies promoteurs contrblés par MB; le
complexe Gc-GR inhibe l'activation de la machinemanscriptionnelle. Les GC peuvent

egalement exercer leurs effets anti-inflammatagreactivant la transcription de 1kB

2.2.2.1. Inhibiteurs de la sécrétion d’IL-2

La sécrétion d’IL-2 est déclenchée apres l'intacactnacrophage-récepteur T (Figure 10).
L’'un des inhibiteurs de la sécrétion d’IL-2 estcialosporine, commercialisée par Novartis
sous deux forme : SANDIMMUN et NEORALL. Elle est utilisée dans la prévention du
rejet du greffon et le traitement de celui-ci apl@sransplantation d’organe et la greffe de

moelle osseuse. Elle inhibe la sécrétion d’IL-2senliant a une enzyme, la cyclophiline
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(Figure 10). Le tacrolimus est également un inbibitde la sécrétion d’IL-2. Il est
commercialisé sous le nom de PROGRARFujisawa). C’est une lactone macrocyclique

hydrophobe qui a le méme mécanisme d'action gaieltzsporine (Figure 10) (Kahan, 2003).

2.2.2.2. Antagonistes du récepteur de I'lL-2

Le daclizumab (ZENAPAXI, Roche) et le basiliximab (SIMULECT, Novartis) sont des
IlgG de type chimérigue humain/murin obtenues pareggénétique. lls sont dirigés contre les
récepteurs de [I'IL-2 (Figure 11). lls sont utilis@sur prévenir le rejet aigu aprés

transplantation rénale (Pascual et al., 2001).

2.2.2.3. Inhibiteur de la transduction du signal de 'IL-2

La transduction du signal de I'lL-2 peut étre irdgbpar la rapamycine (SIROLIMUS
Wyeth) (Figure 11). Cette molécule a une structimienérique de type macrolide proche de
celle du tracolimus. Elle est utilisée dans la préon des rejets de greffes de rein, en

association avec la ciclosporine et les cortico(@@kupoglu et Kahan, 2003).

2.2.3.Les inhibiteurs de la synthése d’ADN et d’ARN

2.2.3.1. Analogue purique

L’azathioprine (IMURELZD, GlaxoSmithKline) inhibe, par compétition avec lbases
purigues endogéenes, la rétro-inhibition des enzyrasgonsables de la synthese des noyaux
puriques. Il y a alors synthése d’ADN et d’ARN amaux par remplacement des nucléotides

physiologiques dérivés de la 6-mercaptopurine.

2.2.3.2. Inhibiteurs de lI'inosine monophosphate déhydrogénas
(IMPDH)

L'acide mycophénolique est un inhibiteur de I'IMPDHKnzyme responsable de la
transformation de l'inosine monophosphate (IMP)xanthosine monophosphate (XMP),
précurseur des dérivés de la guanosine. L'inhibdi® 'enzyme entraine aussi une diminution
de la synthese de guanosine monophosphate (GMR) laoroncentration intracellulaire
chute, de méme que celle de ses métabolites (GTHSEP) nécessaires a la synthése de
'ARN et de 'ADN.
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Figure 10 : La régulation de la biosynthese d’IL-2,
site d’action de la ciclosporine et du tacrolimus

Apres l'interaction macrophage-récepteur T, 'augtagon du calcium active la calmoduline
qui se lie alors a la calcineurine. Ce complexencaluline-calcineurine déphosphoryle le NF-
AT (nuclear factor of activated T cell), présennsldes cellules lymphoides quiescentes a
I'état phosphorylé. Le NF-AT déphosphorylé entresdi@ noyau et active la synthese d'IL-2.
La ciclosporine inhibe la sécrétion d’'IL-2 en sanli a une enzyme, la cyclophiline. Le
complexe cyclophiline-ciclosporine se fixe a la coaurine et inhibe son activité
phosphatasique. Le NF-AT n’est alors plus déphaosgpdet la sécrétion d’'IL-2 est inhibée.
Le tacrolimus inhibe également la calcineurine,sv&i se liant & une protéine appelée FKBP
(FK binding protein).
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Figure 11 : Le mécanisme d’action de I'IL-2,
inhibition par le daclizumab, le basiliximab etr#gpamycine.
La stimulation des récepteurs de [I'lL-2 conduit 'activation des protéines RAFT1
(rapamycine FKBP target) et FRAP (FKBP-rapamycirssoaiated protein), lesquelles
activent a leur tour les CDK (cycline dependentkis).
La rapamycine se fixe a FKBP et le complexe aiosng se lie a la protéine cytoplasmique
FRAP. Ainsi, elle empéche I'lL-2 d'exercer ses &fi@u niveau de la cellule cible en inhibant

la transduction intracellulaire du signal, ce quprime l'activation des CDK.

Le mycophénolate mofétil (CELLCERT, Roche) est de l'acide mycophénolique estérifié
avec une meilleure biodisponibilite. Une nouvellerniulation gastro-résistante de
mycophénolate sodique est commercialisée sousntedaoMYFORTIQI (Novartis). lls sont
utilisés comme immunosuppresseur dans la prévedggsirejets aigus de greffes de rein en
inhibant la prolifération des lymphocytes B et h, &sociation avec la ciclosporine et les
corticoides (van Leeuwen et al., 1997).

2.2.4.Les anticorps

2.2.4.1. Immunoglobuline anti-CD3

Le muromonab-CD3 (ORTHOCLONE OKTR Janssen-Cilag) est un anticorps monoclonal
IgG dirigé contre l'antigéne CD3 des lymphocyteshdmains qui interviennent dans la

transduction du signal aux lymphocytes T. La linislu muromonab-CD3 a I'antigene CD3
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des lymphocytes, aprés stimulation transitoireileération de diverses cytokines, inhibe
l'activité des lymphocytes T et diminue les réawiale rejet de greffe rénale, cardiaque,
hépatique (Chatenoud, 2003).

2.2.4.2. Immunoglobulines anti-lymphocytes

Il existe deux préparations anti-lymphocytes humailiune obtenue a partir de sérum de
cheval (LYMPHOGLOBULINEI, Genzyme), lautre de sérum de lapin
(THYMOGLOBULINED, Genzyme), ces animaux ayant été immunisés coldse
lymphocytes humains. Par leur activité lymphotorigalles provoquent une déplétion des
lymphocytes humains et, par la-méme, ont un effehiinosuppresseur. Elles sont utilisées
pour éviter les rejets d'organes greffés.

Un des effets indésirables de ces immunoglobulamslymphocytes d'origine animale est
I'apparition possible vers le huitiéme jour dutgaient d'une maladie sérique, liée a un conflit
antigéne-anticorps et caractérisée par plusieurgpmes : fievre, urticaire, arthralgies. On
peut aussi observer un choc anaphylactique, uremtiopénie et une diminution de la

résistance aux infections.

3. Pathologies associées a la réactivation d’'HHV-6 cheles

transplantés

3.1. Receveurs de moelle osseuse (BMT)

De nombreuses études ont été conduites sur laivatam d’'HHV-6 chez les greffés
médullaires et la prévalence de la virémie a HH&pparait plus élevée chez les receveurs
BMT allogéniques qu’autologues. Les conditions fpa@splantation qui prédisposent au
développement d’'une virémie a HHV-6 post-transgliioh sont le fait d’étre atteint d’'une
leucémie ou d’'un lymphome et de faibles titres sticarps anti-HHV6 (Yoshikawa et al.,
2002). La fréquence de détection est plus élevér PADN d’'HHV-6 de type A dans le
plasma que dans les leucocytes du sang périphgigle) correspondant, alors que 'HHV-
6B, qui est le type le plus fréquemment trouvé demsontexte, est détecté a des niveaux
similaires dans ces deux compartiments (Nitschealet 2001). Une confirmation est
nécessaire pour dire si chez ces patients, I'HHVré&ctive a partir d’autres tissus que les
PBL.
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La réactivation d’HHV-6 peut étre asymptomatiquaug-symptomatique (Kadakia et al.,

1996), ou contemporaine de différentes manifestatainiques.
©3 Encéphalite

Depuis ces dix dernieres années, de nombreux em&dphalite associée a la réactivation
d’HHV-6 apres greffe de moelle osseuse ont étéitdeérlle est généralement observée dans
un délai de 20 a 100 jours post-transplantatiofijreplication d’HHV-6 est principalement
confirmée par la positivité de la PCR dans le LGR gdatients, qui peut étre associée a la
présence d’ADN du virus dans le sérum (MaclLeanl.et2802), les PBMC et la moelle
osseuse (Rieux et al., 1998), mais aussi aprasreudes PBL (Rapaport et al., 2002), et ceci
en I'absence de toute autre étiologie. Un traitdnaativiral par du Foscarnet (180 mg/j/kg),
combiné ou non avec du Ganciclovir (10 mg/j/kgpetde I’Aciclovir (10 mg/j/kg), apporte
un pronostic favorable (Bethge et al.,, 1999 ; MaolLet al.,, 2002 ; Wang et al., 1999 ;
Yoshida et al., 2002), mais l'issue peut égalendtrat fatale (Rapaport et al., 2002 ; Rieux et
al., 1998 ; Tiacci et al., 2000 ; Wang et al., 1999

