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ABREVIATIONS

AAV-2 . adeno-associated virus de typea@lénovirus associé de type 2

AKT : ou PKB protéine kinase B

ALK : anaplastic lymphoma kinaskinase du lymphome anaplasique

AP1 : activator protein 1protéine activatrice 1

BARF : BamHI-A right frame

BAX : BCL-2-associated protejiprotéine associée a BCL-2

BCL : B cell ymphomalymphome des cellules B

BCR : B-cell receptoy récepteur des cellules B

BHK : baby hamster kidnegellules de rein de hamster nouveau-né

bHLH : domaine basique HLH

BJAB : Burkitt's lymphoma B-cell lindignée cellulaire B de lymphome de Burkitt
BMT : bone marrow transplantatigmeceveur de moelle osseuse

CCL : chemokine C-C motif ligantigand de la chimiokine au motif C-C

CCR : chemokine C-C motif recepta@cepteur de la chimiokine au motif C-C
CD : cellule dendritique

cFLIP : cellular-flice like inhibitory proteins

Cp ou Wp : promoteur de EBNA-LP, 2, 3A, 3B, 3C

CRE : cyclic adenosine monophosphate-responsive elem@émtent répondant a I'adénosine
monophosphate cyclique

CTAR : C-terminal activating regionrégion activatrice C-terminale

CV-1 : cellules rénales de singe

CXCL : chemokine C-X-C motif ligantigand de la chimiokine au motif C-X-C
DIHS : Drug-Induced Hypersensitivity Sydronggndrome d’hypersensibilité induite par des desgu
DL et DR : régions conservées contenant les oriLyt de I'EBV

DRs : direct repeatsrégions répétées et orientées

DRESS :drug reaction with eosinophilia and systemics symnst éosinophilie et symptomes
systémiques de réaction aux drogues

E : early, précoce

EBER : EBV-encoded small RNAetits ARNs codant 'EBV

EBF : early B-cell factor facteur de cellule B précoce

EBNA : EBV nuclear antigerantigéne nucléaire de 'EBV

EBNA-LP : EBV nuclear antigen leader proteiprotéine leader des EBNAs

EBYV : Epstein-Barr virusvirus d’Epstein et Barr

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

ERK : extracellular signal-regulated kinaskinase régulée par un signal extracellulaire
FAM : 6-carboxyfluorescein

GAPDH : glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase

HBLV : human B-lymphotropic virysirus humain B-lymphotrope

HCMV : human cytomegalovirysytomégalovirus humain

HHV : human herpesvirysierpésvirus humain

HLA : human leucocyte antigeantigéne leucocytaire humain

HLH : Helix loop helix hélice boucle hélice

HRS : Hodgkin et Reed-Sternberg

HSV : human simplexvirysherpés simplex virus humain

IAP : inhibitor of apoptosis proteirprotéine inhibitrice de I'apoptose

ICAM : inter cellular adhesion moleculenolécule d’adhésion inter cellulaire

Id2 : inhibiteur de la différenciation

IE : immediate earlytres précoce

IFN : interféron

IxBa : inhibiteur de NikB

IKK : 1xB kinase kinase dedB

interféron ¢ IP-10 : interferony-inducible protein 1Qprotéine 10 inductible a 'interféron
IR : régions internes répétées

IRES : segment d’entrée interne des ribosomes
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Jak : Janus kinase

JNK : Jun N terminal kinase

L : late, tardive

L et H : lymphocytique et histiocytique

LFA : leucocyte function associatddnction associée aux leucocytes

LH : lymphome de Hodgkin

LJ : left jonction segment de jonction gauche

LMP : latent membrane proteiprotéine membranaire de latence

LT : left terminal segment terminal gauche

LTR : long terminal repeat

LTs : latency-associated transcriptsanscrits associés a la latence

MALT : mucosa associated lymphoid tisstigsu lymphoide associé a la muqueuse
MDC : macrophage derivated chemokjmhimiokine dérivant du macrophage

MEK : mitogen-activated or extracellular signal-regulatebtein kinasgprotéine kinase régulée par
un signal extracellulaire ou une activité mitogéne

MDMZ2 : Murine double minute protein 2

MGB : minor groove binding

MMP-2 : métalloprotéinase de matrice 2

MUM-1 : mutiple myeloma oncogenedncogene 1 du myélome multiple

MTT : bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diplgétetrazolium

Ned® : géne de résistance a la néomycine

NFAT : nuclear factor of activated T-cell&acteur nucléaire des cellules T activées
NFkB : nuclear factor kappa Bfacteur nucléaire kappa B

NIH3T3 : cellules fibroblastiques de souris

NK : Natural Killer

nsP : protéine non structurale

ori-lyt : origine de réplication lytique

ori P : origine de réplication latente

Pax-5 : paired homeobox-5

P13 kinase : phosphoinositide 3-kinase

PBMCs : cellules mononucléées du sang périphérique

Qp : promoteur de EBNA1

R1, 2, 3 :répétitions internes 1, 2 et 3

RANK : receptor activator of NEB, récepteur activateur de NB

REAL : Revised European American Lymphoma

RIP : receptor interacting proteirprotéine interagissant avec le récepteur

RJ : right jonction segment de jonction droite

RS : Reed-Sternberg

RTS : rapid translation system

Sf9 : Spodoptera frugiperda

SFV : Semliki forest virusvirus de la forét Semliki

SIDA : syndrome d'immunodéfience acquise

SNC : systeme nerveux central

SOT : solid organ transplantatiorreceveurs d’organes solides

STAT : signal transducers and activators of transcriptittansducteurs de signaux et activateurs de
transcription

SV40 :simian virus 40

TAMRA : 6-carboxytetramethylrhodamine

TARC : thymus and activation-regulated chemokicie@miokine du thymus a activation régulée
TES : transformation effector sifesite effecteur de la transformation

TGFp : transforming growth factof, facteur de croissance transformgnt

TIMP1 : inhibiteur tissulaire de métalloprotéinase 1

TNF : tumor necrosis factoifacteur nécrosant les tumeurs

TNFR : tumor necrosis factor receptarécepteur au TNF

TR : terminal repeatrégion terminale répétée

TRADD : TNFR associated death domattomaine de mort associé au TNFR
TRAF : tumor necrosis factor receptor-associated facfacteur associé au récepteur au TNF
TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing liganligand induisant I'apoptose en rapport avec |&TN
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TRIP : promoteur inductible et répressible a la tétraoyli

ttA : protéine transactivatrice

U : région unique

UT : untranslated non transcrites

VCA : virus capsid antigerantigéne viral de capside

VEGF : vascular endothelial growth factofacteur de croissance endothélial vasculaire
VIH : virus de 'immunodéficience humaine

VZV : varicella zoster virusvirus de la varicelle et du zona

WHO : World Health Organizationorganisation mondiale de la santé (OMS)

XIAP : X-chromosome-linked IARrotéine inhibitrice de I'apoptose liée au chremme X
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INTRODUCTION GENERALE

Les herpésvirus appartiennent a la famille Hespesviridaeregroupant plus de 100 virus
connus, infectant les animaux ou les étres hum@rsun et al., 1997 Parmi cette grande
famille, il existe huit membres strictement humailhs’agit des deux herpes simplex virus
(HSV-1 et HSV-2), du virus de la varicelle et dinamu VZV (herpesvirus humain de type 3
ou HHV-3), du virus d’Epstein et Barr ou EBV (hespi&gus humain de type 4 ou HHV-4), du
cytomégalovirus humain ou HCMV (herpésvirus humdm type 5 ou HHV-5) et des
herpésvirus humains de type 6 (HHV-6), 7 (HHV-7) 8&t(HHV-8) (Tableau ). Leur
regroupement en 3 sous-familles nommeess- et y-herpesvirinaeest basé sur différents
critéres tels que la taille et la structure du géeples caractéristiques de cultimevitro, la
durée du cycle de réplication et enfin le site akericein vivo (De Bolle et al., 2006 La
caractéristique commune portée par I'ensemble devices est une contamination lors d’'une
primo-infection qui est toujours suivie d’'une phafe latence pouvant étre entrecoupée de

réactivationsi{rueger et Ablashi, 2003

L’herpésvirus humain de type 6 a fait 'objet deti@vail de these. Il présente deux variants A
et B tous deux ayant des caractéres lymphotropiduiesiV-6B a été trouvé dans divers
lymphomes Razzaque, 1990; Salahuddin, 1p®t particulierement dans le lymphome de

Hodgkin (LH) (Torelli et al., 199).

L’objectif de ce travail a été d’étudier la locali®n de 'HHV-6 dans les tissus hodgkiniens,
I'expression de I'oncoprotéine virale DR7 de 'HHBR et les conséquences gu’elle entrainait

pour la cellule.

Apres une revue de la littérature concernant I'H6IYuis le lymphome de Hodgkin ainsi que
leur association, le travail de thése a proprenpamnier sera présenté. Il sera globalement

divisé en 2 parties :
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% de la
population adulte
infectée

Sous-

famille

Taille du
génome

(kb)

Culture in vitro

Site de latence

Principales pathologies associées

herpés labial
70 152 67 Nombreux - encéphalites séveres
systemes - kératites
ulai . - . ea—r
20 152 69 cellulaires Ganglions sensitifs herpc‘as gt'anltal o
- herpeés néonatal disséminé
90 126 46 Flbr‘oblc?s‘tes - varicelle
humains - zona
. - syndromes mononucléosiques
40 229 57 Flbhr;o"t‘)‘l:iJ::es - maladie des inclusions cytomégaliques
- infections de |'immunodéprimé
— Monocytes, : :
> 95 apres - pathologies neurologiques
I'dge de 2 ans lymphocytes,
9 . 140-170 43 Lymphoblastes et endothélium des . . .
pour |'un ou . - roséole infantile
. lymphocytes vaisseaux
les 2 virus .
humains - encore non formellement associé a une maladie
> 85 145-153 | 36 ene
humaine
- mononucléose infectieuse
> 95 172 60 Lymphocytes B - lymphome de Burkitt
S . - lymphome de Hodgkin (40% des cas)
Lignées cellulaires . p
T - carcinomes nasopharyngés
< 5% jusqu'a 70% - sarcome de Kaposi associé au SIDA
(dépend des régions 140 54 Lymphocytes - maladie de Castleman multicentrique
du globe) - lymphome des séreuses

Tableau I : Caractéristiques des 8 herpésvirus humains
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La premiere partie présente les résultats obtermus pn panel de patients atteints de

lymphome de Hodgkin.

€ Tout d'abord, ce panel a été étudié par PCR qading en temps réel pour
rechercher la positivité vis-a-vis de deux herp@syil'un connu comme impliqué dans le
lymphome de Hodgkin, 'EBV, et l'autre dont le rOlgans cette pathologie est plus

controversé dans la littérature : 'HHV-6.

& Seuls les échantillons présentant une positivoté pHHV-6 ont dans un deuxieme
temps été conservés afin de rechercher la présieneeus dans la cellule de Reed-Sternberg
(RS), caractéristique du lymphome de Hodgkin, mlietudier I'expression de la protéine
DR7 dans cette cellule. Pour ce dernier aspechtioaaps anti-DR7 a été produit et testé par
immuno-histochimie sur les coupes anatomo-pathqlags des adénopathies des patients
étudiés.

& Enfin, un double marquage pour révéler les onceg@iraux DR7 du virus HHV-6
et LMP1 du virus EBV a été réalisé afin d’obsergerces protéines oncogéniques sont
exprimées en méme temps dans les mémes cellulsisaolinverse elles sont trouvées dans

des cellules différentes.

La seconde partie traite de I'importance des medatifons cellulaires induites par I'expression
de l'oncoprotéine DR7B. Cette étude a été réalggéee a I'obtention d’'une lignée stable

possédant le gene DR7B.
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L'HERPESVIRUS HUMAIN DE TYPE 6

I. Historique

Figure 1 : Syed Zaki SALAHUDDIN

(D’aprés http://www.cimm.net/zaki.htin

L’herpesvirus humain de type 6 (HHV-6) a été isfuéuitement en 1986, chez 6 patients
atteints de syndromes lymphoprolifératifs, deuxn€tan outre porteurs du virus de
'immunodéficience humaine (VIH), a partir de céd#lsl mononucléées du sang périphérique
(PBMCs) stimulées par I'interleukine Zdlahuddin et al., 198@igure J]. Les cultures de
PBMCs ont en effet montré un effet cytopathogénbaliituel caractérisé par une
ballonisation des cellules et associé a la présdhoe herpésvirus observé par microscopie
électroniqgue. Ce nouvel herpésvirus a été initielemnommé HBLV (Human B-
lymphotropic virus) Josephs et al., 198@u fait de son tropismi@ vitro pour des cellules B
fraichement isolées. Mais différentes études piestdas ont démontré que des virus
similaires infectaient et se répliquaient de fagomportante au sein de lymphocytes
appartenant a la lignée Tusso et al., 1998d’ou le changement d’appellation pour HHV-6
(Ablashi et al., 198y La classification des isolats d’'HHV-6 en dewowpes selon des

propriétés génétiques et antigéniques a par la stét réaliséerubin et al., 1991 Schirmer
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et al., 199). Ces 2 groupes différaient par leur épidémiolplgiers propriétés de croissance,
leur réactivité avec des panels d’anticorps momaula, leurs profils de restriction et leurs
séquences nucléotidiquesb(ashi et al., 1991 Nommés HHV-6A et HHV-6B, ces deux
variants sont trés proches, certains genes prégeites de 95% d’homologiedplashi et al.,
1993. Des souches prototypes sont connues pour chagist : GS (isolée patalahuddin

et al., 198p et U1102 (issue d’'un patient Ougandais séropgmtir le VIH, Downing et al.,
1987 pour le variant A, Z29 (patient originaire de damet séropositif pour le VIH] Opez

et al., 1983 et HST (patient japonais atteint d’exanthéme tst@manishi et al., 1995our

le variant B. La recherche des maladies associg&esngections par HHV-6 fut compliquée
du fait de la haute séroprévalence du virus damp®paulation générale mais le jeune age de
I'acquisition de linfection a suggéré l'associatiale ce virus avec une maladie infantile
connue. L'HHV-6 a par ailleurs été décrit commevinus capable de réactiver, comme tous

les herpesvirus, a la fois chez les personnes inoampétentes et immunodéprimeées.

II. Morphologie du virus

Faisant partie de la famille dekerpesviridag 'lHHV-6A et 'HHV-6B sont des membres de

la sous-famille deg-herpesvirinaeappartenant au gendeoseoloviruscomme I'HHV-7
(Black et Pellett, 1999; Caserta et al., 20@ette classification est basée sur le haut niveau
de conservation des séquences et la colinéarititigée générale entre ces virus et le HCMV

(Gompels et al., 1995

IT-1. Ultrastructure

L’'HHV-6 comme tous les herpésvirus posséde 4 élésnsinucturaux majeursizman et

Pellet, 200} (Figure J :
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2§ un noyau d’environ 60 nm de diamétre, dense aux électroorienant le génome
viral
X une nucléocapside a symétrie icosaédrigue de 90 a 110 nm de diamétre

contenant 162 capsomeres

XX un tégument protéique peu structuré, d’environ 40 nm d'épaisseccupant

I'espace entre la nucléocapside et I'enveloppe

2§ une enveloppe ou bicouche lipidique dérivant des membranes ceiles de la
cellule-héte ou sont enchassées les glycoprot&ingss

Les virions matures possedent un diamétre de 20(Bimrfeld et al., 1987; Yoshida et al.,

1989.