3 Pneumopathie

Apres transplantation meédullaire, la corrélationtrenla réactivation d’HHV-6 et une
pneumonie a éteé initialement décrite par Carrigaal.g1991) qui ont montré la présence du
virus par immunohistochimie sur une biopsie pulni@nat ont cultivé le virus a partir du
lavage broncho-alvéolaire d’'un patient. Puis desitauteurs ont corrélé la quantité d’ADN
viral présent dans le tissu pulmonaire au risqusutieenue d’une pneumopathie (Cone et al.,
1993b). D’autres études conduites plus recemmanthf@nder et al., 2000 ; Nishimaki et al.,
2003) ont montré que la présence d’une infectidiva@ HHV-6 (PCR positive ou présence
d’HHV-6 au site inflammatoire) était associée somine pneumonie interstitielle, soit a une

pneumonie idiopathique.
©3 Retard de greffe et suppression médullaire

Au cours du premier mois post-transplantation delfamsseuse ou apres greffe de cellules
souches hématopoiétiques, la détection d’HHV-6R@2R, culture, immunofluorescence ou
immunohistochimie a été associée a des retardsisesmu greffon (Rosenfeld et al., 1995 ;
Ljungman et al., 2000 ; Maeda et al., 1999, 2000).
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L’'HHV-6 est également une importante cause de |g3wn meédullaire idiopathique apres
BMT (Drobyski et al., 1993 ; Carrigan et Knox, 199es leucocytes sont la lignée cellulaire
la plus couramment supprimée (83 %), suivis paplagquettes (67 %) et les globules rouges
(50 %) ; la dépression de plus d'une lignée de lmoesseuse peut avoir lieu pouvant
conduire a un retard de sortie d’aplasie ou a neefiisance médullaire (Singh et Carrigan,
1996). L'effet de la suppression médullaire patH¥W6 va d’'une diminution transitoire a une

myélosuppression chronique (Knox et Carrigan, 1996)
3 Fievre et rash cutané

Apres transplantation médullaire, deux études amitré que 33 % des patients présentant un
rash cutané associé a une forte fievre avaieneggalt une culture des PBMC positive pour
HHV-6 (Yoshikawa et al., 1991 ; Frenkel et al., 4B9mais sans pouvoir mettre en évidence
la présence d’HHV-6 dans des biopsies cutanéealiBame étude rétrospective de biopsies
cutanées pour rechercher la présence du génomeWaHet de PBMC pour mettre en
évidence une infection active a HHV-6 par isolemdatvirus en culture a montré une

corrélation entre I'infection a HHV-6 et le début chsh cutané (Yoshikawa et al., 2001).
©3 Dommages de I'endothélium vasculaire

La micro-angiopathie thrombotique (TMA) est une desplications sérieuses de la greffe de
moelle osseuse pour laquelle plusieurs facteursgreiétre des agents étiologiques, dont les
infections qui causent des dommages de I'endotiéliasculaire. Matsuda et al. (1999) ont
rapporté deux cas de jeunes enfants avec une TVES ame chimiothérapie importante. Le
développement de la TMA a été accompagné d'unetivadon de I'HHV-6, mise en
évidence par une augmentation du nombre de copiggmome. L'infection active a HHV-6
des cellules de I'endothélium vasculaire pourraduire la TMA via 'endommagement et
I'activation de ces cellules, comme le fait le HCMRar la suite, I'impact de l'infection a
HCMV et HHV-6 sur I'endothélium vasculaire aprés BN été recherché. Il a alors été
montré que l'infection par I'un des deux virus cauwsn dommage de I'endothélium et que
'HHV-6 a un effet plus fort que le HCMV, de mémeegl'infection combinée a un effet plus

fort qu’une infection virale unique (Takatsuka ket 2003).
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©3 La maladie du greffon contre I'h6te

La fréquence de détection d’'une infection activelldV-6 apres BMT augmente avec la
gravité de la GVH (Wilborn et al, 1994); HHV-6 an udle dans [linitiation et/ou
'augmentation de la GVH et la présence du virussddes biopsies cutanées ou rectales est

en relation avec la sévérité de la maladie (Appletoal., 1995).

La réactivation d'HHV-6 a également été observéez dbs receveurs de cellules souches
(SCT). La fréquence de la détection d’'une infectamtive a HHV-6 est de 42,5 %. La
présence de 'ADN d’HHV-6 dans le sérum, de mémergicharge virale élevée sont des
facteurs de risque de développement d’'une infecipmptomatigue a HHV-6 (Imbert-
Marcille et al., 2000 ; Boutolleau et al., 2003ksLmanifestations classiques d’'HHV-6 sont
alors retrouvées (Hentrich et al., 2005 ; Zerd e2805).

3.2. Receveurs d’'organes solides (SOT)

Les manifestations cliniques de la réactivationrémfection par HHV-6 chez les greffés

d’organes solides sont similaires a celles déccitez les BMT.
o3 Les transplantés rénaux

Apres greffe de rein, la réactivation d’HHV-6 estcquente, de 31 a 66 % (DesJardin et al.,
1998) selon les auteurs et la méthode utiliséesoatrent asymptomatique. Cependant, la
fievre peut étre concomitante d’'une infection actwvHHV-6 (Jacobs et al., 1994), de méme
la suppression médullaire (leucopénie sévere) alditérvée (Morris et al., 1989). Il existe
également des cas de dysfonctionnement ou dedwejgteffon (Acott et al., 1996 ; Okuno et
al., 1990 ; Hoshino et al., 1995). L'implicatiorHHV-6 a, dans ces cas, été mise en évidence
soit par une augmentation significative du tauxti@rps anti-HHV6, soit par la détection
d’antigenes d’'HHV-6 dans biopsies des greffon ré&naejetés. Un cas de syndrome
d’hémophagocytose réactionnel a HHV-6 a égalemendwit au rejet du greffon (Karras et
al., 2004).
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o3 Les transplantés hépatiques

Le pourcentage d’infection a HHV-6 aprés greffdale est de 24 % (Dockrell et al., 1997) et
les principales manifestations sont des cas deefiev de rash cutané (Singh et al., 1995 ;
Yoshikawa et al., 1998). Des cas de suppressionultaée ont également été observés (Singh
et al., 1995 et 1997), la cytopénie sévere ay@anastociée a une pneumonie interstitielle chez
un des patients. L'équipe de Lautenschlager (1898pntré que I'infection a HHV-6 pouvait
aussi conduire au dysfonctionnement, voire au ajegreffon. Enfin, Paterson et al. (1999)
ont rapporté une encéphalite caractérisée par @@&@sstons, une migraine occipitale et des
mouvements involontaires. L'association a HHV-6té& faite aprés la détection du génome

viral dans le LCR et l'isolement du virus par cuitules PBMC.
©3 Les transplantés cardiaques

Une seule étude a recherché une incidence deddvaison d’'HHV-6 aprés transplantation
cardiaque ou cardio-pulmonaire (Jacobs et al., 20®3cun symptéme clinique n’a pu étre
associé a HHV-6, mais les patients présentant émetivation d’HHV-6 avaient des taux de
mortalité plus élevés que ceux sans réactivatioroes les patients décédés sont morts

pendant I'infection active a HHV-6.

Chez les patients SOT, HHV-6 (seul ou avec I'HHVpAut aussi favoriser la maladie a
HCMV (DesJardins et al., 1998 et 2001 ; Dockrellaét 1997 ; Humar et al., 2002a et
2002b ; Ratnamohan et al., 1998) et a l'inverseinfextion concomitante a HCMV aggrave
les symptémes cliniques de l'infection a HHV-6 (bein et al., 1996). Enfin, les propriétés
immunomodulatrices d’'HHV-6 peuvent également déstlen la réactivation d’autres

pathogénes opportunistes, telles que des infeclimggques (Dockrell et al., 1999 ; Rogers et
al., 2000).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL
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Partie 1 : Mise au point d'outil moléculaire permetant la

détection d'une infection active a HHV-6
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La premiere partie de mon travail expérimental asié a mettre au point des outils
moléculaires de détection de la multiplication d¥Ha et plus particulierement de sa
réactivation. Dans un premier temps, une technagugquantification par PCR en temps réel
utilisant la chimie des sondes d’hybridation a étése au point pour déterminer
simultanément les charges virales des virus HHW6HEMV dans des échantillons
potentiellement infectés par les deux virus. Damsleuxiéme temps, une technique de RT-
nested PCR couplée a une hybridation en plaqué dédeloppée et a permis la détection de
TARNmM du gene U79/80 d’HHV-6. Initialement, I'objéf était de développer ses deux
techniques, et de les évaluer sur les mémes ebibasitafin de voir laquelle était la plus
informative. Pour cela chacun de ces deux test§ appliqué a la détection de la réactivation
d’'HHV-6 chez des patients transplantés. En pratifugest avéré difficile de conditionner
les préléevements des patients, en particulier RT-PCR, et de mettre au point les deux
méthodes de maniere simultanée. Les deux technmpuedonc été développées l'une apres

l'autre, et n'ont donc pas pu étre appliquées aérmes échantillons.

Cette premiere partie du travail expérimental auéiba la rédaction de deux articles. Le
premier “"Multiplex real-time PCR assay for simultans quantification of human
cytomegalovirus and herpesvirus-6 in polymorphosaicknd mononuclear cells of transplant
recipients” est actuellement sous presse pour gatldn dansJournal of Virological
Methods Le deuxieme article "A reverse transcription-edsPCR assay for HHV-6 mRNA
early transcript detection after transplantatiost’ @cepté pour publication dadsurnal of
Virological MethodqJVMOL-2005-507).

69



1. Développement d’'une technique de quantification desirus
HHV-6 et HCMV par PCR multiplex en temps réel

Le cytomégalovirus humain (HCMV) et I'’herpesvirusniain de type 6 (HHV-6) sont deux
[herpesvirinaecapables d’infection productive chez les individosnunodéprimeés par le

SIDA, ou par un traitement immunosuppresseur pasisplantation par exemple. Ces
infections peuvent alors étre graves, voire maselAfin de mettre en place un traitement

adapté, le diagnostic d’'une infection a HHV-6 eZodCMV est nécessaire.

Ainsi, le HCMV et I'HHV-6 sont susceptibles de réser dans des contextes similaires,
peuvent provoquer le méme type de symptomatolagisyme nous allons le voir, et sont
accessibles au méme type de traitement. Il nousn@blé intéressant de développer une

technique qui permette la quantification simultadés deux virus.

Apres une breve présentation du HCMV et des compdios post-greffe qu’il entraine,
larticle n° 1 “Multiplex real-time PCR assay foinmltaneous quantification of human
cytomegalovirus and herpesvirus-6 in polymorphosaicknd mononuclear cells of transplant

recipients” sera développé.