Spicules

Enveloppe

Nucléocapside

Acide nucléique

Tégument

Figure 2 : Ultrastructure des herpesvirus

Fig. 2a. Photographie en microscopie électronique
(http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hsv-3bg.gif

Fig. 2b. Représentation schématique
(http://www.nishikigoionline.com/phpbb2/album pic.pRpic id=1357?
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II-2. Génome (Tableau l)

GENES DE GENES DE
L'HHV-6B HST FONCTIONS ET/OU COMMENTAIRES L'HHV-6B HST FONCTIONS ET/OU COMMENTAIRES
LT1 / U48 gH, se complexe a gL et gO ou gQ
DR1 Famille des genes US22 du HCMV v49 Protéine de fusion
DR2 Famille des génes US22 du HCMV U50 Réle dans I'empaquetage de I'ADN
DR3 / Us1 Homologue récepteur caupllé iy protéines G, récepteur aux
chimiokines

DRé6 Famille des génes US22 du HCMV U52 /

DRHNI1 / Us3 Protéase agit dans la mafurnfi.an de la capside, protéine de

capside
DR7 Famille des génes US22 d.u HCMV, transformant, Us4 Transactivateur du virion, ppé5/72K
transactivateur

DRHN2 / U55 UTPase
DR8 Domaine SR U56 Protéine de capside
LJ1 Jonction avec les répétitions télomériques U57 Protéine majeure de capside
U1 Domaine SR U58 /
u2 Famille des génes US22 du HCMV U59 /

U3 Famille des génes US22 du HCMV U60 Transcrit tardif du géne ']NA)%/,:J“ pour |'empaquetage de
U4 / U61 /

U5 / vé62 /

vé / Ué3 /

u7 Famille des génes US22 du HCMV Ué4 Réle dans I'empaquetage de I'ADN, protéine du tégument
U8 Famille des génes US22 du HCMV U65 Protéine du tég t

u9 / U6 Transcrit tardif du géne U.60/U66 pour |'empaquetage de

I'ADN

v10 / vé67 /

U11 pp100, protéine structurale majeure antigéniq Ué68 /

U12EX Récepteur CC-chimiokine, Exonl Ué69 Kinase du ganciclovir, phosphotransférase conservée
vi2 Récepteur CC-chimiokine, exon 2 u70 Déoxyribonucléase, rdle d?:sbzaTurnﬁon/empnquefage de
U13 / U71 Protéine du myristoylée

Protéine intégrale de la membrane gM, se complexe avec
vi4 Famille des génes UL25/UL35 du HCMV u72 gN, réle dans I'enveloppement du virion et dans le trafic des
protéines de membranes
U15 / u73 Protéine de liaison & I'origine, hélicase
u16 IE-B, transactivateur, famille des génes US22 du u74 Complexe|primase/hélicase
HCMV
v17 IE-B U75 /
v1s TE-B, homologue de la gp IE du HCMV u76 Protéine mineure de la capls.i:eD,Nr'Slz dans I'empaquetage de
v19 IE-B v77 Complexe primase/hélicase, hélicase
v20 Gp U79 Epissé, role probable dans la réplication de 'ADN
U21 Gp Us0 Epissé, role probable dans la réplication de I'ADN
v22 Gp Us1 Uracyl-ADN glycosylase
v23 Gp u82 gL, se complexe avec gH
v24 Domaine_hydrophobe us3 Chimiokine
U25 Famille des génes US22 Us4 /
U26 / U85 Homologue d'0X-2, ap
v27 pp41, transactivateur d:o:n processivité de I'ADN U6 IE-A, homologue TE-2 du HCMV
v2s Grande sous-unité de la ribonucléotide réductase us9 B30, LEElgm el POSITIOH €5 0l C G,
transactivateur
v29 Protéine mineure de la capside U0 IE-A, épissage de U86 et U89
U30 Protéine du tégument HN1 IE-A, épissage de U90
U31 Protéine du tégument U91 Probable gp de membrane
U32 Protéine de capside HN2 /
v33 Protéine du virion U94 Tr‘ansacfivnfeur',' inhibiffo?\ de la r‘.éplicnfio,n, g.éne de
latence, protéine de liaison au simple brin d'ADN
U34 Phosphoprotéine liée .a la membrane, rédle primaire u9s Famille des génes US22 du HCMV
dans |'enveloppement
U35 Réle dans |'empaquetage de I'ADN v97 Epissage de la gp82/105
U36 Réle_dans I'empaquetage de I'ADN HN3 Epissage de la gp82/105
U37 Réle primaire dans I' lopp (Ve gp82/105
U3s Sous-unité catalytique de I'ADN pol U99 gp82/105
U39 o8 U100 9Q, gp82/105
U40 Réle_dans I'empaquetage de I'ADN RT1 /
U41 Protéine majeure de ligison & I'ADN DR1' Famille des génes US22 du HCMV
U42 Transactivateur conservé des herpésvirus DR2' Famille des génes US22 du HCMV
U43 Complexe hélicase/primase DR3* /
U44 / DRé6' Famille des génes US22 du HCMV
U45 dUTPase putative DRHN1' /
va6 gp de membrane gN se complexe avec gh DR7" Famille des génes US22 d.u HCMV, transformant,
transactivateur
u47 gp de membrane gO se complexe avec gH/gL DRHN2' /

Tableau IT : Les différents genes de 'HHV-6B HST et leurs fonctions

(D’apresGompels et Kasolo, 2006; Isegawa et al., 1999
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Le génome de la souche U1102 de 'HHV-6A et dexlses Z29 et HST ont entierement été
séquencés Oominguez et al., 1999; Gompels et al.,, 1995; Megeet al., 199p
L’architecture du génome de 'HHV-G-igure 3 ressemble non seulement a celle du virus
HHV-7 mais également a celle du virus du poissat ¢hannel catfish virus). Le génome de
I'HHV-6 est une molécule d’ADN double brin linéaide 160 a 162 kliXockrell, 2003. Elle
consiste en une région unique (U1-U100) de 1435akbdlanquée de régions terminales de 8
a 9 kb répétées et orientées dans le méme sensgemidR (Direct Repeats) allant de DR1 a
DR7. Les DRs contiennent des motifs de clivage'@ngdaquetage nommémc-1 et pac-2
ainsi qu’une répétition d’héxanucléotides (GGGTJA)homson et al., 1994qui est une
séquence télomérique caractéristique des vertébr@ge et al., 1999 Ces régionpac-1et
pac-2ont un réle dans la réplication de 'ADN et dansriaintien du génome viral dans les
cellules infectées de facon latenteo(npels et Macaulay, 1995; Torelli et al., 1p9%es
répétitions d’héxanucléotides pourraient quaniesedvoir un réle dans I'intégration du virus
(Daibata et al., 1999En amont du DR il est a noter que la région IEA (Immediate-ea)y
est interrompue par 3 régions intermeédiaires r@setsignées R1, R2 et R3grk, 2000.

Le génome de 'HHV-6B contient par ailleurs 97 geeedant 119 ORFs (cadres ouverts de
lecture) dont 9 sont absents chez I'HHV-6A. Ces BF® uniques a I'HHV-6B sont
répertoriées grace a une appellation allant de BB.aD’autre part, 9 ORFs de I'HHV-6A
n'ont aucune correspondance dans le génome de IFBBINGompels et al., 1995soit par
absence de codon initiateur, soit par la préseaagtétions ou de mutations dans le cadre de

lecture.

Les genes codant les composants de la structungridn, les enzymes requises pour le
métabolisme nucléotidique et la réplication de IMBZont conservés au sein de tous les

herpésvirus au travers de 7 blocs génomiques (ll)a(¥ampadelli-Fiume et al., 19R9Un
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ensemble de genes est quant a lui seulement cénaensein de la sous famille dés
herpesvirinagU2 a U19) et appartient pour sa plus grande perfamille de genes US22 du
HCMV. De nombreux membres de cette famille pountaie@voir des propriétés

transactivatrices. Un certain nombre de genesdBatet U94 sont uniques a I'HHV-6.

L’homologie de séquence globale entre les dewantgide I'HHV-6 est d’environ 90%. La
plus forte homologie est présente au centre durgéravec un pourcentage pouvant aller de
95 & 98%. Celle-ci décroit en allant vers les DR&ss DRs sont par ailleurs les régions les
plus hétérogenes au sein du méme variant. En ddesrBRs, la région IE-A, qui comprend
IE-1, est reconnue comme présentant le moins d’lagie entre les deux variants (31%).
Cette région pourrait étre responsable de certailiféSrences biologiques entre les deux
variants comme leur pathogénicité par exemple. téapart, IE-1 est trés conservée au sein
des souches B. Toutefois, entre les souches HZR%tune ségrégation en deux groupes
d’'IE-1 est observéeS(anton et al., 2003 La partie distale allant de U97 a U100, trés
variable, pourrait en partie étre responsable dséfzration en deux variants distincts de
I'HHV-6. En effet, un exon de ce géne, HN3, esspré uniquement chez I'HHV-6 variant B.
Certaines régions présentent une différence eedredriants A et B: LT1, DR2, DR7, DRS,

LJ1, RJ1, Ul et U47, bien que I'ensemble du génsmitampliqué dans cette distinction.
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Figure 3 : Organisation génomique de I'HHV-6

(D’aprésPellet et Dominguez, 2001
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IIT. Caractéristiques biologiques du virus HHV-6

III-1. Tropisme cellulaire

In vitro, les 2 variants de I'HHV-6 se multiplient efficasent dans les lymphocytes T
primaires activésYamanishi, 200). Plusieurs isolats ont été adaptés a la culurdignées
cellulaires T; avec toutefois une remarquable diffé a cultiver ce virum vitro. L'HHV-6A
souche GS est le plus souvent cultivé sur la ligngeaine T lymphoblastoide HSB-2 alors
qgue la souche U1102 peut étre propagée au seielddes humaines J JHAN. La souche
prototype Z29 de 'HHV-6B a été adaptée a la celtsur la lignée lymphocytaire T Molt-3,
alors que la souche HST de I'HHV-6B croit préféidiegment au sein de cellules
lymphoblastoides T humaines MTEraun et al., 1997; Campadelli-Fiume et al., 199@rk,
2000. Les lignées T humaines sont les plus usitées jpomultiplication du virus; d’autres
types cellulaires présentent des degrés de pewitdsau virus variables mais toujours faibles
(Ablashi et al., 1987; Chen et al., 1994; Kikutalet 1990; Simmons et al., 1998omme les
cellules neuronales, les cellules épithéliales fim®blastes, les cellules natural killer (NK),
les hépatocytes, les cellules endothéliales, le®m@ses foetaux, les oligodendrocytes, les

cellules microgliales.

In vivo, 'HHV-6A ainsi que I'HHV-6B se multiplient de fagq plus efficace dans les
lymphocytes T CD4+L(usso et al., 1988; Lusso et Gallo, 1995; Takahatshi., 198} Les
lymphocytes T CD8+ sont quant a eux seulement taldes par 'HHV-6A Grivel et al.,
2003. L'HHV-6 peut également se propager dans les PBMCles cellules du sang de
cordon.In vivo, les types de cellules-hétes sont beaucoup plogreux quin vitro (Hall et

al., 1999 : les hépatocytes, les cellules NK, les cell@edothéliales tubulaires rénales, les
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neurones et les oligodendrocytes du tissu cérélesalymphocytes du tissu des amygdales,
les cellules épithéliales des glandes salivaires,cellules endothéliales des vaisseaux. En
outre les cellules progénitrices de la moelle ossesemblent porter du virus a I'état de
latence, virus pouvant dans certaines conditiome &bnsmis a des cellules sanguines
différenciées appartenant a diverses lignées. iCegaconfirmé par la présence du virus au
sein des monocytes/macrophagésr(do et al., 199let des cellules dendritiques. Le virus
HHV-6 est strictement humain, toutefois grace &lidation d’anticorps, des homologues au
virus HHV-6 ont pu étre découverts chez le chimgafacoste et al., 2000 et 200%En
outre, des expérimentations d’infections avec B@V-6 in vitro ont pu étre réalisées avec
succes sur des tissus issus de singe. Touteforsulaplication du virus HHV-6 dans les

cellules simiennes est un évenement difficile &o@épire et ayant une tres faible efficacite.

III-2. Cycle replicatif (Figure )

a. Attachewment, Pénétration et Décapsidation

Les deux variants de 'HHV-6 entrent dans la celleh interagissant avec le récepteur CD46
(Santoro et al., 1999 Celui-ci est présent sur la membrane de towdsscéllules nucléées
(Liszewski et al., 199let physiologiquement impliqué dans la régulationcomplément par
le clivage protéolytique des facteurs C3b et C4briuenant dans son activation a I'aide d’'un
cofacteur membranaire. La nécessité de la prés#nneco-récepteur est évidente car sinon
I'entrée du virus se ferait dans toutes les cdllute co-récepteur est encore inconnu. Le
complexe gH-gL-gQ (glycoprotéines H, L et Q) codépectivement par les genes U48, U82
et U100 sert de ligand pour le récepteur CD461( et al., 2003a et)b Il existerait peut-étre

un autre récepteur non décrit & I'heure actueie un autre complexe se forme, le complexe
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gH-gL-gO (géne U47), qui ne se lie aucunement adl€Chais certainement a un autre

récepteuriiori et al., 2003a et b; Pedersen et Hollsberg6200

Aprés fusion de l'enveloppe virale a la membrandulegre, les nucléocapsides sont
transportées au travers du cytoplasme vers le pordéaire en utilisant le réseau

microtubulaire. La, le génome viral est relarguasdie nucléoplasme.

b. Production de protéines virales et Réplication de VADN

Le virus utilise la machinerie cellulaire transtigpnelle et traductionnelle afin de produire 3

classes de protéines virales :

~ les protéines IE (Immediate Early) trés précoces sont synthétisées
quelgues heures aprés linfection (les ARNm sorteatés environ 3h post-infection) et
régulent I'expression d’autres géenes (notamment cetrespondant aux protéines E).

« les protéines E (Early) précoces sont impliquées dans le métabolisme et la
réplication de I'ADN. Les protéines E régulent augsxpression des génes tardifs;
I'expression génique est détectée de 3 a 8h apréesction.

« les protéines L (Late) tardives servent a 'assemblage du virion et sont des

composants des particules virales matures; elleggpe étre glycosylées et les transcrits sont

détectables de 8h jusqu’a 72h aprés I'infection.

La réplication de 'ADN requiert 7 facteurs codémr mles genes viraux. Tout d’abord, la
protéine de liaison a l'origine, codée par le gbiT8, se lie a l'origine de réplication lytique

(ori-lyt) et dénature une portion du génome viral g'est préalablement circularisé a son
entrée dans le noyau, ceci par juxtaposition des.OFette liaison est maintenue par un
complexe hélicase/primase impliquant les produits genes U43, U74 et U77. Cette étape

fournit des amorces ARN pour la synthése d’'un ADMpde brin. Ce brin d’ADN est
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stabilisé par la protéine majeure de liaison a IBM\[zodée par le géne U41) dans la fourche
de réplication. La synthése du brin complémentaste catalysée par 'ADN polymérase
(impliquant le gene U38) et dirigée par un factéarprocessivité (impliquant le gene U27).
Alors que la formation des brins néoformés se poyrka structure circulaire de réplication

est coupée pour former un cercle roulant intermédia

c. Assemblage, Maturation et Libération des virlons

Les longs brins concatémeériques sont clivés puis@sidés par I'interaction de protéines de
clivage et d’encapsidation grace a des signauxifgpées pac situés aux extrémités du
génome viral. Les capsides matures sortent du naygasalles acquierent de fagon temporaire
une membrane intermédiaire dépourvue de glycopredéivers le cytoplasme. Dans ce
compartiment cytoplasmique, au sein du tégusome egtiiun compartiment sphérique
d’origine cytoplasmique, le tégument peut étre &gbn outre, ces capsides tégumentées
d’'un diametre approximatif de 165 nm sont envelegp&u niveau du complexe golgien ou
les glycoprotéines virales s’accumulent : c’estbtairgeonnement. Les glycoprotéines des
capsides tégumentées et enveloppées sont séqeentiel glycosylées dans des vésicules de
transport, au préalable de I'exocytose des padsculrales dans I'espace extracellulaire. Le
temps total depuis [linfection jusqu'a la libératiode nouveaux virions dure

approximativement 72h.
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III-3. Effet du virus sur les cellules-hotes

L'infection par lesRoseolovirugprovoque de profondes modifications sur les ocediiidtes
incluant une marginalisation de la chromatinéi (et al., 1990, un arrét de la synthése
d’ADN au sein de la cellule-hété®{ Luca et al., 199Det une stimulation généralisée de la
synthése protéique dans cette méme celldeachandran et al., 1989; Black et al., 1992
Ceci conduit au développement d’'un effet cytopadimegFigure 5 se manifestant par une
ballonisation provoquant la formation de celluleéagtes multinucléées osyncytia

(Salahuddin et al., 1986; Taniguchi et al., 2000

Figure 5 : Effet cytopathogene d’'HHV-6

Fig. Ba. Cellules lymphoblastiques saines
Fig. 5b. Cellules infectées par HHV-6 (x200)

30



III-4. Les protéines transactivatrices de I'HHV-6

Les protéines transactivatrices par définition féguquelques étapes dans I'expression de
leurs genes cibles par liaison aux éléments agdissarcis. La plupart des protéines
transactivatrices sont des protéines tres précE¢sou précoces (E) de fagcon a contrdler
temporellement I'expression de la cascade des gérmsx. L'HHV-6 présente parmi ces
transactivateurs onze membres homologues de pest@ippartenant a la famille US22 du

HCMV : DR1, DR2, DR6, DR7, U2, U3, U7, U8, Ul16, UgbU95.

a. La Protéim,e DR#

La restriction du génome de I'HHV-6A souche U110& pienzyme Sall a pourvu de
nombreux fragments. Le sixieme a été hommeé SaBtlr. celui-ci, sept ORFs sont présents,
le premier d’entre eux a été appellé ORR<aghanchi et al., 199.7De facon plus récente,
ORF-1 a été rebaptisé DR7 et code une protéinene@prde 18h jusqu’a 48h apres infection,
suggérant que DR7 fasse partie des genes précocesyér et al., 1999 Cette protéine
présente de nombreux domaines hydrophiles et hiidbms ce qui peut étre en faveur d’'une
association a la membraneidure §. Par ailleurs cette protéine a la capacité destcamer
les cellules fibroblastiques de souris NIH3T3, dansactiver le promoteur LTR (long
terminal repeat) du VIH-1 et d'augmenter la réplma de ce virusashanchi et al., 1994
Les cellules exprimant la protéine DR7 sont tumémigs lorsqu’elles sont injectées a des
souris nude alors que les cellules possédant wtéipe DR7 tronquée ne le sont pas. Son
potentiel oncogénique est associé a sa capacitéaiden et d’inhibition de I'activité
transcriptionnelle de la protéine suppresseur deetu p53 Kashanchi et al., 1997; Inoue,
1999. Cette liaison se fait plus particulierement aveau des sites de liaison attribués a

I'antigéne T du virus SV40 (Simian Virus) et deskquence spécifique de liaison a 'ADN.
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Le gene DR7 de I'HHV-6B a quant a lui été peu éuglisqu’a lors; sa séquence
nucléotidique est reconnue comme étant plus cq@f2 aa) que celle du type A (363 aa).

Ces deux séquences présentent seulement 42,2% aldgen (Figure 3 (Isegawa et al.,

1999.
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Figure 6 : Profil d’hydropathie de DR7A puis B par la méthode de Kyte et Doolitle

Les régions hydrophobes sont indiquées par des valeurs positives.

I
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Partie homologue entre
DR7B (1-170) et DR7A (119-285)

R7A
3 D

1 MRAART.CRLASNVTEFARRGLORDEVAYEEDLELPDREMCGTNVRHLFDVIARRANDEHDI. &0
aHgnemenT MERAART.CRLAS+ TEF RRGLOQRD V YEEDLELPD+RMCGIN RHLEFDVIAAAANEH+L
DR7A 11% MRRARLCRLASSTTEFTRRGLORDAVIYEEDLELFDQEMCGTNARHLFDVIARARDEHNLI. 178

61 LTVGGLCQTHAGVSCELLETVRDPWTAVEPGVEMT LT VARAQYRLWPDARRQLRLHALYAGH 120
aﬁgnemenf LTVGGLCQTHAGVSC LLETV DFWIAVE RMTLTV + QYRLWP+&ARR LR HLYAGH
DR7A 178 LIVGGLCQTHAGVSCHLLETVGDPWIAVPAARMTLIVPQVQYRLWPEARRDLRRHLYAGH 238

121 PLGPWIVCAVLSRERETQTPSPPIGSGGVILGHVETIPGPREVETAWVIVI 170
aHgnemenT PLGEW+VC VLSRERETQ PSPPI + T+GNVEPTPGPREVE AWV+H4T
DR7A 235 PLGPWLVCGVLSRERET(QEPSPPIRT---TVGHNVPTPGPREVEIAWVVLT 285

Figure 7 : Homologie entre DR7B et DR7A basée sur |'alignement ALIGN (NCBT)
La ligne entre la séquence de DR7B et de DR7A correspond d I'alignement entre DR7B et DR7A sur sa partie
homologue avec les points communs et les différences observés entre les acides aminés.
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b. Les autres pro‘céiwes transactivatrices

& La protéine U3 et la protéine U27le gene U3 est un homologue de position du géne

UL24 du HCMV alors que le gene U27 code pour ledac de processivité de 'ADN
polymérase. Les deux protéines correspondantest@ntdécrites comme transactivant le
promoteur LTR du VIH-1 dans les cellules rénalesidge CV-1 {lori et al., 1998; Zhou et

al., 1993,

& Les protéines IE-B les génes correspondants vont de Ul6 a U1l9 magesmt des

similitudes avec les genes IE allant de UL36 a UHB8HCMYV. Le produit de I'épissage des
génes U16/17, U18 et U19 donne des protéines dwmtduce est capable de transactiver le

promoteur LTR du VIH-1n vitro.

& Les protéines IE-Ala région IE-A est homologue de position du kbd¢d du HCMV et

code deux protéines IE-1 et IE-2 correspondant @R¥s U89 et U86/87 respectivement.
Tous deux contiennent un exon du gene U90 loreudedpissagekondo et al., 2002 1l a
été démontré que la protéine IE-1 de I'HHV-6A espable de transactiver différents
promoteurs dont celui du VIH-1, ce qui n’est pasds chez 'HHV-6B, lui conférant ainsi un
réle dans la régulation transcriptionnelle. IE-Bant a elle, active de multiples promoteurs
dont celui du VIH-1 mais aussi de NB (nuclear factor kappa B), de CR&yclic adenosine
monophosphate-responsive element) et de NfAi€lear factor of activated T-cellgpavel

et al., 200} Ceci suggere que IE-2 pourrait jouer un role ongnt dans le contrble de

I'expression des genes viraux et cellulaires.

& La protéine U94 le géne U94 est 'homologue du gérep de I'AAV-2 (Adeno-

associated virus de type 2)homson et al., 19911l existe uniquement chez 'HHV-6 et n’a
aucun homologue chez les autres herpésvirus. Ligipeoagit comme transactivateur en se

liant a un facteur de transcription, la protéindidison a la boite TATA humain&/ri et al.,
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2000. Elle agit en activant le promoteur LTR du VIH3ans les cellules fibroblastiques et est

capable de supprimer la transformation induitelpg@rotéine oncogéne humaine H-ras.

& La protéine U42 cette protéine transactivatrice est conservée tbus les herpesvirus.

IV. Manifestations cliniques

IV-1. Epidémiologie et transmission

La séropositivité a I'HHV-6 dans la population aduést estimée comme étant supérieure a
95% pour I'un et/ou l'autre des deux variants dasspays développés. Les taux d’anticorps
diminuent avec l'ageHaillargeon et al., 2000 L'HHV-6 est un virus ubiquitaire dont la
répartition générale présente des variations gebgraes, les séroprévalences dans la
population générale allant de 70 a 10Mb4itarakosol et al., 2001; Ranger et al., 1991; Wu
et al., 199Y. Ce virus est généralement acquis entre 6 etdi5 @@nders et al., 1990; Okuno

et al., 198Y et la période d’'incubation est de 1 a 2 semaines.

La principale voie de transmission est salivairdaetiétection de 'ADN d’HHV-6 dans la
salive et le tissu des glandes salivaires est &éguCollot et al., 2002; Di Luca et al., 1995;
Fox et al., 1990; Zhao et al., 199Les glandes salivaires sont un site potentigletsistance
de I'HHV-6. La salive véhicule la transmission duug aussi bien de la mere a I'enfant
gu’entre enfants\ukai et al., 1994; Van Loon et al., 199Fous les isolats issus de la salive
appartiennent au variant B de I'HHV-6. La détectum 'ADN d’'HHV-6 dans le sang de
cordon de nouveaux-nés et chez des feetus aprefausse-couche suggére la possibilité
d’'une transmission intra-utériné\dams et al., 1998; Aubin et al., 199Des séquences
d’ADN d’HHV-6B ont été trouvées dans le tractus it@irde 20% des femmes enceintes mais

une transmission périnatale semble peu probabteda et al., 1997 Bien que I'HHV-6 ait
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été détecté dans les selles d’enfants et de paatteists déxanthéme subitSuga et al.,
1999, le mode de transmission oro-fécal n'a pas éfisamnment documenté pour y voir une

guelconque importance.

IV-2. Infections virales

a. La primeo-infection

La primo-infection par 'HHV-6 est trés souvent agytomatique. Sinon, elle se
manifeste par une pathologie fébrile aigué survehabituellement chez des enfants de 6
mois a 2 ansAsano et al., 1994 La fievre est égale voire supérieure a 40°Cuet @ jours
apres lesquels une défervescence brutale est élsetyn certain nombre d’enfants
développent par la suite un rash cutané au niveatmodic, du cou et du visage. Ce tableau
clinique correspond adxanthéme subdu encore roséole infantil&igure §. Yamanishi et
son équipe, en 1988 émanishi et al., 1993 ont identifié 'HHV-6 B comme étant I'agent
causal de Bxanthéme sub{Dewhurst et al., 1993; Hall et al., 1994; Portolanil., 1993

alors que 'HHV-6A n’avait aucune relation avectegiathologie fébrile.

| © Gary Williams, MD

Figure 8 : Exanthéme subit du nourrisson

(http://aapredbook.aappublications.org/week/063 _08)j
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La plupart des primo-infections symptomatiques aVHsont bénignes et se résolvent
d’elles-mémes. Les complications les plus fréquergent une otite ou des symptdmes
touchant a la fois les tractus respiratoires etrgastestinaux fsano et al., 1994; Barone et
al., 1995; Hall et al., 1994; Kondo et al., 1998yf€ et al., 2005; Ward et Gray, 199Des
complications plus sévéres mais plus rares toucleesysteme nerveux central comme des
méningites, des encéphalites ou des convulsiBnstaum et al., 2005; Kato et al., 2003;
Yoshikawa et Asano, 200Des pathologies graves peuvent survenir commsehédpatites
fulminantes, des thrombocytopénies ou des syndroh@wophagocytaires. La primo-
infection chez I'adulte est trés rare, mais souv®mhptomatique, et se manifeste par des
syndromes beaucoup plus séveres et méme parfais (au et al., 1998; Rossi et al., 2001
En effet, elle peut entrainer chez ces sujets inomoompétents un syndrome
mononucléosiqueAkashi et al., 1993; Goedhard et al., 1995; Suntiyet al., 199% ou
encore une hépatite fulminanteopue et al., 1991Des primo-infections ont également été

décrites lors de I'introduction d’un greffon pokithez un sujet négatif pour 'HHV-6.

b. Latence, persistance et réactivation

Comme tous les autres herpésvirus, a la suite piene-infection, 'HHV-6 reste dans I'hote
gu’il infecte durant toute une vie. Cet état eshn@ persistance. L'infection persistante peut
étre individualisée en infection latente et en dtifin chronique. Pendant l'infection latente,
aucun virus infectieux n’est produit. L’expressibes genes viraux se limite a celle des genes
requis pour le maintien de la latence. Alors quadpat la réplication chronique une
production continue de particules infectieuses, m@mmime, est observée. Ces deux formes
de persistance peuvent étre présentes au seinrde méividu bien que les sites anatomiques

les portant soient différentses glandes salivaire&(ueger et al., 1990et le tissu cérébral
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semblent arborer l'infection chronique a HHV-6 algue les monocytes¢ndo et al., 1991
et les cellules progénitrices de la moelle ossélusepi et al., 199Psont des sites probables

de latence.

Divers transcrits sont associés a la latence. Bombne d’entre eux ont été découverts grace a
I'étude des ARN messagers de la région IB<Ar(do et al., 200R Cette derniére code deux
protéines IE-1 et IE-2 correspondant respectivenaemt ORF U90-89 et U90-86/87. Les
transcrits issus de ces ORFs sont nommeés LTs ¢imssociated transcripts). Toutefois bien
gue ne faisant pas partie de cette région et éigmitmé a de faibles taux durant la réplication
(Rapp et al., 2000Qle transcrit majeur impliqué dans la latencel@stanscrit du géne U94. Il

a été le seul détecté dans les PBMCs des perssames suggérant le fait qu'il est capable

d’établir et/ou de maintenir I'infection latentédtola et al., 1998

c. Les maladies assoctées o la Latewcee et/ouw o La véactivation d’HHV-6

% Les atteintes du systeme nerveux central (SNC)

La forte fievre qui accompagne la primo-infectiorH&V-6 est souvent accompagnée de
crises convulsives et la réactivation chez lesep&tiimmunodéficients peut s’accompagner
d’encéphalites et/ou d’encéphalopathies séveéres. diteintes séveres du systeme nerveux
central ont été décrites aussi bien chez des admigunocompétents qu’immunodéprimes,
pouvant se manifester par une démyélinisation foagtile. La neuro-invasion du virus a été
mise en évidence par détection de 'ADN de 'HH\8&ns différents sites du cerveau. Les
deux variants de 'HHV-6 y ont été trouvés dans pleportions reflétant leur séroprévalence
(3 fois plus de B que de A). Mais le virus de typasemble étre toutefois le plus relié a ce

caractére neurotrop&iftanen et al., 2007 Le plus commun des syndromes démyélinisants
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est la sclérose en plaquésiiberlin, 1999. Elle est dans un premier temps caractérisée par
une diminution de la myéline autour des axonesaraux, puis par une destruction de la
myeéline par infiltration des macrophages et dekilesl T, par la formation de cicatrices sur
les astrocytes et dans un stade plus tardif paddesnages axonaux. En 1995, Challoner et
son eéquipgChalloner et al., 199%nt rapporté I'association de cette maladie avdElY-6;

les oligodendrocytes y jouant un réle primordiahnd cette étude, I'HHV-6 a été trouveé dans
les oligodendrocytes des plaques dues a la scl@ogas dans les oligodendrocytes des
régions non affectées du cerveau. Depuis cetteigatibin, la littérature semble plutét en
faveur du role de I'HHV-6 dans un nombre limité das. De plus, il n’agirait

vraisemblablement pas seul mais a 'aide de cafieste

#% Les désordres lymphoprolifératifs

L'HHV-6 est détecté frequemment chez les patienttteiras de désordres
lymphoprolifératifs Ranger-Rogez et al., 2006

« Le lymphome de Hodgkin qui sera développé dangoigieme partie de cette
revue de la littérature semble étre le désordrephoprolifératif majoritairement associé a

HHV-6 chez les sujets immunocompétents.