1.1. Le cytomeégalovirus humain

1.1.1.Généralités

Le cytomégalovirus humain (HCMV) est responsable lde maladie des inclusions
cytomégaliques découverte au début du XXe siederilus a été isolé par trois équipes dans
le milieu des années 50 (Smith, 1956 ; Rowe etl@bp ; Craig et al., 1957). Comme il I'a
ete évoqué précédemment, le cytomégalovirus hu@MV), ou herpesvirus humain de
type 5 (HHV-5), est lui aussi underpesviridag membre de la sous-famille de&
herpesvirinag dont il est par ailleurs le prototype. Les visodu HCMV ont la méme
structure générale que ceux d’'HHV-6 : enveloppeerad, tégument, capside et core qui
contient l'acide nucléigue. Le génome du HCMV est double brin d’ADN linéaire
d’environ 230 kpb composé d’'un segment long (UL)d&in segment court (US). Les
segments UL et US sont encadrés par des séquepzeas nécessaires a la circularisation

du génome lors de la réplication de 'ADN viralaformation de 4 isomeéres de génomes. Le
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schéma réplicatif du HCMV est identique a celul’H#V-6 et comporte les 3 étapes : IE, E
et L (Mocarski et Courcelle, 2001). Plusieurs étudat montré que les précurseurs de la
moelle osseuse sont un réservoir du HCMV. Le viiRit ensuite transmis aux monocytes
du sang périphérique qui permettraient sa dissémmaEnfin la différenciation en
macrophages des monocytes infectés de maniéretdatemduirait a la réactivation du

HCMYV et a une infection productive (Pass, 2001).

1.1.2. Epidémiologie, modes de transmission

Dans les pays développés, la séroprévalence du H&dUe 30 a 70 %, mais elle atteint 100
% dans les pays en voie de développement (Pass,; a&hn et al., 1991). La transmission
nécessite un contact direct avec le virus infegtiequi s’effectue majoritairement par la
salive, mais le virus est aussi transporté pam&jrles larmes, le sperme, le lait maternel et
les sécrétions vaginales des individus infectés.H@MV peut également étre transmis
verticalement de la mere au fcetus ou de la méemfaht, ainsi que par transfusion sanguine,

transplantation d’organes ou de cellules souchesmtapoiétiques (Pass, 2001).

1.1.3.Pathogenese

Chez le sujet immunocompétent, la primo-infectiat ke plus souvent asymptomatique,
notamment chez I'enfant, mais elle peut égalementraduire par une fievre isolée ou un
syndrome mononucléosique dans 10 % des cas. Paecbimfection a HCMV peut étre

grave chez les individus immunodéprimés. Elle seifeste par une rétinite et des ulcérations
digestives au cours du SIDA. Les infections pomtdplantations seront développées

ultérieurement.

La transmission verticale mere-enfant est la presngause d’infections virales congénitales
ou périnatales dans les pays développés. L'infeatimgénitale peut étre asymptomatique ou
présenter une forme sévére si la mére fait une gpniriection pendant la grossesse. La
maladie des inclusions cytomégaliques dans sa faonaplete est rencontrée dans 1 a 5
naissances sur 10000, mais des tableaux moins etsrgirviennent chez environ 5 a 10%
des fecetus infectés. La forme sévere se manifestdgsapétéchies, une hépatosplénomégalie
et un ictere, mais aussi un retard de croissan@ itérin, une microcéphalie associée ou non
a des calcifications cérébrales et une prématuiiile est de mauvais pronostic et

s’accompagne d'une forte mortalité. Les enfantsvigants présentent un retard mental
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associé a une surdité. Les formes moins sévérdsrapcontrées chez 10% des feetus et
s’accompagnent d’'une partie seulement des signdseoules enfants infectés ne présentent
pas de signe a la naissance mais développent mantéades troubles auditifs, une atteinte
oculaire, dentaire et psychomotrice. L’infectiorripatale peut étre a I'origine d’une atteinte

pulmonaire (Ranger-Rogez et al., 1999).

1.1.4.Infection a HCMV apres transplantation

Malgré les traitements prophylactiques et la sllevae, le HCMV est une grande cause de
morbidité et de mortalité dans les contextes d'imaauppression pour prévenir le rejet de
'organe greffé. L'infection peut étre due a laatbaation du virus latent chez le receveur, a
une surinfection ou a une primo-infection par leigidu donneur. La réactivation du HCMV
a généralement lieu 1 a 3 mois post-greffe et pratsuivie par des manifestations cliniques
(maladie a HCMV) environ 15 jours plus tard (Meyetsl., 1990). Elle a lieu chez 30 a 50%
des greffés allogéniques de moelle osseuse (BMTg¢hez 20 a 60% des transplantés
d’organes solides (SOT) (Sissons et CarmichaeRR®lle se manifeste par de la fievre, une
leucopénie et des malaises (Pass, 2001). En atiee,les patients SOT (rein, foie, cceur...),
des atteintes viscérales graves ont été obsenstésase artérielle rénale chez les greffés de
rein, sténose artérielle coronaire accelérée cbheransplantés cardiaques et des hépatites
chez les receveurs hépatiques (Sissons et Carrhick@@2). Des symptomes gastro-
intestinaux et des cas de rejet sont aussi régutiént rapportés (Griffiths et al., 2000). Chez
les receveurs BMT, la pneumonie reste la manifiestatlinique la plus fréquente de la
maladie a HCMV, avec une fréquence d’environ 15%um¢ mortalité entre 30 a 52%
(Enright et al., 1993). Le HCMV peut également esudes ulcérations gastro-intestinales,

des rétinites, une suppression médullaire ou upathé (Landolfo et al., 2003).

1.2. Recherche d’'une infection active a HHV-6 et a HCMV

L’objectif de ce premier travail expérimental étdé mettre au point une technique de PCR
multiplex en temps réel permettant la quantificatedmultanée des génomes de I'HHV-6
(type A et/ou B) et du HCMV sur LightCycler 1.5 (&tee). Le LightCycler combine un
thermocycleur rapide a air pulsé et un microspflamameétre pilotés par un ordinateur qui
permet I'acquisition de la fluorescence émise d@tdi#gement en temps réel des données. Les
données d’amplification sont recueillies au débetla phase exponentielle de la PCR, a

'opposé de la PCR conventionnelle ou les prodantplifiés ne sont détectés qu’a la fin de la
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réaction, pendant la phase de saturation. Le bild technique de quantification développée
ici est de pouvoir suivre la réplication de 'HHVeéd du HCMV in vitro dans un modéle
cellulaire de co-infection, mais aussivivo pour le suivi de patients transplantés infectés pa

I'un et/ou l'autre de ces virus.

1.3. Article n°1

Le but du travail présenté dans ce premier artitét de pouvoir coupler dans une seule
réaction la détection et la quantification des gées d’'HHV-6 et du HCMV dans différents

compartiments cellulaires sanguins (cellules monkides et polynucléaires du sang
périphérique) de patients inclus dans un protodelesuivi post-transplantation. Les patients
testés étaient des greffés de moelle osseuse,im®uede cceur. Une corrélation entre la
guantification et les symptdomes cliniques manifesp@ar les patients a finalement été

recherchée.

“Multiplex real-time PCR assay for simultaneousatification of human cytomegalovirus

and herpesvirus-6 in polymorphonuclear and mon@audells of transplant recipients”

Cet article est actuellemnt sous presse pour mthdic dans] Virol Methods référence :
VIRMET 9832.
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L'objectif du travail présenté était de développee technique de quantification simultanée
en temps réel et de différenciation g@éberpesvirinaeHHV-6 et HCMV. Apres la mise au
point, cet essai a été appliqué a de I'ADN extrdét cellules mononucléées et de
polynucléaires isolés du sang périphérique de migtiFansplantés de cceur, de rein ou de
moelle osseuse, puis comparée aux techniques detifqpzion déja utilisées dans le

laboratoire.

La technique a nécessité le choix de la chimialidert (les sondes d’hybridation), des genes
a amplifier (UL83 pour le HCMV et U65 pour I'HHV-6Yle couples d’amorces (CMVp65/F
et CMVp65/R, HHV6/F et HHV6/R) et de sondes (CMVfdE et CMVp65/LCRed705,
HHV6/Flu et HHV6/LCRed640), ainsi que I'optimisatiales conditions réactionnelles et du
protocole d’amplification/quantification.

Seules les sondes d’hybridation permettent unetiigation simultanée par PCR multiplex
sur le LightCycler 1.5 en utilisant deux pairessdades spécifiques de deux cibles (De Silva
et al., 1998). La sonde donneuse de chaque coOM&65/Flu et HHV6/FIu) est marquée
par le méme fluorophore, la fluorescéine dont legleeur d’onde d’émissioh=530 nm est
détectée par le canal F1 du LightCycler. La sonaeeptrice de chaque couple
(CMVp65/LCRed705 et HHV6/LCRed640) est quant a ellarquée par un fluorophore
différent, LCRed705 et LCRed640 ayant des longudionde d’émission différentes=705

nm etA=640 nm captées respectivement par le canal F& eathal F2 du LightCycler.
Lorsque les deux sondes d’'un méme couple sontnéegy le transfert d’énergie (FRET) de
la sonde donneuse vers la sonde acceptrice nespdaire, et seule la sonde marquée a la
fluorescéine émet une fluorescence apres excitatiors de I'amplification, le couple de
sondes s’hybride sur la séquence cible et le teaindfénergie de la sonde donneuse vers la
sonde acceptrice a lieu. La sonde marquée au L@ReH alors une fluorescence qui est
proportionnelle au nombre de séquence cible. Airladé la réaction, I'analyse en F2/F1
permet donc de déterminer le nombre de copies dHH\lors que F3/F1 permet de

déterminer la charge virale du HCMV.

Une recherche bibliographique a permis de chasirgenes cibles pour la quantification de
chaque virus. Comme l'ont rapporté Zal et son &g(g900), les genes codant les protéines

du tégument sont spécifiques de chaque sous-fadiilegpesvirus. Les genes d’'HHV-6 et du
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HCMV codant pour chacune de ces protéines ont dananalysés pour sélectionner les plus
spécifiques de chaque virus et les plus divergemit® ces deux virus. Le gene U65 d’'HHV-6
et le gene UL83 du HCMV ont ainsi été choisis. dnepération avec la société Tib-Molbiol
a ensuite permis la sélection d’'un couple d’amo(E?dVp65/F et CMVp65/R, HHV6/F et
HHV6/R) et d’'un couple de sondes (CMVp65/Flu et CpB/LCRed705, HHV6/Flu et
HHV6/LCRed640) pour chaque virus.