«5 Le virus HHV-6 est aussi trouvé dans les lymphomes-hodgkiniens chez des
sujets immunocompétents. Les lymphomes non-hodgksnsont tres divers, et la prévalence
du virus HHV-6 y est trés variable. En effet, lefides a 'origine de la lymphoprolifération
peuvent étre des cellules B, des cellules T et dansés rares cas des cellules NK. A titre
d’exemple, dans une cohorte de patients souffrantyghphomes non-hodgkiniens, 'ADN
d’'HHV-6 a été retrouvé dans 22,2% des lymphomest Ba@s 23,1% des lymphomes T

(Collot et al., 200p Trois types de lymphomes B se sont révélés coetenat positifs pour
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I'HHV-6, il s’agit des lymphomes B folliculaires 821%), des lymphomes diffus a grandes
cellules B (30,8%) et des lymphomes de type MALTufdsa associated lymphoid tissue)
(50%). Il en est de méme pour les lymphomes T awvecpositivité pour 'HHV-6 chez les
patients atteints de lymphomes T angioimmunoblassq (20%), de lymphomes T
périphériques (25%) et de lymphomes T anaplasigugsandes cellules (50%). Dans le
contexte d'immunodépression, les lymphomes non-kiatgns peuvent notamment survenir
aprés une transplantatiohirf{ et al., 1999, quand le patient est sidéefspu et al., 2000;

Fillet et al., 199%0u au cours d’'une autre hémopathier(ett et al., 1998

#% Les transplantés

Les infections a HHV-6 sont plus fréquentes chezréxeveurs de moelle osseuse (BMT)
(Dockrell et Paya, 20Q1que chez les receveurs d’organes solides (SQ0% (ersus20-
30%) (Caselli et Di Luca, 2007 Les receveurs de moelle ou d'organes préserntest
manifestations cliniques multiples. Certaines nmestdtions peuvent étre trouvées chez tous
les transplantés. La leucopénie est le symptomglus observé ainsi que la fievre, plus
rarement des rash cutanés et des encéphaliteséomapportés. De nombreuses anomalies
liees au greffon ont été décrites (retard dangisa,mysfonctionnement, réaction du greffon
contre I'hoGte, rejet). D’autres sont plus partietdment associées a certains types de
transplantations. Dans le cadre d’'une greffe dellmoges pneumopathieS€#rrigan et al.,
1991), des suppressions medullaires, des fievres, dites ainsi que des dommages de
I'endothélium vasculaire peuvent étre observész dbetransplantés hépatiques, des hépatites

ont été rapportée® fterson et al., 1999; Singh et Paterson, Y000
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% Le SIDA

L’infection active a HHV-6 chez les patients présemn le VIH est frequemment détectée
mais le role de 'HHV-6 est incertain. De plus, nméési la réactivation de I'HHV-6 est tres
fréequente dans ce contexte, elle est assez peut@ymfique. Dans des cas isolés, la
réactivation d’'HHV-6 chez des patients sidéenséarapportée associee a des encéphalites
(Knox et al., 199] des pneumopathiesligro et al., 199pou des rétinites{avi et al., 1995;

Reux et al., 1992

#% Les syndromes d’hypersensibilité induite par degydes DIHS (Drug-Induced

Hypersensitivity Syndrome)

La réactivation de I'HHV-6B peut survenir chez e@ms patients aprés prise médicamenteuse
et étre a l'origine de DRESS (drug reaction wittsirophilia and systemics symptoms)
(Hashimoto et al., 20Q3pathologie récemment décrite. Cette pathologiecaectérise
notamment par une forte fievre, une éosinophiliee éruption cutanée importante et peut
s’accompagner d’atteintes viscérales séveres. legsi@res drogues reconnues comme étant a
I'origine de DRESS appartenaient a la famille det$-eonvulsivants. Le valproate de sodium
utilisé dans le traitement de I'épilepsie, a éténtrdo comme associé de facon directe a une

augmentation de la réplication de 'HHVi6vitro (Mardivirin et al., 200Y.

Par la suite, d'autres classes de molécules osgi a@ié associées au DRESS, telles que
certains anti-épileptiques ou certains antibiot&yleamagawa-Mineoka et al., 2007Trés
récemment, les DRESS associés a une réactivatldd\d6, de par leurs caractéristiques,
ont été individualisés en DIHS ¢hyama et al., 200/le terme de DRESS étant réservé aux

syndromes non associés a I'HHV-6.

40



d. Intégration chromosomique de 'HHV-&

L’intégration dans les chromosomes de la cellulehdien qu’étant un épiphénomene,
semble probablement associée a la latence de I'@HVintégration du virus entier pourrait
se faireviales DRs et notamment grace a leurs séquences tédpes répétées (GGGTTA)
Ce fait a été montré paiorris et al., 199%n 17p13.3. Toutefois, I'intégration d’'HHV-6 est
peu décrite et les sites d’intégration sont trésattes : 1g44Daibata et al., 1993222913
(Daibata et al., 1998b; Tanaka-Taya et al., 3@41pl15.5Clark et al., 200% La protéine
U94 (homologue deep chez 'AAV-2) pourrait permettre une intégratioitesspécifique de
'ADN dans la cellule-h6te, comme le font les pm&srep de I'AAV au niveau du site
AAVS1 du chromosome 19. En effet, en leur préseihsemble y avoir une augmentation de

I'efficacité de l'intégration $urosky et al., 1997

V. Immunité et apoptose

La réponse immunitaire B a une primo-infection p#dV-6 consiste tout d’abord en
I'apparition d’'un pic d’'IlgM qui apparait dans lawk@&me semaine suivant l'infection et qui
reste détectable pendant environ deux mois, céseshvariant selon les individu®(ckrell

et al., 199). Les IgG s’éléevent a la fin de la deuxieme semgiost-infection et restent
détectables toute la vie dans plus de 90% desFoasir(son, 199% Une des énigmes de
I'HHV-6 est son habileté a échapper aux défensesunitaires. En effet, 'THHV-6 induit une
déplétion des lymphocytes T CD4 positifs. Cetteléé@gm lymphocytaire T a été attribuée a
deux phénoménes dans la littérature. Elle pouétedt die a un effet direct des deux variants
de 'HHV-6 comme il a été montré dans un modélenahiceci en affectant le développement

lymphocytaire T Gobbi et al., 19990u encore a un phénomene indirect d’induction de
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I'apoptose [houe et al., 1997 En effet, les deux variants de I'HHV-6 peuvenfetcterin
vitro la lignée cellulaire T CD4 positive J JHAN, ce @gei traduit dans les deux cas par une
augmentation de I'expression de récepteurs au dNFumor Necrosis Factor). Le degré
d’apoptose augmente avec le ThIet I'anticorps anti-Fas. Toutefois, la majorités dellules
apoptotiques ne sont pas infectées et l'inductienl’dpoptose est indépendante de la
réplication virale. Inversement, l'induction dep@ptose dans les lymphocytes de sang de
cordon CD4 positifs apparait directement aprésctide (chimi et al., 1999 Ce phénomeéne
direct d’induction de I'apoptose a été démoritrévivo sur des lymphocytes CD4 positifs
récoltés a partir de patients durant l'infectiogus a HHV-6 {asukawa et al., 199&t dans
les lymphocytes et macrophages de patients atteintsyndrome de Kikuchi-Fujimoto
(Krueger et al., 2001 L’augmentation de PBMCs apoptotiques aprés tidegar HHV-6
(notamment par HHV-6A) pourrait étre reliée a uodd et précoce augmentation de la p53
(De Bolle et al., 2004 Il est a noter que les données mentionnées autépression
immunitaire et 'apoptose induites par 'HHV-6 premnent essentiellement d’expérienaes

vitro. In vivo, chez 'homme infecté, de tels effets n'ont été tyés rarement décrits.

VI. Diagnostic

L’ensemble des avantages et des inconvénients idgaastics directs et indirects utilisés

pour mettre en évidence une infection par HHV-6pessenté dans leableau I
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VI-1. Diagnostic direct

La méthode d’isolement du virus par culture a étérite a partir du sang périphérique
(Yamanishi et al., 1998 L'HHV-6 peut étre cultivé en co-culture avec dgsmphocytes de
sang de cordon négatifs pour 'HHV-6, ou avec gesphocytes issus du sang périphérique
d’un patient négatif pour 'HHV-6. Ces derniersntairement aux lymphocytes de sang de
cordon, devront étre activés soit avec de la pl&rygglutinine, soit avec un anticorps dirigé
contre le CD3, et maintenus grace a de l'interleedd. La réplication virale est observable
aprées 7 a 10 jours par l'apparition d'un effet pgthogéne se manifestant par une
ballonisation des cellules et I'apparition ggncytia L'identification du virus en cause est
ensuite réalisée par immunofluorescence par exemplaide d’anticorps monoclonaux
dirigés contre I'HHV-6 §ingh et Carrigan, 1996

L’antigénémie, trés peu utilisée en pratique, pértaemise en évidence du virus a l'aide
d’anticorps monoclonaux spécifiques directementadtipde préléevements sanguins. Les
PBMCs, apres récupération sur gradient de Ficopddyie et dépbt sur lame, sont marqués
par immunofluorescence indirecte a l'aide d’antsodirigés contre 'HHV-6 : 'un dirigé
contre une protéine précoce présente chez les daients et un spécifique du variant B
ciblant la protéine p101. A l'aide d’anticorps atéapa la technique d’'immuno-histochimie
les protéines de I'HHV-6 peuvent étre détectées drs coupes de biopsies tissulaires

(Lautenschlager et al., 2000

Le diagnostic d’infection par I'HHV-6 est égalemdrdsé sur des méthodes de PCR. Ces
techniques sont rapides et sensibles, tout padremhent chez les personnes

immunodéprimées. Du fait de la forte prévalencéd’ldidV-6 dans la population de maniére
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latente, la PCR qualitative n’a qu’une faible valdbe ce fait, de nombreuses techniques de
PCR quantitative ont vu le jour afin de détermiteecharge virale. La détection de I'ADN
d’HHV-6 dans le sang total pourrait permettre degdostiquer la primo-infection chez des
enfants. Toutefois, cette détection n’a qu’'une walprédictive de 57%. La présence de
'ADN d’HHV-6 dans le plasma ou dans le sérum, awe dorte charge virale dans le sang
total sont synonymes d’infection activeh(u et al., 1998 Une forte charge virale dans les
PBMCs ou encore la combinaison d’ADN d’HHV-6 daes PBMCs avec I'absence de celui-
ci dans la salive suggérent la primo-infectiGia(k et al., 199) Ces différentes techniques
de PCR quantitatives se montrent extrémement dessibreproductibles et sont
particulierement utilisées a I'heure actuellerif@ki et al., 2001; Collot et al., 2002;
Gautheret-Dejean et al., 2002; Locatelli et alQ@O0Nitsche et al., 2001; Reddy et Manna,

2005; Safronetz et al., 2003; Sashira et al., 2002

VI-2. Diagnostic indirect

La technique de culture étant longue et difficde tiagnostics sérologiques lui sont préférés
comme les tests utilisant 'immunofluorescenBeidgs et al., 1988; Krueger et al., 19%u
encore les tests ELISA (enzyme-linked immunosorlaesty) {ligro et al., 1995; Parker et
Weber, 199R Ces deux tests permettent la détection des lg@galement des IgM et
permettent d’établir le diagnostic de primo-infeatipar mise en évidence de séroconversion
des IgG. En effet, le diagnostic ne peut reposelasseule mise en évidence des IgM qui sont

présents au cours des primo-infections mais réafggent ensuite régulierement.
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METHODES DE

TEC T C T.
DETECTION ECHNIQUES AVANTAGES INCONVENIENTS
-Positivité représentative d'une infection
active ou d'une réplication -Technique délicate
-Distinction entre variant A et B -Longue durée avant I'obtention des résultats
Sang -Appréciation semi-quantitative dans -Ne permet pas de savoir quel organe est touché
l'infection active -Ne permet pas de différencier primo-infection et
réactivation
Tissu -Technique rapide -Technique invasive
DIRECTE -.D.ls.‘hlncflon’enfr'e Yarcar,\T A 'e‘r B .
Plasma -Positivité représentative d'une infection
active ou d'une réplication
HENe -Distinction entre variant A et B
-Difficulté de distinction entre infection latente et
-Positivité représentative d'une infection active
(peu utilisée) active ou d'une réplication
-Distinction entre variant A et B
-Simple
-Non subjectif
-Pas de distinction entre variant A et B
-Diagnostic possible méme si prélévement -Taux d'anticorps non significatif chez les
INDIRECTE o ’rardlf. o lr'nrf\ur.\odeprames o .
-Peu invasif en comparaison de la biopsie -IgM pas caractéristiques de la primo-infection
tissulaire -Taux d'Ig6 pas toujours en rapport avec la gravité

des symptomes

Tableau III: Les différentes méthodes permettant le diagnostic dHHV-6, leurs avantages et inconvénients

(D’apresZerr, 2009
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VII. Traitements

Les infections a HHV-6 sont soit asymptomatiqueis de nature limitée chez les enfants
immunocompétents et ne nécessitent donc pas déenmeit. Chez les individus
immunodéprimés, la réactivation peut étre a I'owgide complications sévéres. Comme
aucun vaccin n’est disponible, la chimiothérapié-BitiV-6 est nécessaireGfavel et al.,
2007. Aucun des meédicaments utilisés dans le traiténdes infections & HHV-6 n’est
spécifique a ce virus et les produits utilisés destmémes que ceux permettant le traitement

de l'infection & HCMV.

VII-1. Les analogues nucléosidiques

Les analogues nucléosidiques utilisés dans |letnant des infections a HHV-6 comprennent
le ganciclovir et sa prodrogue le valganciclowiig(ure 9. Ces analogues acycliques ciblent
'’ADN polymérase virale et leurs métabolites trigpbates inhibent la fonction de cette
enzyme par compétition avec son substrat natueldGTP. Pour ce faire, les analogues
triphosphates s'incorporent dans la chaine en aeigoissance et arrétent I'élongation de la
chaine en formation. Leur sélectivité est reliéefaiti qu'ils possedent une affinité plus
importante pour les ADN polymérases virales querdes ADN polymérases cellulaires.
Cette sélectivité est également associée a ungpbiogation sélective par une kinase virale.
Les p-herpesvirinaene possédent pas, contrairement aux autres haysestge thymidine
kinase mais une phosphotransférase capable de rdorige analogues nucléosidiques en
leurs dérivés monophosphates. Les deux phosphiongasuivantes permettant d’obtenir le
dérivé triphosphate actif sont assurées premierepanles dGMP kinases cellulaires puis,

pour la deuxiéme phosphorylation, par la nucléodighosphate kinase cellulaire. La kinase

46



homologue de la phosphotransférase pUL97 du HCMYhmée pU69 chez I'HHV-6
catalyse la conversion du ganciclovir en son démadophosphater(isari et Emery, 1999
Toutefois, la phosphorylation par la kinase pU69namtre dix fois moins sensible que celle
effectuée par la phosphotransférase pUL97. Le glvai est trés utilisé et donne de bons
résultats mais cette molécule est trés toxiquesat potamment provoquer des neutropénies
et des thrombocytopénies en fonction de la dosdrastnée. L’aciclovir et sa prodrogue le
valaciclovir ne sont pas des molécules efficacegred’HHV-6 que ce soit dans les tests

vitro réalisés ou dans les situations cliniques ou eax tholécules ont été administrées.

Ganciclovir

[9-(1,3-dihydroxy-2-propoxymethyl)guanine, Cymevan®, Cy'rovene®]
O 0

JL HN7
T

Valganciclovir

[L-valine ester de ganciclovir (VGCV), Valcy‘re®]

Figure 9 : Les analogues nucléosidiques utilisés dans le traitement des infections a
HHV-6
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VII-2. Analogue nucléotidique

Le cidofovir (Figure 1() est un nucléoside acyclique phosphonate analdguCMP. Il a un
spectre d’action trés large dirigé contre de nommbrgrus a ADN. Cet analogue ne requiert
aucune métabolisation par une enzyme virale. Laseme&e du phosphonate assure la
phosphorylation par deux enzymes cellulaires : riemgere étant la pyrimidine nucléoside
monophosphate kinase et la seconde étant soit deeaside diphosphate kinase soit la
pyruvate kinase soit la créatine kinase, ces dawiétant classées par efficacité décroissante.
Ceci conduit a un état activé. Le cidofovir soudmae diphosphate est un compétiteur du
dCTP et donc un substrat alternatif de 'ADN polyase. Toutefois, son incorporation
n'entraine pas directement l'arrét de la chainen@e le ganciclovir, le cidofovir sous sa
forme diphosphate présente une haute affinité pADN polymérase virale et moindre pour
I’ADN polymérase cellulaire. Ce composé n’est géliqu’en seconde ligne de thérapie pour
des souches virales résistantes aux traitementke gganciclovir car il présente des risques

importants de néphrotoxicité.

H

Cidofovir

[(S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl)cytosine, HPMPC, Vistide®]

Figure 10 : L'analogue nucléotidique utilisé dans le traitement des infections a
HHV-6
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VII-3. Analogue du pyrophosphate

Le foscarnet, un analogue du pyrophosphate, est atilssé dans le traitement des infections
a HHV-6 (Figure 1). Il posséde un large spectre d’activité dirigatoe le VIH mais aussi et
notamment contre tous les herpesvirus. Il a égaiempeur cible 'ADN polymérase mais
cette fois-ci de facon directe. En effet, contr@ieat aux analogues précédents qui requiérent
I'action d’enzymes cellulaires ou virales, son @atse réalise grace a une liaison réversible au
niveau du site de liaison du pyrophosphate sur NAfblymérase. De ce fait, le clivage du
pyrophosphate par les déoxynucléosides triphosphast interrompu résultant en une
inhibition du relarguage de pyrophosphate ou eterainaison de la chaine. Il présente une
néphrotoxicité dose dépendante réversible conduigaanne utilisation préférentielle du

ganciclovir ou de sa prodrogue.

O o

Na O—P {_.J/

“,
S §
0" Na Na

Foscarnet

[trisodium phosphonoformate, foscarnet sodium, Foscavir'®]

Figure 11 : L'analogue de pyrophosphate utilisé dans le traitement des infections a
HHV-6
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VII-4. Efficacité et Avenir

Dans une évaluation comparative de l'activiitévitro de l'acyclovir, du ganciclovir, du
cidofovir et du foscarnet contre le virus HHV-6 cidofovir s’est montré le meilleur candidat,
avec le plus grand potentiel et le plus séleatif,des lymphocytes du sang de cordon infectés
par 'THHV-6A (De Bolle et al., 200/ Lorsque ces composés ont été testés sur deesign
cellulaires T infectées par les deux variants V-6, la réponse la plus importante a éte

atteinte par le foscarnet.

Le choix des composés retenus pour le futur se siarskanalogie supposée de I'action sur le
HCMV et 'HHV-6. Dans une étude récente plus de @bnposés allant des analogues
nucléotidiques, nucléosidiques aux analogues naféasidiques ont été testés. Un membre
de cette étude semble retenir I'attention. Il S'ayi CMV423 Figure 13. Ce composé fait
partie des analogues non-nucléosidiques. Il se nma@tif contre leg-herpesvirinaemais
pas contre les autres sous-familles. Il est bequpbus sélectif dans son activité mais aussi
moins toxique que le foscarnet, le ganciclovircyelovir et le cidofovir De Clercq et
Naesens, 2006Le CMV423 inhibe le processus cellulaire imphat I'activité de la tyrosine

kinase intervenant a un stade précoce de la réplicairale.

CMv423

2-Chloro-3-pyridin-3-yl-5,6,7,8-tetrahydroindolizine- 1 -carboxamide

Figure 12 : Un analogue non-nucléosidique d'avenir
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LE VIRUS D’'EPSTEIN ET BARR

Ce chapitre de la these relate des informationseooies dans la littérature, seuls les aspects
les plus essentiels et aidant a la compréhensiagmtle manuscrit ont été retenus car ce virus

ne représente pas I'objectif premier de notre ftava

I. Introduction sur le virus d'Epstein et Barr

La découverte en 1964 du virus d’Epstein et Barrisssie d'un isolat de ce virus dans des
lignées cellulaires établies a partir d’'un lymphoteeBurkitt Epstein, 197)) Ce lymphome a
étée décrit pour la premiére fois en 1958 par D&ukkitt dans une région de I'Est africain
touchée par la malaria. Il provoque une atteinteladenachoire ainsi que des lésions
abdominales. Cette pathologie survient généralectes des enfants agés de 7 a 9 ans. Les
conditions environnementales telles que la pluvitiem®u la température semblent jouer un
réle et le lymphome de Burkitt survient dans desesoimpaludées laissant penser que cette
infection agirait comme cofacteur. Il existe deyges d’EBV nommés EBV-1, présent dans
les pays développés, et EBV-2 trouvé majoritairdaneenAfrique. L'EBV, dix ans apres sa
découverte, a été démontré comme étant 'ageribgiiue de la mononucléose infectieuse.
Puis son caractere immortalisant des lymphocytescature Epstein, 200)L et son
oncogénicité Thompson et Kurzrock, 2004; Young et Murray, 2006t été mis en évidence.
Plus tardivement, son implication dans des pathesogancéreuses\binder, 200} telles
que le lymphome de Burkitt, les carcinomes nasopiuggs, les lymphomes B, les désordres
lymphoprolifératifs liés au chromosome X, le lympi® de Hodgkin, les tumeurs touchant
les lymphocytes T périphériques ou encore les eangastro-intestinauxMacsween et

Crawford, 200} a été étudiée. Comme tous les herpesvirus, I'EEBVcapable de rester a
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I'état de latence dans I'organisme qu’il a infectéis également de réactiver. La transmission
de ce virus s’effectue principalement par la salven tropisme est limité aux lymphocytes
B, aux cellules épithéliales de I'oropharynx. Comiit¢HV-6, 'EBV est un virus tres
répandu. En effet, plus de 90% de la populatioritadist séropositive pour cet herpesvirus
(Nicolas et al., 1997 La primo-infection, surtout lorsqu’elle survieténs la petite enfance,
est tres souvent asymptomatique sauf dans de @aesou elle se manifeste par la
mononucléose infectieuse/dung et Rickinson, 20Q4qui survient chez I'adolescent et
'adulte jeune. Une hyperleucocytose associée a lgephocytes T CD8+ actives est
observée \(Villiams et Crawford, 2006 Les symptdmes majeurs de cette infection soat un
angine importante souvent trés douloureuse, etdsepce d’adénopathies multiples touchant
de nombreux territoires, le tout pouvant s’accomgagd’une hépatomégalie et d'une

splénomégalie.
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BARF : BamHI-A right frame

Cp ou Wp : promoteur de EBNA-LP, 2, 3A, 3B, 3C
DR et DL : régions conservées contenant les oriLyj
EBER : Epstein Barr Encoded small RNA
EBNA : Epstein Barr Nuclear Antigen
EBNA-LP : EBNA-Leader Protein

IR : Internal Repeat

LMP : Latent Membran Protein

oriLyt : origine de réplication lytique

oriP : origine de réplication la tente

Qp : promoteur de EBNA1

TR : Terminal Repeat

U : régions uniques

ADN épisomal double brin
EENA1

EBMNA-LP
EBMAZ

EBNA3CS

/
EBNAZB N\
EBNA3A

b. génome dans sa forme linéaire : représentation des régions uniques et des régions répétées

oriP
l IR1 IR2 IR3 IR4
DL DR
DU H
TR o TR
U1 v2 U3 V4 U5

oriLyt oriLyt

c. génome dans sa forme linéaire : représentation des sites de coupures par I'enzyme BamHI et des
protéines de latence

orP
Npet a S el-e3ZR cbT d Nhet
\lewwwwwwyH FQUPO|M| L B\//k B IGIDR_II{quh|I A
TR WWWWW W Y | TR
1 ]
EBNA-LP EBENA2  EBNASA EBNA3B EBNASC  EBNA1 LMP1

Figure 13 : Génome du virus d'Epstein et Barr

(D’'aprésMurray et Young, 2001; Bornkamm et HammerschmidQ®l)
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II. Caractéristiques générales du virus d'Epstein et Barr

Dans la famille desierpesviridag 'EBV fait partie de la sous-famille desherpesvirinaeet

du genreLymphocryptovirus et possede les caractéristiques générales dsetidrie des
herpésvirus. Le génome de I'EB¥ifure 13 est une molécule d’ADN double brin linéaire
de 175 kpb. Les régions terminales (TR) servara éircularisation sont des répétitions en
tandem d’environ 540 pb. Quatre régions internpstées (IR1 a 4) sont réparties le long du
génome sur une longueur de 3,1 kpb individualiskst régions uniques au nombre de cing.
Le virus possede également une origine de rémicadtitente (OriP) et selon les lignées une
ou deux origines de réplication lytique (Orilytaldtement conservées, de 1 kpb chacune, et
situées dans les séquences DR et DL. Le génoméstpedans son intégralité dans les
lymphocytes en prolifération sous forme épisomaleutaire (Fennewald et al., 1984; Kieff

et Leibowitz, 1990; Reisinger et al., 2008 se répliqgue au moment de la division celltdai

III. Infection latente et cycle réplicatif

Le virus de I'EBYV initie, établit et maintient sanfection en utilisant la biologie des cellules
B. L'EBV transmis par la salive, pénetre dans lamgme au niveau de I'oro-pharynx et est
capté par les amygdales ou il infecte les celllBesaives. Il y a alors expression de 9
protéines de latence que sont les 6 EBNAs (1, 2, 33 3C, LP) et les 3 protéines
membranaires de latence LMP1, 2A et 2B. Ces pre$éprésentent toutes les capacités
nécessaires pour pousser la cellule B a deveniymphoblaste activé sans l'intervention
d’un signal extérieur. Les lymphocytes infectés neg dans le follicule ganglionnaire ou ils
proliferent. Il est a noter que, comme lors de falifération des cellules B normales, un
contrdle des lymphocytes T helper se met en pléineda limiter cette prolifération. A cette

étape, le programme de transcription viral char8gules trois protéines sont exprimées il
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s’agit de EBNAL, LMP1 et LMP2. LMP2 pousse les el B a former le centre germinal
alors que LMP1 dérégule I'expression du facteutrdescription BCL6 (B cell lymphoma),
celui-ci servant de signal aux cellules mémoirearpsortir du centre germinal. L’'action
combinée de ces deux protéines de latence conduitré@arrangements des genes des
immunoglobulines. Les cellules B infectées de manikatente passent alors dans la
circulation sanguine et se comportent comme dégleglB mémoires classiques. Ces cellules
peuvent ne présenter aucune expression virale bam@lie de la protéine EBNAL1 au moment
de la division cellulaire. Lors de la primo-infamt, on estime a 50% le nombre de cellules
mémoires infectées, ce nombre diminue ensuite pssgrementTihorley-Lawson, 2006

Lors d’'une stimulation antigénique, les cellulesnBmoires se différencient en plasmocytes,
ce qui s’accompagne d’une réactivation virale aeetrée du virus dans un cycle lytique
permettant la libération de virions et I'éventugtEnsmission a un nouvel hote.

Les cellules de I'épithélium oro-pharyngé, notamtneles glandes salivaires, ne sont
infectées que secondairement, aprés les cellulesaiBes. Au niveau de ces cellules
épithéliales le virus reste réplicatif et non latee qui correspond a la persistance de ce virus.
Le réle des protéines de latence EBNAL, dont leegeservi a la quantification du virus lors
de notre premier article, ainsi que celui de LMéibhlée dans les trois premiers articles vont

étre plus particulierement décrits.
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III-1. La protéine de latence EBNA1

Le produit du gene EBNAL est une protéine nuclédirenéme nom qui est associée a la
chromatine. Elle présente une longue demi-vie etrés répandue dans les cellules normales
et tumorales. C’est une phosphoprotéine qui sa liDN du virus au niveau de structures
répétitives de OriP. Elle est nécessaire a lagadin et au maintien du génome sous forme
épisomale et joue un rble dans la ségrégation pissraes viraux lors de la mitose. Elle est
tres exprimée au cours de la latence qu'elle centille a un réle de transactivateur
transcriptionnel et active le promoteur Cp ainse dg promoteur de LMP1. Son expression
semblerait étre toxique dans certaines lignéegjpi@le affecterait I'origine de réplication de
certains genes cellulaires. En outre, elle présemi®le direct dans 'oncogenese puisque son
expression dans les cellules B de souris transgésigonduit a un lymphome B : elle

contribue a 'immortalisation des cellules-hoted’88V (Cohen, 2001

III-2. La protéine de latence LMP1

La protéine LMP1 est issue du géne BNLKhécht et al., 1999 LMP1 est une protéine
transmembranaire ayant des caractéristiques prathasrécepteur cellulaire. Elle possede
une demi-vie courte. Cette protéine est constitd®® court domaine N-terminal intra-
cytoplasmique de 24 acides aminés, de six domaiaesmembranaires et d’'un domaine C-
terminal intra-cytoplasmique de 180 acides amir@sr(kamm et Hammerschmidt, 2001
Elle est regroupée en amas dans la membrane aelldl®P1 joue un réle majeur dans les
processus d'immortalisation et de transformatiolfulzére. Dans des lignées B dérivées de
lymphomes de Burkitt négatifs pour I'EBV, la seebegpression de LMP1 aprés transfection
s'accompagne de modifications phénotypiques [comi@igmentation de [I'IL-10

by

(Interleukine-10) par exemple] comparables a cetlbservées lors de la transformation
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lymphocytaire B par 'EBV. L'expression de cetteof@ine dans des lignées fibroblastiques
de rongeurs induit toutes les modifications propaeg oncogenes telles que la perte du
phénomene d’inhibition de contact, la croissancdépendante d'un ancrage et la
tumorigénicité dans les souris nudegaichwal et Sugden, 1988; Wang et al., )98%ar
ailleurs, des souris transgéniques exprimant LM&lds da dépendance d’'un promoteur B
développent des lymphome&u|wichit et al., 1993 Par la création de virus EBV
recombinants spécifiquement mutés pour LMP1, iltea réontré que cette protéine, et en
particulier sa portion C-terminale, joue un réldigpensable dans la transformation cellulaire
B par 'EBV (Kaye et al., 1993 Cette portion carboxy-terminale possede deux aloes,
appelés CTARL1 (C-terminal activating region 1) daSIL (transformation effector site 1) et
CTAR2 ou TESZ2, impliqués dans la fonction actiaret transformante de LMP1. LMP1
(Figure 14 fonctionne comme un CD40 (TNFR, récepteur au JTédnstitutivement active
c'est-a-dire qui n'a pas besoin de ligaintk(er et al., 2004; Uchida et al., 19%n effet,
CTARL/TES1 contient un site de fixation des TRAHNFE receptor-associated factor),
molécules adaptatrices impliquées dans la trangsude signal par les TNFROEvergne et
al., 1996; Mosialos et al., 19p4 e deuxieme domaine, CTAR2/TES2, se lie direeteinaux
molécules TRADD (TNFR associated death domain) &t @Receptor interacting protein)
eégalement impliquées dans la transduction de spggrales TNFR Igumi et al., 1997; Izumi

et al., 1999h Via ces interactions, LMP1 active les voiesdBFet c-jun N-terminal kinase
(JNK)/AP1 (activator protein 1). L’activation de NB est essentielle & la survie des lignées
transformées par 'EBV{ahir-McFarland et al., 2000Une étude a suggéré que LMP1
activerait également la voie Jak (Janus kinase)ISTgl\gnal transducers and activators of
transcription) par interaction avec Jaka3rgs et al., 1999 Toutefois, cette interaction n'a pas
été observée par d’'autresliquchi et al., 200R et ne joue pas un rble essentiel dans la

transformation Igumi et al., 1999a LMP1 entraine I'expression de molécules d’adhési
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[LFA1 (leucocyte function associated), LFA3, ICAMihter cellular adhesion molecule)].
Elle stimule également la production de cytokirlesg], IL-8 et TGF$ (transforming growth
factor B)] et augmente la production de molécules de suB@L2 et A20) (hompson et

Kurzrock, 2004; Young et Murray, 2003

TRADDN_/ <
Domaine

d@‘l‘

Figure 14 : Structure et fonctions de LMP1

(www3.gsf.de/GENV/Sig_tr/pics/Impl_features.jpg)
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IV. Les principales maladies associées

Outre le lymphome de Hodgkin dont les caractépsts et I'association avec 'EBV
seront décrites dans le chapitre suivant, dewesuathologies sont fréquemment associées a

cet herpésvirus.