Les conditions réactionnelles et les protocolesngldication ont dans un premier temps été
établis séparément pour chaque virus (simplex} pptimisés dans un deuxieme temps pour
guantifier les deux virus en méme temps (multipldd@ méme, des tests croisés ont été
réalisés pour établir la gamme de standards extebimemeilleure courbe étalon a été obtenue
avec une gamme contenant les plasmides en quégtité. Des dilutions sériques de 10 en 10
du mélange 10copies pCR2.1-HHV6FR + 1@opies pCR2.1-HCMVFR ont été réalisées

jusqu’au mélange de 10 copies de chaque plasmideré-12).

Les tests de sensibilité ont donné un seuil dectiétede 10 copies de chaque plasmide par
capillaire et les tests de sensibilité ont mon@édence de réaction croisée avec les autres
herpésvirus humain : le systeme mis au point pptfCMV ne détecte que le HCMV et celui
de I'HHV-6 ne détecte que 'HHV-6. La technique gakement été trouvée reproductible

entre les essais et au sein d’'un méme essai.

La mise au point étant faite, la technique a étdigypée a la quantification des génomes
d’'HHV-6 et du HCMV sur des ADN de patients suivipres transplantation de moelle
osseuse, de rein et de cceur. Les ADN ont été extraidifférents compartiments cellulaires :
les cellules mononuclées (PBMC) et les polynucdsa{iPMNL) du sang périphérique. Ces
prélevements ont été testés préalablement pouétepce de I'un et/ou I'autre virus par une
technique de PCR qualitative couplée a une hybhodan plague (Desachy et al., 2001).

La comparaison avec les deux techniques de quamtidn déja utilisées au laboratoire a
montré une sensibilité de 100 % pour le HCMV papmat a I'antigénémie et de 80,6 % pour
'HHV-6 par rapport a la méthode TagMan (Collotaét 2002). Il a également été établi que
100 copies de HCMV / ug d’ADN correspondait a ldaedgon de 1 cellule positive par

antigénémie.
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Figure 12 : Résultats de la PCR quantitative multiplex

a. Analyse en F2/F1, spécifigue d’HHV-6. b. Analyse F3/F1, spécifigue du HCMV.

Capillaire 1 : témoin négatif (eau distillée) ; Gmres 2 a 8 : gamme étalon.
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Une corrélation entre la quantification d’HHV-6 @t/ du HCMV et les manifestations
clinigues associées a une infection active pardmsms< virus a enfin été recherchée. Les
résultats obtenus nous ont permis de montrer quater de 100 copies /ug d’ADN pouvait
étre significative de réactivation. Les réactivaisymptomatiques étaient toujours associees

a des valeurs > 500 copies / pug, pour I'HHV-6 conpoer le HCMV.

Ainsi, aucun des receveurs de moelle osseuse Estggesenté de réactivation de ces virus
et leur charge virale HHV-6 et/ou HCMV a toujouté &ouvée inférieure a 100 copies / ug
d’ADN. ces patients étaient peu nombreux et indaslivement dans le suivi post-
transplantation. Chez les greffés de rein, la réatobn d’'HHV-6 a été observée chez 40%
des patients, de méme 40% des patients ont prégeatééactivation du HCMV. Dans ce
groupe, un cas de rejet aigu a été observé, lati§joation HHV-6 était alors supérieure a
4000 copies / pg d’ADN et celle du HCMV était de718opies / pg d’ADN. Deux
neutropénies ont pu étre associées a HHV-6. Lessargactivations étaient asymptomatiques
et les patients a risque pour une infection actweHCMV ont recu un traitement
prophylactique. Enfin, parmi les 4 patients traaspds cardiaques, 100% (4/4) ont eu une
réactivation d’HHV-6 et 75% (3/4) du HCMV. Un rashune neutropénie dus a HHV-6 ont

été observés.

La technique de PCR multiplex quantitative en termged développée et présentée dans
l'article 1, grace a sa forte sensibilité (10 cgppar capillaire), est un bon outil de détection
de la multiplication d’'HHV-6 et/ou du HCMV. Cetteathode peut étre utilisée dans un but
expérimental de suivi d'une infectian vitro ou peut étre appliquée au suivi de patients
receveurs de différents organes afin de détecterr@activation. Le systéme développé est
original : c’est la premiere fois gqu’une telle médle mise au point sur LightCycler utilise un
couple d’amorces et un couple de sondes marquéfésediment pour chaque virus. Deux
techniques de PCR multiplex quantitative sur Ligld€r ont pourtant été publiées
précédemment. La premiere méthode, développéegiamstz et al. (2003a), utilise un seul
couple d’amorces amplifiant le géne de ’ADN polyas®e virale (Johnson et al., 2000) et
deux couples de sondes d’hybridation (Flu/LCRed &40Flu/LCRed 705) pour la
guantification de I'HHV-6 et de I'HHV-7. Cependangur technique permet également
d’amplifier le VZV. De plus, comme le reconnaisskas auteurs, leur systeme de typage par
courbe de fusion peut distinguer qualitativemenype HHV-6A, HHV-6B ou HHV-7, mais

ne peut permettre la quantification de ces virussdas échantillons contenant des mélanges

de populations. Enfin, la technique n'a été tegfée sur les lymphocytes de 20 patients
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transplantés de cellules souches (SCT), tous HH\pé#8tifs et HHV-6A HHV-7 négatifs.

La deuxieme méthode (Aritaki et al., 2001) a égaleinété appliqguée a des receveurs SCT et
met en jeu trois couples d’amorces et trois cougéesondes d’hybridation marquées par les
mémes fluorophores (Flu LCRed 640) pour la quamifon des génomes d’HHV-6, du
HCMV et de I'EBV, lidentification du virus se faidlors a l'aide d’'une courbe de fusion.

Cette technique a été appliquée a seulement 1€linapues et nécessite un élargissement du
panel de patients.
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2. Développement d’'une technigue de RT-nested PCR coép a
une hybridation en plagque pour la détection de trascrits
d’'HHV-6

Afin de mettre en évidence la réplication d’HHVA®us avons mis au point une technique de

RT-PCR permettant la détection d’ARNm associésmuiplication du virus.

Les différents systemes de RT-PCR et de détectas ptoduits amplifiés seront donc
envisagés brievement, ainsi que les conditionsuete pour la technique développée ici.
Enfin, I'article n°2 “A reverse transcription-nedtd?CR assay for HHV-6 mRNA early

transcript detection after transplantation” sespnté.

2.1. LaRT-PCR

La technique de rétrotranscription-amplificatiomiggie (RT-PCR) est en fait une succession
de deux étapes. L'étape de rétrotranscription stas synthétiser le brin complémentaire
(ADNCc) des ARN a partir d’'une amorce oligonuclémice, grace a une enzyme a activité
ADN polymérase ARN dépendante, la transcriptasers®es (reverse transcriptase). L'ADNCc

d’intérét et donc par conséquent 'ARN messagengathé, est ensuite amplifié au cours de

la réaction de PCR.

Lors de la mise au point d’'une technique de RT-PGRerents paramétres doivent étre

préalablement pris en compte, dont le choix de NARatrice et celui de 'amorgage.
La RT peut étre réalisée a partir de deux typefRkiNAnatrice :

©3 L’ARN total est un mélange de tous les ARN présemisniveau
cellulaire : les ARN messagers (ARNm), les ARN dansfert (ARNt) et les ARN
ribosomiaux (ARNr), mais aussi éventuellement 'ARjé¢nomique d'un virus & ARN.
L’ARN total convient a la majorité des applications

©3 Les ARN messagers peuvent étres extraits avec ignddl soit a
partir de 'ARN total, soit par extraction directiés représentent 3 a 5 % de I'ARN total et

leur préparation est longue et colteuse. Il y deégent une perte de matériel a cause d’'un
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rendement faible, mais aussi a cause du mode diinelui-méme : les ARNm sans queue

polyA et ceux partiellement dégradés sont éliminés.

Il existe également différents types d’amorcagetype d’amorcage choisi conditionne les
caractéristiques des ADNc obtenus et doit étre tadapla nature de I'échantillon et aux

objectifs poursuivis (Zhang et al., 1999).

©3 L'amorcage aléatoire est constitué par de courtéguences
oligonucléotidiques synthétisées de maniére aleat@t comprenant 6 nucléotides
(hexamere). Ces amorces ont statistiquement umeelde se fixer sur 'ensemble des ARN
présents dans la matrice. L’'amorcage aléatoirerastmmandé pour I'amplification de

plusieurs cibles a partir de la méme préparatiéDiNc.

3 Les oligodT sont des oligonucléotides de synthésmposés en
général de 12 a 18 T, capables de s’hybrider @&deéom polyA des ARNm. C’est le seul
amorcage qui permet d’obtenir des ADNc pleine lawgua partir des ARNm, mais il est
également possible d’obtenir des ADNc tronquésede partie 5’ en cas d’ARNm de grande
taille. Ce n’est donc pas le meilleur amorgcagesidmorces de PCR sont choisies en position
5’ du transcrit. De plus, les ARNm sans queue polgiAsi que ceux partiellement dégradés

ne sont pas rétrotranscrits.

©3 L'amorcage spécifique fait intervenir une amorceicsfigue du
transcrit recherché localisée en 3’ de la régiantérét. Il limite la RT & un transcrit donné.

Au cours de I'étape de RT il est également posgitdg@uter des inhibiteurs de RNases qui
inhibent les RNases A, B et C.

Une fois les ADNc simple brin synthétisés, la cib& amplifiée par PCR a I'aide d’amorces
spécifiques du transcrit recherché. Au cours die @bpe, il peut étre intéressant de réaliser
un contrdle d’amplification sans RT. Ceci permetstissurer que les cibles amplifiees sont
bien issues de la RT et non d’ADN résiduels contamis. En cas d’amplification positive ou
a titre préventif, une étape de traitement a la Napeut étre réalisée afin d’éliminer toute
trace d’ADN contaminant.
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2.2. Détection des produits amplifiés

La mise en évidence des produits de PCR est lesplurgent réalisée aprés migration sur gel
d’agarose en présence de bromure d’éthidium (BE&)compose est un agent intercalant qui
se fixe au double brin d’ADN. Ce dernier, ainsi m&, est révélé par la fluorescence orange
emise par le BET apres trans-illumination aux uloiets (UV). L’intensité du signal observé
est alors proportionnelle a la quantité de produiplifié. Cette méthode est cependant peu
spécifique, puisque tous les ADN double brin séntlés, et reste peu sensible.

Les techniques d’hybridation permettent d’augmemdeispécificité et la sensibilité. Ces
hybridations peuvent étre réalisées sur membrarenouicroplaque. Dans les deux cas, il est
nécessaire de choisir une sonde capable de s’leybédl'intérieur du produit amplifié
recherché. Un des inconvénient de I'hybridation smwembrane de type Southern est sa
longueur. En effet aprés la migration sur gel, 3N doivent étre transférés sur une
membrane, puis hybridés avec la sonde spécifiquesfiensuite réveélée par autoradiographie
(Sambrook et al., 1989). Par contre, I'hybridatesnmicroplaque est beaucoup plus rapide et
est également 100 fois plus sensible que la teabnde Southern blot. Le principe de la
technique développée par le laboratoire Roche @igaige dans cet article est présenté dans
la figure 13. Il combine une PCR au cours de ldquiel sequence cible est marquée a la
digoxigéninél (PCR-ELISA, Dig Labeling) (Figure 13a) a une ré&ti&n en milieu liquide
(PCR-ELISA, Dig Detection) (Figure 13b).

2.3. La RT-nested PCR HHV-6 U79/80

Au moment de la mise au point de la technique saradilitures d’HHV-6, nous avions choisi
de travailler sur des ARNm, plusieurs coffrets tfagtion ont donc été testés : le FastTract
MRNA isolation kit (Invitrogen), le UMACS mRNA isolation kit (Miltenyi Biotec),
I'Oligotex direct mRNA isolation kit (Qiagen). Lergmier coffret était long a mettre en
ceuvre et donnait un faible rendement d’extractierdeuxieme était quant a lui rapide, mais
la quantitt d’ARNm obtenue en fin d’extraction €@ aussi trop faible. Enfin, le coffret
d’extraction dARNm commercialisé par Qiagen doniz bons rendements pour les ARNm
extraits des cellules infectées par HHV-6, maigezelement était faible lorsque les ARNm
étaient extraits directement du sang. Nous avons finalement choisi de travailler sur de

I’ARN total extrait de cultures infectées ou dimmient de sang total dans le cas de patients et
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opté pour le QIAamp RNA blood mini kit (Qiagen),fitet recommandé par le fabriquant
pour ce type d’échantillon.

Par la suite, nous avons opté pour un amorcagwaka I'aide de I'Hexanucleotide Mix de
Roche. En effet, nous voulions effectuer une ancglion de '’ARNm du gene cellulaire de
la B-actine afin de vérifier chaque étape de la teami@r seul un amorcage aléatoire avec
des hexaméres permet d’amplifier différents ADNcpartir de la méme réaction de

rétrotranscription.

a. u7e-1 u7g-2
[ |
[ |

dATP, dCTP, dGTP, dTTP !

+ + dUTF
Taqg po
l AMPLIFICATION PAR PCR
uU7¢e-3 , ! U734

\ A 4
A A

s ¢

Figure 13 : Les coffrets PCR-ELISA Dig-Detection et Dig-Lalmgli(Roche)

a. Au cours de la réaction de PCR-ELISA Dig-Lalgliles produits amplifiés sont marqués a
la digoxigénine (Dig) par l'incorporation de DIG-d® présent en faible quantité dans le
mélange réactionnel. b. Les produits d’amplificatisont dénaturés, puis incubés sous
agitation douce pendant 3 heures a la températybriation de la sonde U79-Biot. Durant

cette étape, la sonde marquée a la biotine safiaestreptavidine du fond de la microplaque.
Une série de lavages élimine les produits non dglsrpuis un anticorps anti-Dig couplé a la
peroxydase (Anti-DIG POD) est ajouté et incubé 30utes a 37 °C. Une nouvelle série de
lavages est réalisée et le substrat (ABJ8e I'enzyme est ajouté. Une incubation de 30 min
a 37 °C et a l'obscurité permet le développemennd’coloration verte. Pour finir, une

mesure de la densité optique (DO) est effectuéeedangueur d’'onde de 405 nm. Les puits

ayant une DO supérieurs a 0,2 sont considérés cquaitfs.
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Les ADNc synthétisés lors de la RT ont ensuiteaétglifiés par nested-PCR :

3 La PCR externe a été réalisée avec la Tag polymétasQiagen en

utilisant les amorces U79-1 et U79-2.

o3 La PCR interne a été réalisée avec le coffret PCISA, Dig-Labeling

de Roche, en utilisant les amorces U79-3 et U79-4.

Les produits amplifiés lors de la PCR interne amalEment été détectés avec le coffret PCR-
ELISA, Dig-detection de (Roche) en utilisant la derlJ79-Biot. Ces coffrets PCR-ELISA

ont été choaisis car ils sont sensibles, spécifigiaedes d’emploi et d’interprétation.

Les publications concernant des techniques de RR-Bllisées pour mettre en évidence la
réactivation d’HHV-6 ont montré que la détectiors ddRNm U79/80 étaient un bon moyen
de mettre en évidence une infection active a HH{ik6éndo et al., 2002 ; Sashiara et al.,
2002). La mise au point d'une RT-PCR permettantddeecter ces transcrits a donc été

décidée.

2.4. Article n°2

L'objectif de ce deuxieme travail était de mettne point une technique de RT-PCR
permettant de mettre en évidence une infectionaétiHHV-6. Dans un premier temps, cette
technique devait étre sensible et montrer a laléoreactivation de 'HHV-6 de type A et/ou
de type B. Puis dans un deuxieme temps, une faisida au point terminée sur de 'ARN
extrait de cellules infectées par HHV-6, cette teghe devait pouvoir étre appliquée a la
détection d’ARNm d’'HHV-6 associés a la réactivatidrale directement a partir du sang
total de patients inclus dans le méme protocolsuida post-transplantation. Une association
entre les manifestations cliniques observées aepatients et la positivité de la réaction a

enfin été recherchée.

“A reverse transcription-nested PCR assay for HFHMRNA early transcript detection after

transplantation”
accepté pour publicationJaVirol Methods

n° : JVMOL-2005-507
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L’avantage de la mise en évidence de transcritscagssa une infection active a HHV-6 est la
non-obligation de déterminer un seuil limite. Dses techniques de détection d’ARNmM
d’HHV-6 associés a la réactivation ont été publi@ebleau 1V). L’analyse de ces différentes
publications nous a amenés a choisir la détectentihnscrits du gene U79/80. La fonction
des produits de ce gene n’est pas encore clairetednite, mais ils participent a la réplication
de I'ADN viral : ils sont co-localisés a la machiigede réplication de I'’ADN viral. De plus,
in vitro leurs ARNm sont retrouvés en guantité abondantandda phase précoce d'une
infection (Taniguchi et al., 2000). Par la suitegnido et al. (2002) ont rapporté que ces
transcrits étaient abondamment exprimés dans lesocytes/macrophages de patients en
phase aigué d’exanthéme subit, mais n’étaient patectés au cours de la phase de
convalescence, méme lorsqu’'une RT-nested PCRrétlisée. De méme, Sashihara et al.
(2002) ont montré que la détection de ces tramssétdit corrélée aux manifestations cliniques
de la réactivation d’'HHV-6 chez les greffés de el souches de sang de cordon (CBSCT)
et était concomitante de la détection de 'ADN d¥Hd dans le plasma.

Prélevements  Contextes

Références ARNmM biologiques cliniques
Norton et al., 1999 U100 PBMC ES

Chuh et al., 2002 U9l PBL GCS
Sashihara et al., 2002 u79/80 Sang total CBSCT
Kondo et al., 2002a u79/80 Mo/M@ ES

Chapenko et al., 2003 u67 PBMC SEP
Andre-Granier et al., 2003 U100 cultures de cellules MT-4 infectées

par HHV-6B souche HST

Yoshikawa et al., 2003 U31, U39, U90, U94 PBMC ES

Tableau IV : Les différentes techniques de RT-PCR HHV-6.
PBMC : cellules mononucléées du sang périphériqueBL : leucocytes du sang
périphérique ; Mo/Mp: monocytes/macrophages. GCS : syndrome de GidBratsti ; ES :
exantheme subit ; SEP : sclérose en plaque ; CBS€deveurs de cellules souches de sang

de cordon.
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A l'aide du logiciel GeneWorks 2.5, les amorcesriiés dans ces deux publications ont été
testées pour leur capacité a amplifier toutesdeslhes d’HHV-6. Or ces amorces ne nous ont
pas donné satisfaction : les différents couplemdtaes décrits avaient été développés sur les
souches d’'HHV-6B ne s’hybridant que partiellemeneale type A, et chaque couple
présentait également une forte difféerence de temtyer d’hybridation, diminuant ainsi le
rendement de la PCR. Nous avons donc choisi unaausgysteme. Aprés alignement des
régions U79/80 des trois souches de référence sééee et publiées (HHV-6A U1102,
HHV-6B HST et HHV-6B Z29), les amorces présentéassd’article ont été choisies, puis
testées pour leur spécificité a amplifier HHV-6 tggpe A ou B et non un autre organisme

(autre herpésvirus, autre virus...).

Les ARN étant fragiles et facilement dégradeés,didévent étre extraits et manipulés en
prenant de multiples précautions. Il faut que leutes soient lysées en présence d’agent
dénaturant les RNases. Par exemple3-tmercaptoéthanol rompt les ponts disulfures des
protéines qui se retrouvent alors sous une fornmefoctionnelle et ne sont plus actives. I
est également important de travailler le plus ramdnt possible et dans la glace, en portant
des gants et en utilisant un matériel traité coleseRNases ou spécialement adapté au travalil
de 'ARN. Toutes ces précautions ont été appliquéesle nombreux contrdles ont été

réalisés.