IV-1. Le lymphome de Burkitt

Le lymphome de Burkitt est une tumeur du tissu lgatmue développée a partir de cellules
B du centre germinatif. Il en existe deux formes. forme endémique, qui est la forme
associée a I'EBV, est présente en Afrique équdéomd tropicale (surtout en Nouvelle-
Guinée). Elle calque la répartition du paludismg sérait associée. La forme non-endémique
est présente dans les pays occidentaux et plugdinée| chez les malades atteints de SIDA
(syndrome d'immunodéficience acquise). Le lymphaoteeBurkitt est caractérisé par une
expression anormale, a la fois en quantité et tatsmps, de 'oncogénemycsuite a une
translocation chromosomique entre les chromosomess|& chromosomes 2, 14 ou 22; la
plus fréquente étant la translocation t (8, 14).nuatation du gene p53 est également tres

fréquente dans le lymphome de Burkiit( et Rickinson, 2003
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IV-2. Le carcinome du naso-pharynx

Le carcinome du naso-pharynx est un carcinome férdificié avec la présence de cellules
épithéliales transformées. C’est cette pathologieest le plus constamment associée a la
présence de I'EBV. On trouve ce carcinome, esdtartient en Chine et en Asie du Sud-Est.
Il semble exister une prédisposition génétiquequuiisie incidence élevée est retrouvée chez
les descendants chinois (région de Canton) quebkqitideur lieu d’habitation. Ce carcinome
est par ailleurs associé a des cofacteurs envimengux tels que l'alimentation et
notamment l'ingestion de poisson salé. En effdEBV n’infecte normalement pas la
muqueuse naso-pharyngée mais seulement les celapékéliales sensibilisées apres
I'exposition & des carcinogénes environnementaurnoe ceux trouvés dans les poissons
salés. Dans ces cellules, les protéines LMP1 et2.8ibht présentes ce qui n'est pas le cas

dans les cellules du lymphome de Burkitt.
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LE LYMPHOME DE HODGKIN

I. Historique

Figure 15 : Thomas HODGKIN (1798-1866)
(D’apresDiehl et al., 200¥

Le lymphome de Hodgkin est décrit comme une pnatfén maligne ganglionnaire
caractérisée par la présence de cellules de gtailldepathognomoniques nommées cellules
de Hodgkin et cellules de Reed-Sternberg (HRS)1&2, Thomas Hodgkir=(gure 15 fut

le premier a décrire des cas de lésions lymphajdesnt par la suite été nommées lymphome
de Hodgkin Hodgkin, 183). Avec Thomas Hodgkin, Carl Sternberg en 1898:(nberg,
1899 et Dorothy Reed en 190ternberg, 1902ont décrit des cellules particuliéres
infiltrées au sein des tissus hodgkiniens. Elles é® nommées cellules de Hodgkin
lorsqu’elles étaient mononucléées et cellules deedFR&ternberg lorsqu’elles étaient
multinucléées. Les cellules de RS sont de tresdgacellules bi ou multinucléées mais au
noyau multilobégui peuvent atteindre un diamétre de plus de 5@ugui ont un cytoplasme
de taille modérée et amphophile, chacune contamagtand nucléole entouré d’'un halo clair

de nucléoplasme avec une chromatine finement tétd/eiss et al., 1999 Le diagnostic
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de lymphome de Hodgkin repose sur la mise en égalde cellules RS dont la présence est
indispensable au diagnostic de cette pathologies aloe les cellules de Hodgkin moins
caractéristiques sont insuffisantes au rendu désidtat. Cette maladie est longtemps restée
enigmatique. En effet, les cellules caractéristiqde lymphome sont tres rares dans le tissu
concerné et ces cellules possédent un phénotypdifférent de celui observé habituellement
pour tous les types de cellules hématopoiétiquemales. De plus, tres peu de lignées
cellulaires ont pu étre établigsrexler, 1993; Wolf et al., 199@e qui a beaucoup compliqué
les études a ce sujet. Seules des techniques dhisumigtochimie étaient utilisables et il a
fallu attendre les techniques actuelles de biologaéculaire pour découvrir un plus grand

nombre de choses concernant cette pathologie.

II. Histopathologie

La caractéristique du lymphome de Hodgkin est leldanombre de cellules typiqgues HRS
dans un important infiltrat cellulaire composé aenbreux types cellulaires (Hansman et al.,
1999; Weiss et al., 1999). Cet infiltrat différemgiar ailleurs le lymphome de Hodgkin de la
plupart des lymphomes non-hodgkiniens. Habituellgmes cellules HRS constituent moins
de 1% des cellules composant le tissu hodgkiniénfiltrat cellulaire est essentiellement
composé d’éléments réactifs non-néoplasiques intldas cellules T, des cellules B, des
plasmocytes, des histiocytes, des polynucléaireméphiles et neutrophiles (Chan, 2001).
Les différences de composition cellulaire observégses biopsie ont abouti a une
classification réalisée selon la REAL : Reviseddpaan American Lymphoma et la WHO :
World Health Organization, classification qui répee les tumeurs malignes
hématologiques. Le lymphome de Hodgkin a prédonti@atymphocytaire récemment

nommé paragranulome nodulaire (Fraga et ForteZa)2@insi que 4 sous-types au sein du
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lymphome de Hodgkin dit "classique” ont ainsi pteéndividualisés (Harris et al., 2000;

Weiss et al., 1999).

X Les 4 sous-types de la forme dite "classique” somimés et décrits de la fagon suivante
(Figure 16) :

«5 la forme riche en lymphocytes (type 1 selon la RE&ontre une prédominance
des lymphocytes B. L'image histologique est semiblabcelle observée dans le sous-type a
prédominance lymphocytaire mais se distingue papHénotype et la morphologie des
cellules HRS qui sont similaires a ceux rencontogs des deux premiéres formes citées
(Anagnostopoulos et al., 2000). Dans le monde celtestitue 15 a 20% des cas.

«5 la forme scléro-nodulaire (type 2) est la plugjfrénte puisqu’elle représente 50 a
60% des cas rencontrés dans le monde. Elle esitéasée par des aires nodulaires qui sont

séparées de bandes sclérotiques.

« la forme a cellularité mixte (type 3) montre unistbution plus diffuse des
cellules et une sclérose quasi-absente. Elle coemptieon 15% des cas mondiaux.
Il est a noter que dans les deux sous-types préuédat cités, les cellules T prédominent
dans l'infiltrat lymphocytaire.

«5 la forme a déplétion lymphocytaire (type 4) esénauisqu’elle constitue moins de

1% des cas. Elle se caractérise par une distribaiiffuse des cellules, une petite infiltration

lymphocytaire, et la présence d’aires nécrotiquessiebien que d’aires sclérotiques.
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Figure 16 : Lymphome de Hodgkin classique (a) et sa cellule caractéristique (b) : la
cellule de Reed-Sternberg
(D'apresThomas et al., 2004
www.lymphome.de/InfoLymphome/HodgkinLymphome/HodgKelle.jpg)
XX Le lymphome de Hodgkin a prédominance lymphocgtaiu paragranulome nodulaire
(Figure 1) compte 5% des cas de lymphome de HodgKseui et Mauch, 2007 Dans ce
type, les lymphocytes et plus particulierementiyegphocytes B prédominent dans l'infiltrat
cellulaire et les cellules tumorales sont nommédisles lymphocytiques et histiocytiques (L
et H) Hansmann et al., 1999Les cellules L et H ne sont pas d’aussi gramadlietque les

cellules HRS caractéristiques du lymphome de Hodgkassique". De plus, elles présentent

un nucléole moins marqué et sont, dans de raresntdisnucléées.

Il existe dans le diagnostic une distinction phgpisfue entre les cellules HRS du lymphome
de Hodgkin "classique" et les cellules L et H dmphome de Hodgkin a prédominance
lymphocytaire. En effet, les cellules HRS du LH exm@nt a leur surface un membre de la
famille des récepteurs au TNF, le CD30, et soulei@D15, mais pas le CD20, qui est un
marqueur des cellules B. Les cellules L et H squént a elles, et contrairement aux cellules

HRS, CD20 positives et C30 ainsi que CD15 négatives
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Figure 17 : Paragranulome nodulaire (a) et sa cellule caractéristique (b) : la cellule
lymphocytique et histiocytique

(D'aprésFraga et Forteza, 2007
III. Epidémiologie

Le lymphome de Hodgkin est moins commun que lephomes non-hodgkiniens. En effet,
pour environ 7 cas de lymphomes non-hodgkiniernsalseulement 1 cas de lymphome de
Hodgkin. Toutefois, le lymphome de Hodgkin est @s éymphomes les plus fréquent avec
un taux d’incidence annuel de 3 ou 4 nouveaux cas OO0 000 personnes dans le monde
occidental Kuppers et al., 2006 Au niveau mondial, le lymphome de Hodgkin aféect
environ 62 000 personnes par an et cause envirdid@5léces par aérkin et al., 2001
Les facteurs de risque sont: le sexe masculin, classe sociale élevée, la notion de
mononucléose infectieuse fortement symptomatique, passé familial incluant des
lymphomes ou une infection par le VIKslgser et Jarrett, 19n6La prévalence chez les
femmes avait augmenté ces dernieres années, naitemdl a décroitre alors que chez les

hommes, le taux reste constant et plus élevé gee lels femmesCartwright et al., 1999
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Parmi les facteurs de risque, il faut aussi comgésr facteurs infectieux (EBV notamment et
HHV-6 probablement), génétiques et immunologigires. ailleurs, le risque de souffrir d’'un

LH est encore plus important lorsque les patiemésgntent a la fois des défauts dans le
fonctionnement des cellules T et des anomaliestiggres. Ce risque peut également étre
augmenté en cas dimmunodéficience congénitale as ddes conditions autoimmunes
particulieres telles une immunosuppression iatrimgen incluant une transplantation de

moelle osseuse allogénique ou encore un traiteenentéthotrexateS@id, 200).

L’incidence est bimodale avec un premier pic dangdnche d’age 15-34 ans et un second
pic de moindre intensité apres I'dge de 60 anst(vright et Watkins, 2004; Tsang et al.,
2006; Young et lland, 200.7Le taux d’incidence aprés 60 ans atteint deffrekide 6 cas
pour 100 000 personnes et par an. Le taux de swelative aprés 5 ans a trés fortement
augmenté puisqu’il était environ de 71% dans legaa 1975 alors qu'il atteint 85% dans les

années 2000.

IV. Manifestations cliniques

IV-1. Symptdomes

Des ganglions lymphatiques gonflés mais indolorast $e signe le plus fréquent de la

maladie de Hodgkin. Environ un tiers des maladedsgmtent aussi des symptomes
systémiques tels qu’'un amaigrissement de plus éled®la masse corporelle en 6 mois, une
sensation de fatigue, de la fievre supérieure & 38es sueurs nocturnes abondantes ainsi

gu’un prurit isolé. Ces symptémes permettent ewsiadiorienter le diagnostic.

Les adénopathies sont superficielles dans 80% aese moment du diagnostic alors que

seuls 10 a 15% des cas présentent des adénopatédiastinales isolées. La localisation
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ganglionnaire la plus fréquente est cervicale astcdaviculaire, moins souvent axillaire et
rarement inguinale. L'extension de la maladie s# €& proche en proche par voie
lymphatique. Il existe parallelement une dissénmmaipar voie sanguine a l'origine des
localisations viscérales de la maladie et notammdentatteinte splénique qui est présente

dans la moitié des cas.

Chaque sous-type présente ses propres manifestatinigues Ekstrand et Horning, 2002

La forme scléro-nodulaire atteint préférentielletnks adolescents et les jeunes adultes et
présente un syndrome localisé au niveau cervicsl figpra-claviculaire et médiastinal. La
forme a cellularité mixte est la plus prévalenteang¢au des enfants et des personnes agées et
est souvent associée a un stade avancé de la enaladn mauvais pronostic. La forme a
déplétion lymphocytaire est souvent présente chex personnes &agées mais sans
adénopathies périphériques significatives. Cettedoest souvent associée au VIH. La forme
riche en lymphocytes du lymphome de Hodgkin "ctass? apparait le plus souvent chez les
hommes agés et touche la région cervicale. La foam@édominance lymphocytaire du
lymphome de Hodgkin non "“classique" présente les@sécaractéristiques que la précédente

mais les patients atteints sont moins agés.

IV-2. Diagnostic

Le diagnostic peut étre fait a I'aide d’'une biopganglionnaire qui montre une ou plusieurs
cellules caractéristiques du lymphome de Hodgkies: cellules de Reed-Sternberg. La
biopsie ganglionnaire est indispensable dans tesschs. Elle doit étre faite sur une
adénopathie aussi typique que possible. L’'examestoaro-pathologique permet alors

d’affirmer le diagnostic et de préciser le typedilisgique.

Par la suite un bilan d’extension est réalisé. fiet,d’hématologue doit déterminer le stade

de la maladie et les aires corporelles touchées. rddiologie ainsi qu’'un scanner des zones
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thoraciques et pelviennes sont réalisés et congpledé une analyse de sang et une biopsie
ostéomédullaire. Selon les résultats, le patiera stassé grace a la classification d’Ann
Arbor (Connors, 2005; Ekstrand et Horning, 2002; Yungieth, 2003 dans I'un des quatre

stades suivants :

“Stade | : envahissement d’'un seul ganglion ou dasge région extra-lymphatique
(le)

@Stade Il : implication de deux ou plusieurs zonasgijonnaires situées du méme
c6té du diaphragme ou d’une ou plusieurs autrasngégyanglionnaires avec une zone extra-
lymphatique contigué ()

©Stade Il : atteinte de régions ganglionnaires de pt d’autre du diaphragme qui
peut inclure la rate (lJ), étre limitée a une région ou un organe extraplyatique contigu

(Ill¢) ou atteindre les deux (b
@Stade IV : invasion d’'un ou plusieurs organes éxtnphatiques.