Une fois la technique validée sur des ARN extrdéscellules infectées par I'HHV-6, elle a
été appliqguée aux ARN extraits du sang total déemia transplantés. Les premiers essais se
sont montrés infructueux : aucun prélevement néatétuvé positif aprés que de nombreux
eéchantillons ont été testés. Afin d’augmenter lasgglité, le couple d’amorces externes a éte
établi et la RT-nested PCR a été mise au point glilisée. Nous avons alors augmenteé le
nombre de précautions et de controles : lors ddidtibution des produits de premiére
amplification, les gants ont été changés entre whaqbe et des contréles négatifs (eau
distillée) ont été intercalés dans les différestases pour vérifier 'absence de contamination.
Dans ce cas, 'TARNm U79/80 d'HHV-6 a été détectésddes prélevements. La recherche
d’'une corrélation entre la positivité de la réactiet la symptomatologie de la réactivation
d’'HHV-6 a enfin été recherchée. Il a alors été obaseque des diarrhées étaient souvent

concomitantes de la détection des transcrits d’HHV-

A terme, il serait intéressant de pouvoir compéaeechnique développée ici avec d'autres

techniques de détection d’ARNmM déja établies. fdisegalement possible d’améliorer cette
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RT-nested PCR en déterminant le nombre de copi®&RNim U79/80 a l'aide d’'une PCR

guantitative en temps réel.
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Partie 2 : ROle du facteur de transcription NFKB dans la
réplication d'HHV-6

121



Apres la mise au point d’outils de détection dedlalication d’'HHV-6, la deuxieme partie de
ce travail de thése a eu pour but de mieux compeeled mécanismes moléculaires encore
inconnus qui permettent la rupture de la latent¢#HY-6 et qui aboutissent a la réactivation

du virus.

Plusieurs publications ont suggéré que le locué BEHHV-6 pourrait jouer un réle dans le
processus de réactivation virale. Cette réactigapourrait mettre en jeu le facteur de
transcription NFkB dont plusieurs sites de liaison sont retrouvésda région R3 située en
amont du locus IE-A. Dans cette partie du travailtiese, nous avons étudié l'influence du
facteur de transcription NKB sur la multiplication du virus HHV-6. Cette deearie partie

fait actuellement I'objet d’'une publication soumédournal of General Virology

Aprés une présentation de la voie de signalisatiorfacteur de transcription NEB, un
rappel bibliographique des publications suggérantdle de ce facteur de transcription dans
la réactivation d’'HHV-6 sera fait. Enfin, I'article°3 “Impairement of NB signaling

decreases IE gene transcription and HHV-6 typepfiaation” sera présenté.

1. Les facteurs de transcription NFKB

La famille des facteurs de transcription KB-est impliguée dans le contréle d’'un grand
nombre de processus cellulaires, tels que les s&sommmunitaires, l'inflammation, les
processus de développement, la croissance celudaifapoptose (Ghosh et Karin, 2002 :
Karin et Lin, 2002). Dans les cellules de mamms#erbFKB constitue une famille de

facteurs de transcription qui comprend cing soutesn
1) les transactivateurs RelA (p65), RelB et c-Rel

2) les sous-unités NdB1 (p50 et son précurseur pl05) etdBR (p52 et son précurseur
p100)

En position N-terminale, ces 5 sous-unités ont@nmun un domaine RHD (Rel Homology

Domain) d’environ 300 acides aminés (Figure 14).d8maine comprend les propriétés de
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liaison a I'ADN (DLA) et de dimérisation (DD). Pacontre, seules les protéines
transactivatrices Rel possédent & leurs extrém@ittessminales, un domaine de transactivation
(DT) qui permet I'activation des genes sous le ddatde NFkB (Ballard et al.,, 1992).
Contrairement aux protéines Rel, p50 et p52 samhgyisées sous formes de précurseurs de
grande taille, respectivement pl05 et pl00, quivatdi subir une maturation par le
protéasome : il y a dégradation sélective des mmt#8 C-terminales qui contiennent des

répétitions ankyrine (Xiao et al., 2004).

RelA
RelB N C
c-Rel
—>
DT
p50/p105 N Répéti.tion c
p52/p100 ankyrine

Figure 14 : Structure des sous-unités MB-
DHR : domaine d’homologie a Rel; SLN: séquence lagalisation nucléaire ; DLA:
domaine de liaison a I'ADN; DD: domaine de dimnséation; DT : domaine de

transactivation

La forme prototype de la voie canonique de ®B-est un hétérodimére inductible composé
des sous-unités p50 et p65. L'activité de RB-est étroitement régulée par l'interaction avec
les protéines inhibitricexB : IkBa, IKB[3, IKBy et kKBe (Ghosh et al., 1998). Ainsi, dans les
cellules non stimulées, le dimere p50-p65 est sdgueans le cytoplasme paBl, ce qui
masque la séquence de localisation nucléaire (SiNe domaine de liaison a 'ADN
(Baeurle et Baltimore, 1989). Aprés stimulation dedlules, le complexe de kinases IKK
(IkB kinases) est activé. Ce complexe est composé rd@ns trois sous-unités distinctes :
IKK a, IKKB qui sont des sous-unités régulatrices et\yKKii est une sous-unité catalytique
(Rothwarf et Karin, 1999). Le complexe IKK phospyleralors kBa sur deux résidus sérine
(Ser-32 et Ser-36) situés en N-terminal. Cette phoglation est le signal pour la
polyubiquitination dekBa et sa dégradation par le protéasome (Whiteside.,e1995). Le

complexe NF«B est alors libéré et sa SLN étant démasquéariktoque dans le noyau ou il

123



se lie aux sites spécifiqued (Figure 15). La séquence consensus de ceskdtesst 5'-
gggRNNYYCC-3' (ou R = purine et Y = pyrimidine). NEB induit la transcription de

nombreux genes parmi lesquels les génes de :

3 Cytokines : I'lL-1o (Mori et Prager, 1996), I'IlL-# (Hiscott et al.,
1993), I'lL-2 (Lai et al., 1995), I'lL-6 (Libermanrmt Baltimore, 1990), I'lL-8 (Kunsch et
Rosen, 1993), le TNB-(Collart et al., 1990), le TNB-(Messer et al., 1990)...

3 Récepteurs de cytokines : CCR5 (Liu et al., 19BR),2R (Ballard et
al., 1988), TNF-R (Santee et Owen-Schaub, 1996)...

©3 Molécules d’adhésion : ICAM-1 (van de Strople et 8996), ELAM-1
(Schinder et Baichwal, 1994)...

Un des genes cibles activés par kE-est celui qui code poukBa. L'IkBa nouvellement
synthétisée pénétre dans le noyau ou elle se NE-&B et le complexekBa-p50-p65 est

exporté vers le cytoplasme (Arenzana-Seidedos, t985).

T o——=
IKKy TN @f@
ab-Ub-Ub-Ub-Ub-Ub

p50 ﬁa ng
5
cytoplasme Q) noyau

e

KB

Figure 15 : La voie canonique de la signalisation KB-
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L'activation du complexe IKK phosphoryleBa qui est dégradée. MB ainsi libéré entre
dans le noyau et active I'expression de genes.

Ainsi, une étape clef pour contréler I'activiteE-kB est la régulation de l'interactiokBa-
NFKB : si KBa ne peut plus étre phosphorylée et donc dégradégB\reste séquestré dans
le cytoplasme et ne peut plus intervenir commeetacte transcription dans le noyau. Une
forme « super-répresseur » de KiB; 'l kBa mutée (kBaMut), a été créée (Whiteside et al.,
1995). Cette protéinxBa est mutée sur les sites de phosphorylation peorgplexe IKK :
les deux sérines en position 32 et 36 sont remgéapar deux alanines. kBaMut est donc

constitutivement liée a NkKB.

La voie dite non-canonique de NB implique le complexe pl100-RelB (Figure 16). Alors
gue la maturation de pl05 est constitutive et adttctionnelle (Lin et al., 1998), celle de
p100 est étroitement régulée par sa phosphorylataunctible et son ubiquitination (Xiao et
al., 2001). L’induction de la phosphorylation deOflet sa maturation passent par NIK
(NFkB-inducing kinase) et IKKK (Senftleben et al., 2001), et non par KKt IKKy. La voie
NF-kB spécifique de NIK/IKK1 ne peut étre stimulée par la plupart des industdarla voie
classique, mais répond plutét aux signaux impligdéss la maturation des cellules B et
'organogenese lymphoide, tels que la lymphotofin&T-3), le facteur activant les cellules
B (BAFF) et le ligand CD40 (Xiao et al., 2001).

LT-B, BAFF, CD40

|
R

— Ubiquitination et dégradation
>
10 l —ILIL‘

RelB ———

/ L

cytoplasme P#E_‘ ” F :

Figure 16 : La voie non canonique de NéB

noyau
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L'activation de NIK (NKB-inducing kinase) active IKK qui phosphoryle pl00. La
maturation de p100 donne p52. Le dimére p52-RelBstoque dans le noyau ou il active la

transcription.

2. Arguments en faveur du role de NFkB dans la stimulation
des genes IE

Depuis la publication des séquences des souchesf@ence HHV-6A (U1102), HHV-6B
(HST) et HHV-6B (Z29), il est établi que la régionterne répétée R3 du génome viral est
composeée de répétitions en tandem contenant desKghl. Ainsi, ont été identifiees 28
copies d'un élément de 110 pb sur la souche UlGaPnpels et al., 1995), 26 copies d’'une
répétition de 103 a 105 pb sur Z29 (Dominguez .et18199) et 24 copies d’'une séquence de
104 & 107 pb sur HST (Isegawa et al., 1999). Gégmn R3 est localisée en amont du locus
IE-A d’HHV-6 qui s’étend de U86 a U91 (Figure 1Tk locus IE-A posséde la séquence la
plus divergente entre les deux types d’'HHV-6 eais@robablement responsable d’'une partie
des différences biologiques entre HHV-6A et HHV-@Bominguez et al., 1999). Ce locus
IE-A est 'homologue de position du locus IE majdiiE) du HCMV et code deux
protéines, IE1 et IE2, correspondant respectivenaemt ORF U89 et U86/87. Ces deux
protéines sont exprimées a partir ’ARNm épissaptiennent chacune un exon dérivé du
gene U90 (Nikolaou et al., 2003 ; Papanikolaou let 2002). Les protéines IE1 et IE2

possédent des propriétés transactivatrices (Mertah, 1991).

R1 R2 R3

—

IE-2 IE-1

Figure 17 : Le locus IE-A d’HHV-6A souche U1102
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Les régions répétées R1, R2 et R3 sont figurées.pkatéines IE-1 et IE-2 correspondent
respectivement aux ORF U90/89 et U90/U86-87 (D'stapanikolaou et al., 2002).