Par ailleurs, I'absence de signes systémiques géxéffievre, amaigrissement, sueurs

nocturnes) est notifiée en ajoutant la lettre Anaméro du stade alors que la présence de
ceux-ci est notée B. Un X peut étre également &jlmrs de ganglions présentant un diametre
supérieur a 10 cm ou plus, ou encore d’'une masséasiiale égalant ou dépassant le tiers
du diamétre transversal du thorax. Un pronosticaw@fible de survie est associé a la
présence de sept facteurs : un age supérieur du édaans, le stade IV de la maladie, une
hémoglobine inférieure a 10,5 mg/dl, un nombre waphocytes inférieur a 8%, des

leucocytes sanguins, le sexe masculin, une albumi@eeure a 4 mg/dl et un nombre de

globules blancs supérieur ou égal a 15 000 pabqus traitement classique, en présence de
'ensemble de ces facteurs, la survie a 5 ansee8déo alors qu’elle est seulement de 72%

pour les patients ayant moins de 5 facteurs sur 7.
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V. Biologie des cellules HRS

Depuis peu, les cellules HRS ont été reconnues @appartenant a la lignée lymphocytaire

B mature avec toutefois de nombreuses modifications

V-1. Origine des cellules HRS : le centre germinal (Figure 19

Pour définir leur appartenance, les cellules HRiS2anisolées par micromanipulation a partir
de tissus ou de suspensions cellulaires pour ardlys réarrangements des genes constituant
les immunoglobulines Kuppers et al.,, 2002 Mais avant tout, la connaissance du
développement et de la différenciation des celllesormales qui se passe dans le centre
germinal sont nécessaires a la compréhension dgitie et du caractére transformé des

cellules HRS.

bY

Les cellules B normales sont générées dans la enasseuse a partir de précurseurs
hématopoiétiques. Dans leur développement, desesaggrde génes (V, D et J pour la chaine
lourde des Ig; V et J pour les chaines légerel\.) codant pour la région variable des Ig sont
assemblés. Le nombre des segments pour la recasthiransi que la diversité des sites de
liaison entre chacun d’entre eux pourvoit une ¢elB équipée d’'un récepteur unique BCR
(B-cell receptor). Cette cellule est alors acti@él rencontre d’un antigene connu et migre
dans le follicule. Le BCR peut alors servir de nuanay pour I'expansion clonale. Les cellules
B exprimant un BCR fonctionnel sont ensuite rel@eagivers la périphérie du follicule et
constituent les cellules B naives. Si une celluleaB/e mature rencontre un antigene pouvant
se lier spécifiguement au BCR, elle est alors éetigt peut participer a la réponse immune
dirigée contre I'antigenex@ajewski, 199k Cette cellule migre dans le centre germinal It e

prolifere. Ces cellules B prolifératives du cerggrminal sont appelées centroblastes et sont
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concentrées dans la zone sombre du centre gernidads ces cellules un processus
d’hypermutations somatiques est activé et moddieédgion V de la chaine lourde de I'lg
(Berek et al., 1991; Jacob et al., 1991; Kupperal.et1993. Ceci augmente le nombre de
variants par rapport au BCR original. Les celluBsayant gagné de [laffinité avec
laugmentation des mutations sont sélectionnéegtiyp@ment. Ce processus de sélection
implique également deux autres constituants dena zlaire du centre germinal : les cellules
T helper et les cellules dendritiques (CD) follmuokés (MacLennan, 1994 Les cellules B
montrent dés lors une activité proliférative momait sont appelées centrocytes. Puis des
cycles de prolifération, mutation et sélection &eetent pour chacune des cellules. Enfin les
cellules B se différencient en cellules B mémoioes en précurseurs de plasmocytes et
quittent le centre germinal\(pin et al., 199% Dans une voie opposée, un grand nombre de
mutations somatiques peuvent se montrer désavarsigegour les cellules B du centre
germinal {Viens et al., 1997 En effet, les mutations d’acides aminés peuwbBmtinuer
I'affinité abolissant ainsi la liaison avec I'angige ou encore interférer dans le repliement des
chaines lourdes et Iégéres et ainsi empécher Esgmn du récepteur a la surface de la
cellule. Ces mutations peuvent également entrdfaqgparition d’'un codon stop ou aboutir a
la délétion ou la duplication de nucléotides quarthent le cadre de lecture classique. Un
programme apoptotique apparait lors de ces musild@savantageusesiy et al., 198J.
Seules les cellules B du centre germinal ayantiaame affinité suffisante et n’ayant pas de
mutations peuvent interagir avec les cellules Testcellules dendritiques folliculaires du
centre germinal. Elles recgoivent par ces cellules signaux de survie et échappent ainsi a la
voie apoptotique. C’est a partir de ces cellulesmades que se formeront les cellules HRS,

aprées guelques transformations additionnelles.
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V-2. Les cellules HRS

Les cellules HRS ne ressemblent a aucune cellutenale du systeme hématopoiétique
(Figure 20. Ces cellules co-expriment des marqueurs déreifits types cellulaire®¢ et

al., 2005a; Younes et Carbone, 203

3¢ marqueurs des cellules dendritiques : fascine, TARhymus and activation-
regulated chemokine)

3¢ marqueurs des granulocytes

>¢ marqueurs des monocytes (CD15 inconstamment e&prim

3¢ marqueurs des cellules B (Pax-5 ou paired home8b&2A, EBF ou early B-cell
factor)

3¢ marqueurs des plasmocytes (MUM-1 ou multiple myelmncogene-1, CD138)

3¢ marqueurs des lymphocytes : CD30

3¢ dans certains cas, d'autres marqueurs des ceBUlED20) et des cellules T (CD3,
granzyme B et perforine) sont exprimés.

En immuno-histochimie, les cellules tumorales secatactérisées par la présence de
marqueurs d’activation tels que le CD30 (Ki-1) geemment cité qui est prépondérant et qui
appartient a la superfamille des récepteurs au TRFCD25 qui est le récepteur a
I'interleukine 2, le CD71 qui est le récepteur atiansferrine et le HLA-DR (Human
leucocyte antigen). Il n'y a, par ailleurs, pasxgression d’ALK (anaplastic lymphoma
kinase) ni de CD45 ce qui peut servir a différendés cellules de RS d’autres cellules

lymphomateuses.

On observe globalement dans les cellules HRS ume plel phénotype B classique. La

dérégulation négative de ce phénotype affecte sules molécules de surface (CD22, CD52)
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et les composants de certaines voies de signalisgibyk, Blk) et des facteurs de
transcription (Spi-B, A-myb). Il existe égalemenbheudérégulation négative de certains
facteurs de transcription spécifiques aux cell@€®ct2, Bobl et PulRe et al., 2001; Stein

et al., 199). La dérégulation négative dans les cellules HIRS molécules appartenant aux

cellules B normales n’est pas encore bien connue.

De facon intéressante, le facteur de transcrigtiotth-1 qui n’est normalement pas exprimé
dans les cellules B et arréte la différenciatioa dellules B en faveur des cellules T dans les
précurseurs lymphoides, est exprimé dans les eslltiRS Jundt et al., 1999 Cette

expression aberrante pourrait avoir un réle dapeifte du phénotype B des cellules HRS.

Certains aspects de la morphologie et de 'immugéaptype des cellules HRS pourraient étre
dds a la régulation négative de I'expression de £@énhs ces cellules. CD99 est une protéine
transmembranaire glycosylée qui est exprimée dansodbreux types cellulaireB\orzak
et al., 1994; Gelin et al., 1989 a répression de I'expression de CD99 dans édlsles B
entraine I'apparition de cellules multinuclééeseesblant aux cellules HR&de et al., 20011

et qui expriment partiellement CD18i(n et al., 199%.

Cette perte du phénotype B pourrait égalementditeca I'expression aberrante de certains
inhibiteurs de marqueurs présents a la surfacecelises B. L'exemple le plus marquant

semble étre celui du facteur de transcription ERAest régulé négativement par interaction
directe avec l'inhibiteur de la différenciation Id2anz et al., 2006; Kuppers et Brauninger,
2006; Mathas et al., 2006; Renne et al., 20Par ailleurs, la présence de E2A confere aux

cellules une résistance a I'apoptoseeiz et al., 200Y.
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V-3. Les mécanismes de transformation (Figure 19

Les cellules HRS présentent des défauts chromos@sidans presque tous les cas. Ceux-ci
sont plutét d’ordre numeériques, ce qui indique umsabilité chromosomique des cellules
HRS. Des études cytogénétiques ont montré queeledes HRS portaient des translocations
chromosomiques mais les proto-oncogenes BCL-2, BCC-MYC, MALTL1, tres souvent
impliqués dans les lymphomes non-hodgkiniens aifeda cellule B, ne sont affectés que de

facon trés rare au sein de la cellule de RS typityueH (Martin-Subero et al., 2004

Les mutations dans les génes suppresseurs dersiomnme p53, CD95 ou encore le proto-

oncogene n-ras sont absentesgpers, 200p

Le facteur de transcription NB, dans les cellules HRS du LH classique, présent
activation constitutive jouant un réle importanhdde signal de survie de ces celluléss( et
Ruland, 200). Cette activité est due en partie aux différemesmbres de la famille du
récepteur au tumor necrosis factor (CD30 et CD40)stactivent de fagcon autonome. Elle
pourrait également étre due a des mutations souneatige #Ba, inhibiteur de NkB, qui

pourraient apparaitre dans 30% des Cah@nnes et al., 1909

De plus, des amplifications génomiques de c-RelJak? et de MDM2 (Murine double
minute protein 2) sont fréequemment présentes desscéllules HRSJpos et al., 2000;
Kupper et al., 2001; Martin-Subero et al., 2)0&Rel est un composant de ®8; Jak2
intervient dans la voie de signalisation cytokimqgdiak/STAT comme un transducteur du

signal et MDM2 est un inhibiteur de la p53.
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Figure 19 : Voies de signalisation internes a la cellule HRS

(D’apresKuppers et Hansmann, 2005; Brauninger et al., 2006
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Tous ces mécanismes de transformation ont ététslélems la forme classique de la maladie.
La forme a prédominance lymphocytaire est moinsrideet seule une translocation

chromosomique du géne BCL-6 a été deckltéofiarska et al., 2003

V-4. Les mécanismes anti-apoptotiques (Figure 19

L’apoptose est définie comme une mort cellulairedié@ par les caspases dont la
caspase centrale est la caspase-3. Cette dersieegp@imée par les cellules HRS mais pas
par les cellules L et Hiban et al., 1999 Les analyses fonctionnelles montrent toutefois q
bien qu’exprimée, elle est inactive. De plus, desléeules empéchent I'activation de la
caspase 3 dans les cellules HRS. Ce sont c-FLiie (de NKkB, cellular-flice like inhibitory
proteins) homas et al., 200zt XIAP (un inhibiteur de I'apoptose lié au chrasome X)
(Kashkar et al., 2003 L’expression de c-FLIP inhibe deux intervenamidss I'induction de
I'apoptose que sont TRAIL (TNF related apoptosiuicing ligand) et CD95. Les cellules
HRS sont résistantes a I'apoptose médiée par CD@bésentent également des mutations
somatiques de ce geéne qui causent probablemermiedies dans la fonctionnalité de CD95.
Ces intervenants font partie de la voie extrinsetpiBapoptose.

La voie intrinséque dépend quant a elle des presede la famille BCL-2. Le défaut
de la protéine BAX (BCL-2 associated protein) a @&éocié a la résistance apoptotique des
cellules HRS Kashkar et al., 2002 Les membres de la famille IAP (inhibitor of apagis
protein), dont XIAP fait partie, possédent le médie.

Vue l'action de c-FLIP et de XIAP, qui sont desletbde NkB, I'activité de NkB
pourrait étre considérée comme conférant aux esllUHRS un phénotype résistant a

I'apoptose.
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Les autres voies connues comme étant dérégulées Idancellules HRS sont la voie
MEK/ERK (mitogen activated or extracellular sigrralgulated protein kinase/extracellular
signal-regulated kinase¥lieng et al., 2003la voie AP1 {lathas et al., 2002la cascade de
signalisation PI3 kinase (phosphoinositide 3-kijageeorgakis et al., 2004 Ces voies

contribuent a la résistance des cellules HRS aong@héne d’apoptose.

V-5. Les dérégulations des cytokines, des chimiokines et des

membres de la famille du récepteur au TNF (Figure 2(

a. Les cgtolreiwes

Ce sont des protéines de bas poids moléculaire rémulent de nombreux processus
biologiques.

Le réseau de cytokines est important a la fois thpsolifération des cellules HRS avec I'lL-
13 et dans le maintien d’un environnement favorabhactérisé par des cellules immunitaires
spécifigues comme les éosinophiles avec I'lL-5estdellules T régulatrices avec la sécrétion
de cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-@Q le TGPB. Les interleukines 4, 6, 7, 9,
15 sont également exprimées et influent sur laiswes cellules HRSV{aggio et al., 200R
L’IL-13 aurait par ailleurs un rble important decfaur de croissance autocrine des cellules
HRS. Il est a noter que son récepteur est égalepnésent au sein des cellules HRS{p et

al., 1999; Ohshima et al., 2001; Skinnider et280Q17).
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b. Les chimloklines

Ce sont des cytokines particulieres impliquées iBpaement dans la migration des
leucocytes. Les difféerents sous-types de lymphoraeHoddgkin ont un environnement
composé de chimiokines différentes. TARC nomméemen€CL17 (chemokine C-C motif
ligand 17) et la protéine inductible a I'interféer@®N) y IP-10 (interferon-inducible protein
10) ou CXCL10 (chemokine C-X-C motif ligand 10) soseulement trouvées dans le
lymphome de Hodgkin classique alors que MDC (Makege derivated chemokine) appelée
aussi CCL22 une chimiokine dérivant du macrophagfetreuvé dans les deux types de
lymphome de Hodgkin. TARC est connue pour attiesr lymphocytes T CD4+P¢h et al.,

2001; Van Den Berg et al., 19909

Les cellules HRS sécrétant des chimiokines soateégent impliquées dans I'attraction
d’éosinophiles et de plasmocytes. L'éotaxine ou CCexprimée par les fibroblastes est une
chimiokine potentiellement attractive d’éosinopkileotamment dans le sous-type scléro-
nodulaire du lymphome de Hodgkin classiquendt et al., 1999 Elle pourrait également
étre attractive de lymphocytes T CD4+. Par aille@€L28 qui attire les éosinophiles via
CCR3 (chemokine C-C motif receptor 17) et les plasytes via CCR10 et CCR3 est
exprimée dans les cellules HRS ce qui fournit ux@ieation a la présence de plasmocytes

dans les tissus infectés par le lymphome de Hodgkimamoto et al., 2004

c. Lafawmille des récepteurs au TNF

lIs jouent un r6le de co-stimulation des -celluleggnphatiques pendant la réponse
inflammatoire. Cette famille est la plus importamntens la pathogénése du lymphome de

Hodgkin.
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Les cellules HRS expriment a la fois le récepteD3C et son ligand le CD30L autrement
nommeé CD153. Ceci suggere un mécanisme autocringraldéération des cellules HRS.

L’activité NF«B et celle du récepteur CD30 sont des process@péarntiants du CD30L.