La région R3 contient également des séquencesatégak en cis qui doivent jouer un role
dans la régulation transcriptionnelle du locus IEr&tamment des sites de liaison pour les
facteurs de transcription cellulaires PEA3, kiB-et AP2 (Dominguez et al., 1999). Or chez
le HCMYV, il a été montré que le facteur de trarnsosn NFkB active le promoteur MIE
(Cherrington et Mocarski, 1989 ; Sambuccetti et1889), dont la région promotrice contient
des sites de liaison pour NdB. Une autre étude a rapporté que la région R3mgdtquée
dans I'activation du promoteur du gene IE U95 paeriaction avec NikB (Takemoto et al.,
2001). Au vu de ces travaux, I'hypothése que HiBFsoit un stimulateur de la transcription

des génes IE d’'HHV-6 et donc de la multiplicatianvirus a été avancée.

3. Article n°3

Afin de vérifier notre hypothése, le blocage ded&e de transduction du signal de MB-a

été réalisé en faisant exprimer le super-répredg®arMut par transfection de cellules HSB-

2 permissives a la croissance d’HHV-6A souche G& tellules HSB-2 transfectées par
IkKBaMut ont été infectées de maniére synchrone avewidess HHV-6A GS. Une analyse
guantitative des transcrits de plusieurs géenesalEP&R en temps réel et de la multiplication
du virus par immunofluorescence a été menée eésedtats ont été comparés a ceux obtenus
en absence KKBaMut, c’est-a-dire lorsque NKB peut jouer son rble de facteur de

transcription.

“Impairement of NFkB signaling decreases IE gene transcription and HHWpe A

replication”
soumis al Gen Virol

n° de soumission : JGV paper 81222
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Afin de mettre au point la transfection des ceBulSB-2, le pGL3 control vector (Promega),
qui code le gene de IRenilla luciférase a dans un premier temps été utilisasi@lirs
rapports ADN/agent transfectant ont été testéanéme que plusieurs agents transfectants
(Superfect et Effecten de Qiagen, FUGENE 6 de Rodlgemaximum d’activité luciférase,
mesurée avec le Dual Luciferase assay system (Bejnapres 24 h de transfection a été
obtenu avec le FUGENESG et le rapport 2 pg d’ADNI3le FUGENEG. Cette condition a
ensuite été utilisée pour une co-transfection p&BaMut et nous a donné une bonne
expression de luciférase. Nous avons donc choisrathsfecter 2 ug de plasmideBloMut
avec 3 pl de FUGENEG6. Apres transfection, 'expoessle la protéinekBaMut a été
vérifiée par GeneScan : la mutation dexBbi cellulaire (kBaC) en kBaMut entraine
'apparition sur I'ADNc d’'un site de restrictioNael qui n'est pas retrouvé sur *BaC.
Apres PCR avec une amorce marquée par FAM et nagran capillaire, 'expression de

IkBaMut donne un pic de 100 pb contre 150 pb pouwB4dC.

La capacité dekBaMut a bloquer NF«B dans le cytoplasme a été testée par une technique
de gel retard (EMSA) en utilisant une sork® marquée a la digoxigénine (Roche). La
fixation de NFkB surkB-DIG entrainait alors un retard sur gel. Cettec#ffmité de liaison a

été contrélée avec un exces de satBl@on marquée et de sonde AP-1 non marquée. Dans le
premier cas, la fixation de NKB surkB non marquée conduisait a la réversion de ladiais

et aucun retard n’était observé, alors que damelxiéme cas I'exces de sonde AP-1 non
marquée ne réversait pas ce retard. Le dimeraBl&-été identifié en ajoutant de I'anticorps
anti-p50 ou anti-p65 a la réaction de liaison. ixatfon de ces anticorps au complexexiBF

KB entrainait alors un "super-retard”. Les résultaigs ont permis de conclure que lorsque
'l kBaMut était exprimée, NkB était principalement dans le cytoplasme, et qlekR
impliquée était un hétérodimere p50-p65. Une aeapa western blot a permis de vérifier
gue lors de la préparation des extraits nucléaireytoplasmiques nécessaires a I'lEMSA, les
extraits nucléaires ne contenaient pas de protéineytoplasme et réciproquement. Ainsi, la
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protéine GAPDH spécifique du cytoplasme n'a étéedée que dans les extraits
cytoplasmiques, alors que la protéine histone Hicifigue du noyau n’était, quant a elle,

présente que dans les extraits nucléaires.

La méthode de quantification des ARNm IE a nécédsitlonage des 4 genes d’intérét pour
I'établissement des gammes de standards externes.pdtallele, les techniques de
guantification des ARNm ont été optimisées en faisarier les conditions réactionnelles et
les protocoles d’amplification-quantification, deniere & n’obtenir en fin de réaction que les
produits amplifiés spécifiques de nos transcritsogt des dimeres d’amorces. La présence de
ces dimeres pourrait alors fausser les résultatixant eux aussi le SYBR Green | utilisé
pour la quantification ; le nombre de copies déteénserait alors erroné. Aprés les premiers
essais sur le LightCycler, il est également appatuoessaire de rajouter une étape de
purification des ADNc sur membrane de silice (QlA§UPCR purification kit, Qiagen). Sans
cette étape, la présence d’un inhibiteur dans BN@&empéchait toute quantification. Chaque
étape utilisant les ARNm a été contrbélée par amsplibn du géne de Ig-actine, comme

précédemment décrit pour I'Article n°2.

L’absence de lignée cellulaire dans laquelle HHSefait présent a I'état latent et pour lequel
la réactivation pourrait étre induite a contraintné&ttre au point un systéme d’infection
synchrone. Ce systeme a été choisi afin que tausit®ns soient dans la méme phase du
cycle réplicatif et pour étudier la période trééqarce (jusqu’a 8 h post-infection) de celui-ci.
L'obtention d'un stock de virions titrés, suffisaqggour pouvoir réaliser toutes les
manipulations, a été longue du fait de la culiargitro délicate et peu productive d’'HHV-6.
De grandes quantités de culture virale ont di ébreservées a -80 °C pour pouvoir étre

ultracentrifugées afin de concentrer les particiiésctieuses.

La méthode choisie pour vérifier notre hypothésksatun mécanisme indirect : nous avons
recherché si l'effet de l'inhibition de la voie dggnalisation de NkB par son super-
répresseurkiBaMut diminuait la multiplication du virus. Les résatis obtenus montrent que
lorsque NFkB ne peut plus agir en tant que facteur de trapion parce qu’il est
constitutivement séquestré dans le cytoplasme,qlemtités de transcrits des genes |E
d’HHV-6 et le nombre de cellules infectées sont idirdes par rapport aux conditions
normales. Nous en avons donc conclu que le facteutranscription NkB joue un réle

important dans la réplication du virus HHV-6.
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Le role du facteur de transcription MB- dans la réplication du HCMV a également été
étudié par une autre équipe. A linverse de ce goes avons observé pour I'HHV-6,

Benedict et al. (2004) ont montré que :

o3 Les éléments de réponse a KB-situés dans le promoteur IE majeur
(MIEP) ne sont pas requis pour la réplication dt@owyégalovirus murin (MCMV) : la

mutation des sitesB n’affecte pas la réplication de ce virus

o3 La voie canonique de NKB n’est pas nécessaire a la réplication ni du

MCMV, ni du HCMV : la transfection stable deBaMut n’altére pas la réplication virale.

o3 L’expression de HCMV IE ne requiert pas MB-: les quantifications
des ARNmiel par PCR en temps réel et de la protéine IE1 patene blot sont équivalentes

dans les cellules exprimamBaMut et dans les cellules normales exprimaidC.

Par contre, la réplication de 'HSV-1 nécessiteargua elle, NF«B : la production de
particules virales est diminuée dans les celluésodrvues de NkB (p50” et/ou p683),
mais I'accumulation de I'’ADN viral et de protéinddHSV-1 n’est pas affectée. Le rble de
NF-kB serait alors de permettre le passage de la satlie I’ADN viral vers son

encapsidation et I'assemblage des virions (Tadtab,e004).

Puisque linhibition de la voie canonique de KB-diminue la réplication d’HHV-6,
I'utilisation de molécules capables d’inhiber cettée de signalisation pourrait étre un bon
moyen d’enrayer la multiplication d’'HHV-6. De tatemposés ont été utilisés pour empécher
la multiplication du HCMV et de 'HSV-1. Ainsi, lelérivé anilino AS602868 qui inhibe
spécifiguement I'lKK3 du complexe IKK a été testé pour sa capacité dénha réplication

du HCMV (Caposio et al.,, 2004)n vitro, en présence d’AS602868, I'expression des
protéines IE1 et IE2 du HCMV est bloquée dés laspHi& du cycle réplication, de méme que
les étapes suivantes comme le montre I'expressiomdée du géne précoce UL44, qui code
le facteur de processivité de 'ADN polymérase leir@t du gene tardif UL99. La synthése de
I’ADN est également inhibée d’'une maniére dose dépete, cette inhibition est réversible :
le retrait de la drogue permet la reprise de lah®ge d’ADN viral. Ainsi, I'inhibition de
IKK 3 entraine une inhibition significative dose-déperidade la production de particules
virales de HCMV. De plus, 'AS602868 n'affecte pda viabilité cellulaire. Les
prostaglandines cyclopentenones (CyPG) sont egatedeepuissants inhibiteurs de I'lHK
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Leur action sur l'infection par HSV-1 a été rapgerpar Amici et al. (2001) qui ont montré
gue l'activation de NB induite par HSV-1 est inhibée en présence de CgPr@sulte en
une activité antivirale. A terme, il serait intésast de rechercher I'effet de ces molécules sur
'HHV-6.

Dans notre étude, nous n‘avons pas observé didgriéttranscription ou de la multiplication
du virus HHV-6. Cela laisse penser que des voiegxas de signalisation seraient mises en
place pour stimuler la réplication. Ainsi il seraitéressant d’étudier la voie de signalisation
non canonique de NkB. De méme le rble des sites de liaison des fastB&HA3 et AP2
présents dans la région R3 pourrait étre examiagllBlement a ce qui a été trouvé pour le
HCMV (Staak et al., 1997), le r6le des drogues isaht une augmentation de la quantité

d’AMPc pourrait étre étudié dans la réactivatiollidV-6.
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CONCLUSION GENERALE
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L’objectif de mon travail de these était doubleéévelopper des outils moléculaires permettant
la mesure ou la mise en évidence de la multipboatiHHV-6 et étudier le réle du facteur de

transcription NF«B dans la stimulation de la réplication d’'HHV-6.

Apres I'établissement de I'environnement bibliodrigjue, la premiere partie du travail de
these de ce mémoire a concerné la mise au poirtedesiques de détection d'une infection

active a HHV-6. Pour cela, deux méthodes ont étéldppées :

o3 Un systeme de PCR quantitative multiplex permettintiéterminer la
charge virale HCMV, HHV-6A et/ou HHV-6B

©3 Une technique de RT-PCR couplée a une hybridationpque
permettant la mise en évidence de transcrits a&s@cia réactivation
d’HHV-6

Ces outils ont dans un premier temps étaient opéissur des cultures cellulaires d’'HHV-6A
(souche GS) et d’HHV-6B (souche HST). Par la suitedisposant pas de lignée cellulaire
dans laquelle 'HHV-6 serait présent a I'état latehou la réactivation pourrait étre induite,
nous avons, dans un deuxieme temps, travaillé ssrpgélevements sanguins de patients
transplantés. En effet, les greffés de moelle aas@MT) et d’organes solides (SOT) sont de
bons modeles d’étude de la réactivation d’HHV-8eprrésentent un bon terrain d’application
des outils moléculaires développés. De plus, a amoivée au laboratoire, le début d’un
protocole clinique de suivi de la réactivation d'W8 apres transplantation nous a fourni les

échantillons nécessaires.

La technique de PCR quantitative multiplex en teméed s’est avérée intéressante pour le
suivi des patients. Elle combine dans une seulgioéala détermination des charges virales
de deuxf-herpesvirinaeHCMV et/ou HHV-6, qui sont deux pathogénes impatdgoouvant
induire des maladies graves voire mortelles aprassplantation. Le grand nombre de
preléevements testés (170 échantillons), nous aé&aomnme bonne corrélation avec les autres
techniques de quantification précédemment utilis€esi nous a également permis d’établir
un seuil de discrimination entre le virus latenteetirus réplicatif, seuil en dessous duquel le
virus détecté peut étre considéré comme latentmBe nous avons pu déterminer que les
réactivation symptomatiques étaient associées guhatifications > a 500 copies/pg d’ADN
pour HHV-6 et/ou HCMV. Cependant, cette techniqee RCR quantitative multiplex en
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temps réel, bien que fiable pour le suivi des pagi¢ransplantés reste moins sensible que les

techniques développées en simplex.

La technigue de RT-PCR développée sur TARNmM duegéii9/80 d’HHV-6 est elle aussi

sensible : elle combine une nested-PCR a une Hatlmid en plaque. Le nombre de
prélevements positifs est cependant faible : 3264)15ur 206 préléevements de sang total
testés. De nombreux préléevements sont positifs symsptomatologie associée a la
réactivation d’'HHV-6. Une amélioration de cetteheicue pourrait passer par la mise au

point de la quantification des messagers U79/80Hy/+6.

Ces deux techniques ont donné satisfaction loriga’ent été appliqguées aux prélevements
de patients transplantés. Le but initial était oela@t de pouvoir appliquer ces deux
techniques aux mémes prélevements afin de pow®itdmparer. Malheureusement, la mise
au point des techniques et la gestion des prélavsm@éont pas permis I'application en

paralléle de ces deux systemes de détection éadsvation d’'HHV-6.

Au cours de la deuxieme partie de mon travail @sehnous avons voulu étudier le réle de la
voie canonique du facteur de transcription RB-dans le déclenchement de la réactivation
d’'HHV-6, un tel réle ayant était démontré pour dfaes herpesvirus. Ne disposant pas d'un
systeme d’infection latente, nous avons choisiedgmer comment le facteur MiB- pouvait
stimuler la réplication du virus HHV-6 au cours [@ephase trés précoce (IE) du cycle
d’infection lytique et quelles étaient les consames au niveau de la multiplication du virus.
Les résultats ont été obtenus de maniére indirestris avons utilisé le super-répresseur
IkBaMut qui, ne pouvant étre phosphorylé, séquestrekBIFdans le cytoplasme et
'empéche de jouer son role de facteur de transenmans le noyau. Une diminution de la
multiplication du virus a alors été observée. Latre d’arrét de la multiplication d’'HHV-6,
laisse supposer que la voie canique dekBRntervient, mais certainement pas toute seule.
Ainsi, il serait intéressant d’étudier la voie noanonique de NkB, mais aussi d'autres

facteurs de transcription.

Etant donné le rble joué par le facteur de traptorn NFkB dans linitiation de la
réplication et donc dans la réactivation d’'HHV-6) moyen d’enrayer cette réactivation

pourrait étre I'inhibition de la voie de signalisat de NFKB dans les cellules infectées. Ceci
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a été déemontrin vitro pour le HCMV et I'HSV-1 en utilisant des inhibitesude I'lKK[3, mais
aucune applicatiom vivo n’a été rapportée. Avec la découverte récente ahHN-6, des

essaisn vivo pourraient peut étre menés.
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Parallelement au travail de thése exposé dans cmsmdt, une revue de la littérature
concernant les herpesvirus humains et le factetnoeant les tumeurs de type alpha (TéJF-

a été publiée.

"Inter-relation entre virus herpés huaminsuebor necrosis facton”

K. Pradeau, S. Collot-Teixeira, F. Denis, S. Al&nRanger-Rogez

Virologie 2004, 8 : 39-51.
Dans cet article, nous avons, dans un premier tepngsenté le TNIE, son mode d'action et
son rble dans l'organisme. Puis, dans un deuxi@mgpd, nous avons établi les relations

existant entre le TNE-et les herpésvirus humains. Nous avons ainsi réppae :

o3 La production de TNFr est stimulée par les herpésvirus

o3 Le TNF-a est un agent antiviral

©3 La réactivation du HCMV est induite par le TNi--

©3 Les herpesvirus induisent l'apoptose ou a l'invdeserolifération

cellulaire via les voies de signalisation du TNF-

Une participation aux travaux de E. Denes etaaement été apportee.

"Successful treatment of human herpesvirus 6 eraeptyelitis in immunocompetent
patient”

E. Denes, L. Magy, K. Pradeau, S. Alain, P. Weioky&. Ranger-Rogez

Emerging Infectious Diseases 2004, 10 (4) : 729-31.

Ces deux articles sont présentés ici.
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Réactivation de I'nerpesvirus humain de type 6 (HHV6) :
outils de détection et mécanismes moléculaires

RESUME

L’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) est un vities répandu qui reste dans I'organisme sous ameef
latente aprés la primo-infection. Cette latencealgir est entrecoupée d'épisodes de réactivation,
s'accompagnant d’'une production de nombreusesphes infectieuses. La réactivation semble anocliez

le sujet sain, mais peut étre trés grave dansreiffé contextes d'immunodépression, notamment aprés
transplantation, A I'heure actuelle, les mécanispesnettant le maintien de la latence ou a I'ingezgux
entrainant la réactivation sont inconnus. L'obfed¢i ce travail de these était double. Dans un greremps,
des outils moléculaires permettant la détectiofadaultiplication d'HHV-6 ont été développés. Poala une
technique de quantification par PCR en temps ré€anise au point. De méme la détection des ARNm d
virus associés a sa réplication par une RT-PCR aéallisée. Afin de tester ces outils de déteddimms un
contexte de réactivation, elles ont été appliquéees préléevements sanguins de patients transpldraé
deux méthodes se sont alors révélées efficacemetire en évidence la réactivation d'HHV-6. Puissdan
deuxiéme temps, I'effet de I'expression du facteeirtranscription NfB sur la transcription des génes tres
précoces du virus a été recherché. Pour cela, per-sépresseur de NEB (IkBaMut) a été transfecté dans
des cellules favorables a la croissance viraleinBibant la voie canique de signalisation de ®Bs-une
diminution de la réplication du virus, mise en @ride par une baisse de la transcription des ARNMawxia
l'aide d'une technigue de RT-PCR quantitative etr pme réduction du nombre de cellules en
immunofluorescence, a été observée. Un rble importhu facteur de transcription N&B dans la
multiplication du virus HHV-6 a ainsi été démontre.

Mots clés. HHV-6, réactivation, PCR quantitative multipler temps réel, RT-PCR, facteur de transcription
NF-«B

Human herpesvirus 6 (HHV-6) reactivation:
detection methods and molecular mechanisms

ABSTRACT

Human herpesvirus 6 (HHV-6) is a widespread vitust remains for life in a latent state after priynar
infection. But HHV-6 may reactivate, producing manfectious particles. This reactivation seems hess
in healthy subject, but can be very serious inotegicontexts of immunosuppression, such as orgasglant
recipients. Actually, the mechanisms allowing thaintenance of latency or contrary those involvihg t
reactivation are unknown. The objective of this kvaias double. In the fist time, molecular methazdétect
HHV-6 multiplication were developed: a real timeagtitative PCR method and a RT-PCR assay allowiag t
detection of viral MRNAs associated with HHV-6 iiegtion were carried out. In order to test thesea®n
techniques in a context of reactivation, they wapelied to blood samples from transplanted pati€rite
two methods were proved to be effective to highlidjle reactivation of HHV-6. Then in the seconddjrthe
effect of NFkB transcription factor on immediate early genesdcaiption of HHV-6 was investigated. For
this purpose, a NKB super-repressorBaMut) was transfected in cells permissive to HHV¥6wgth. By
inhibiting the canonical pathway of NEB induction, a reduction in the replication of tieus, demonstrated
by a decrease in viral mMRNA transcription usinguargitative RT-PCR method and by a reduction in the
number of infected cells using an immunofluoreseeagsay, was observed. Thus an important role Fer N
KB transcription factor in the multiplication of ug HHV-6 was shown.

Key worlds HHV-6 reactivation, multiplex quantitative reairte PCR, RT-PCR, NKkB transcription factor