CD40 et RANK (receptor activator of MB) sont également exprimés a la surface des
cellules HRS. Le ligand CD40L induit la proliférai des lignées cellulaires HRS&rbone et
al., 1995a et et protege ces mémes cellules de I'apoptosetmghair CD95 I(letkar et al.,
1999. La co-expression du ligand de RANK, ainsi que sis récepteurs RANK et
ostéoprotégérine dans les lignées HRS, indiquerfadtion d’une boucle autocrine dans cette
voie. L'activation de RANK contribue a l'activatiode NB et induit la production de
cytokines comme IFN-ou I'lL-13. Ces dernieres participent au maintifun environnement

inflammatoire dans le lymphome de Hodgkin.

Le TNFu, I'un des médiateurs les plus importants de Einfination est présent dans les tissus

hodgkiniens Kretschmer et al., 199@t stimule notamment les fibroblastes.

Les cellules stromales dendritiques du réticulumeésgis autour des cellules HRS produisent
un facteur de croissance hépatocytaire qui se lketgrosine kinase transmembranaire c-met

influencant ainsi 'adhésion et la survie des deltHRS [eofili et al., 200).

L’interaction des cellules HRS avec d’autres cebutle I'environnement est influencée par
I'expression de linhibiteur tissulaire de métallofginase TIMP-1 et la métalloprotéinase de

matrice MMP-2, expliquant ainsi certaines propgét@munosuppressives et adhésives.

Le facteur de croissance endothélial VEGF (vascetaiothelial growth factor), joue un réle
important dans le maintien du réseau cellulairesttexprimé dans 70% des cas au sein du
lymphome de Hodgkin. Sa présence semble étre weuiadéfavorable dans le pronostic du

lymphome de Hodgkin.
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Figure 20 : Les caractéristiques de la cellule HRS et son environnement cellulaire

(D’aprésKuppers, 200p
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VI. Implication virale

Le LH a souvent été relié a la présence d’'un agdettieux (arrett, 200p avec, de facon
prépondérante dans la littérature, I'associatiomeatée pathologie au virus d’Epstein et Barr.
La présence d’autres herpésvirus, tels que I'hgmes humain de type 6, est en regle

générale plus controversée.

VI-1. Le virus d'Epstein et Barr

Le premier argument en faveur de I'implication dws EBV dans le lymphome de Hodgkin
a été la détection de forts taux d’anticorps dsigéntre des antigenes de ce virus chez des
patients atteints de LH en comparaison avec deésnpgiatteints d’autres lymphomes(ine

et al., 197). De plus, la détection de ces taux précédaipbaiion de la maladie de plusieurs
annéeslueller et al., 198p Aujourd’hui, le virus d’Epstein et Barr est tr@udans 40% a
50% des cas de lymphome de Hodgkin classigbeouGset et al., 1993 Il est
préférentiellement associé a la forme a cellularitéte du lymphome de Hodgkin classique
(Rezk et Weiss, 2007et est plus fréquent chez les hommes que chefeiemes. Il est
surtout trouvé chez les patients agés de plus danS5et les enfants de moins de 10 ans
(Armstrong et al., 1998 Les patients ayant eu une mononucléose infesgiemt un risque
accru de développer un lymphome de Hodgkin plubsdans leur vieAlexander et al., 2000;
Hjalgrim et al., 2000; Munoz et al., 1978; Rosdeihél., 197). L'EBV est présent au niveau
des cellules HRSJ@rrett et MacKenzie, 199%nais n’est pas rencontré dans les cellules L et
H du paragranulome nodulaire. La premiére dématistrae la présence d’ADN de 'EBV a
été réalisée grace a une sonde correspondant aagmeint d’EBV afin de réaliser une

hybridationin situ (Weiss et al., 1991 Par la suite des sondes dirigées contre les reamb
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ARNs EBERs (EBV-encoded small RNA) ont été réakséesont toujours utilisées afin de
détecter la présence de I'EBW( et al., 1990 De nombreuses études ont par ailleurs
montré la clonalité de 'EBV dans les tissus hodgkis fnagnostopoulos et al., 1989;
Weiss et al., 1989 Dans les cellules HRS, le virus est présent saugorme latente, et
seulement trois des neuf genes de latence soninegrll s’agit de EBNAL1 (EBV nuclear
antigen 1) et de LMP1 et LMP2a (latent membraneepndl et 2a) {oung et al., 2000 Des
techniques d'immuno-histochimie et d’analyse traipsonnelle sur des biopsies de patients
ont démontré I'expression des protéines LMP1 et PHIR de forts taux en I'absence de leur
régulateurin vitro, EBNA2 (Deacon et al., 1993; Murray et al., 1992; Palleskeal., 199).
Par ailleurs, un promoteur alternatif de LMP1 aidé&htifié et sa transcription est activée par
STAT3 (Chen et Greene, 20P3’EBV utilise donc I'activité de STAT dans lesliules HRS

pour I'expression de LMP1, ceci en I'absence de EBN

L'implication prépondérante de LMP1 dans la path@ hodgkinienne est la plus
décrite et la mieux connue. Toutefois, LMP2a eddlégent trés importante puisqu’en sa
présence les cellules HRS, bien que ne possédamtipanunoglobulines fonctionnelles, ne
subissent pas le phénomene d’apoptose. En effeR2aVfournit un signal s’associant a
I'expression des Ig et empéche I'apoptose deslesllayant un défaut en I drtis et al.,

2003.

Les lymphomes de Hodgkin associés a 'EBV sembdelarigine d’'une survie plus longue
chez les jeunes patients et d'une survie moinsuenthez les patients plus agés, que les
lymphomes de Hodgkin non associés a I'EBV, notantndans le groupe scléro-nodulaire,

groupe le plus représenté du lymphome de Hodgkissajue {eegan et al., 2005
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VI-2. L'herpesvirus humain de type 6

Les premiéres études concernant la présence devigildans le lymphome de Hodgkin
consistaient en la recherche d’anticorps dans tenséles patients grace a la technique
d'immunofluorescence. Une augmentation de la pedva des IgG et une augmentation des
titres d’anti-HHV-6 étaient observables chez lggtsuatteints de LH par rapport aux témoins
sains Berrington de Gonzalez et al., 2006; Shanavas.efi@®2; Torelli et al., 1992 Une
augmentation du taux d’anticorps sérique a mémeliérvée pendant la rechute de certains
patients atteints de LH alors que d’autres présamtaa la fois une rémission et une
décroissance de leur taux d’anticorps dans le sé€ramine et al., 1992 Pour ces auteurs,
ceci suggere une valeur pronostique du taux darge sériques a HHV-6 dans le LH. La
détection d’anticorps dirigés contre les protéip88 et p41, dans le sérum des patients a pu
étre réalisée par technique ELISKegngar et al., 1991 D’apres les auteurs, cette approche a

permis de dire que le virus se répliquait activehohez ces patients.

Les différentes techniques de biologie moléculaimployées par la suite ont été I'hybridation
in situ ainsi que la PCR voire méme la PCR quantitatdacthiero et al., 199%u encore la
PCR quantitative en temps ré€lq(lot et al., 200p. Celles-ci permettent la détection et/ou
I'amplification de séquences virales au sein desus des patients atteints de lymphome de
Hodgkin. Les PCR quantitatives comme leur nom lgo@ permettent la quantification du
nombre de copies du génome d’'HHV-6. Un grand nordl#tides ont ainsi été effectuées et
ont présenté des résultats variables et discordanteffet, les résultats pouvaient aller de
I'absence de détection d’'HHV-6 (par PGRedhill et al., 1991; Shiramizu et al., 20@Lplus

de la moitié des patients atteing&u(niyoshi et al., 1993soire méme jusqu’a plus de 80% de
patients positifs (par hybridatian situ et PCR;Valente et al., 1996 Les variations dans les

résultats obtenus peuvent étre imputés a la vadlgté&echniques utilisées et des populations
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étudiées. Il existe certaines études présentanfailnle nombre de patients positifs pour
I'HHV-6 c'est-a-dire environ 10%Schmidt et al., 2000; Torelli et al., 1991; Toredl al.,
1992. La moyenne de I'ensemble des études sembletet&ituer vers 30% a 40% de
patients positifs pour HHV-6 et présentant le lymple de Hodgkin@ollot et al., 2002; Di
Luca et al., 1994; Hernandez-Losa et al., 2009piat al., 200%. Au vu de la variabilité des
différents résultats, des diverses techniques etdel variable de patients étudiés, un tableau
regroupant les principales études a été réalisbl¢au \). En outre, 'THHV-6 de type B est
beaucoup plus souvent détecté dans ce type delggith¢environ neuf fois sur dix)Cllot

et al., 2002; Tailor et al., 2004; Valente et 8996. L'HHV-6 contrairement a 'EBV semble

étre présent chez les patients jeunes et de spasstyéro-nodulaireforelli et al., 199).

Il a également été trouvé de fagon simultanée B\'Bvec un role de celui-ci mis en exergue
(Krueger et al., 2001; Schmidt et al., 2000; Toretlal., 1992; Valente et al., 199€&réce a
des techniques d'immuno-histochimie, 'HHV-6 a éduvé dans linfiltrat cellulaire
entourant les cellules HRS et notamment au nivesuyimphocytesAlexander et al., 1995;
Krueger et al., 1994; Krueger et al., 2001; Rojalet 1994. L'HHV-6 a méme été trouve
dans un type particulier de cellules HRS que sestcellules momifiées qui présentent un
phénomeéne apoptotique mais qui ne vont pas jusdotad de celui-ci l(orenzen et al.,
1997. En effet, 'HHV-6 pourrait induire un mécanisnae rétention de la p53 dans le
cytoplasme et ainsi protéger les cellules infectiebapoptoseTakemoto et al., 2004Selon
une étude, le fait que le virus HHV-6 n’ait jusdoia pas été trouvé dans les cellules RS, ou
seulement dans des cas isolés semble avoir peuods pupres de la communauté
scientifique. L’'HHV-6 a seulement été trouvé daes tellules momifiées ce qui semblerait
vouloir dire gu’il n'est pas impliqué dans la lyngshagénese du lymphome de Hodgkin

(Luppi et al., 1998
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NOMBRE DE PATIENTS
POSITIFS/ NOMBRE TOTAL

RETERENCES TECHNIQUE Ui DE PATIENTS TESTES
%

Valente et al., 1996 Hybridation in situ 47/52
Torelli et al., 1991 Southern-Blot 3/25
Gledhill et al., 1991 PCR 0/35
Torelli et al., 1992 PCR 3/33
Sumiyoshi et al., 1993 PCR S
Valente et al., 1996 PCR 38/52
Shiramizu et al., 2001 PCR /47
Tailor et al., 2004 PCR 15/39
Di Luca et al., 1994 Nested-PCR erhis
Schmidt et al., 2000 Nested-PCR e
Collot et al., 2002 PCR quantitative 13/37
Hernandez-Losa et al., 8/20

2005

PCR quantitative

Tableau IV : Prévalence de I'HHV-6 par techniques de biologie moléculaire sur des
adénopathies de patients atteints de lymphome de Hodgkin

(D’apresRanger-Rogez et al., 2006
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VI-3. Le VIH

Les patients positifs pour le VIH ont un risqueracde présenter un lymphome de Hodgkin,
risque évalué entre 5 a 15 fois supérieur a la latipn saine. Dans ce contexte, les patients
présentent le plus souvent des sous-types a cdhkutaixte (54%). Le type scléro-nodulaire
est plus faiblement représenté dans cette popnl#8@%). De plus dans ce sous-type, les
cellules HRS sont négatives pour 'EBV. Les staaeancés sont présents chez plus de 80%
des patients. Le risque est maximal lorsque le epatiHIV positif présente une
immunosuppression modérée et diminue lorsque cellest sévere. Ce fait est
particulierement vrai pour le sous-type scléro-riaidel et aucun patient présentant ce sous-

type n’est observé en cas d'immunosuppression e¢sard, 200Y.

Le lymphome de Hodgkin atteint les nodules, la meoetseuse et des sites extra-nodulaires

chez les patients positifs pour le HIZnnors, 2006

VII. Traitements

VII-1. Les traitements classiques (Figure 2)

Avant l'introduction de la radiothérapie et le dimpement d’associations de molécules dans
des protocoles de chimiothérapie comme MOPP (cldtrime, vincristine, procarbazine,
prednisone) et ABVD (adriamycine, bléomycine, vagtine, dacarbazine) dans les années
1970, le lymphome de Hodgkin était une pathologoeivent fatale. Puis la derniere
génération de poly-chimiothérapies intensives adan apparition en 1990 pour traiter les
stades avancés de lymphome de Hodgkin; les stafesnbins avancés étant souvent

uniquement traités avec de la radiothérapie. La pmlaurante de ces associations est
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BEACOPP Diehl et al., 2008 : bléomycine, étoposide, doxorubicine, cyclopt@spide,
vincristine, procarbazine et prednisone. Cette@aton ainsi que de nhombreuses autres ont
démontré de trés bons résultats dans la guérisoatddes avancés de lymphome de Hodgkin.
La rémission peut également étre obtenue en utiligae forte dose de chimiothérapie ainsi
gu’une transplantation autologue de cellules saaitigenatopoiétiqueS¢hmitz et al., 2002

Le lymphome de Hodgkin est une des pathologiesgmedi avec le taux curatif le plus fort
qui peut atteindre 90%. Toutefois, un risque subsiscelui de la toxicité tardive des
traitements utilisés. Cette toxicité augmente, eatendu, avec le nombre de cures mais
également avec I'age. Apparemment aprées 20 ou 8denisque de déces lié a cette toxicité
est bien plus élevé\(eman et al., 2003 Les conséquences de cette toxicité peuvent étre
lymphopénie persistant plusieurs années apres dmtinérapie, I'installation progressive
d’une insuffisance thyroidienne, des pathologieignes secondaires comme une leucémie,
un cancer du sein ou un cancer du poumon, ainsidggemaladies cardiovasculaires, des
troubles de la croissance chez les sujets jeuaestétilité qui touche plus particulierement le

sujet masculin.
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Bléomycine

Figure 21 : Molécules chimiothérapeutiques utilisées dans le traitement du
lymphome de Hodgkin

VII-2. Les traitements alternatifs et d'avenir

Deux types de cibles sont actuellement a I'étudies: cibles extracellulaires et intracellulaires
(Re et al., 20059b Les cibles extracellulaires peuvent étre atbsimgrace a des anticorps
dirigés contre des récepteurs présents a la sudasecellules. Au contraire, I'approche
intracellulaire inclut 'administration de petitesolécules qui modulent la fonction protéique
des cibles par interaction directe. D’autres tebbgies peuvent étre utilisées dans cette
derniére approche comme ['utilisation d’ARNs in&gnce qui peuvent inhiber I'expression

d’une protéine.
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«5 Les cibles extracellulaires sont les récepteur2@OCD30, CD40. L'anticorps
anti-CD30 en est encore a I'étape des essais gbsi@insi que I'anticorps anti-CD40, seul
I'anticorps anti-CD20 ou rituximab ou Mabthéra® (@Re) a donné des résultats trés
satisfaisants avec des taux de réponse au traiteatt@nmt de 86 a 100%. Il donne notamment
satisfaction dans le traitement des paragranularodslaires qui sont tous CD20 positifs et
dans de rares cas de LH CD20 positifs. C’est ajosi son utilisation dans les lymphomes
non-hodgkiniens est prépondérante au vu du faibielme de cas potentiellement traitables

dans le LH.

«5 Les cibles intracellulaires sont tres nombreukgsa tout d’abord la cascade IKK-
IxBo-NFxB et plus particulierement les inhibiteurs de IKKER kinase) et les inhibiteurs
directs de NkB. De fagon alternative, les voies impliquant TRé&# encore MEK/ERK ou
PISK/AKT (ou PKB protéine kinase B) sont étudiée'snduction de I'apoptose des cellules
HRS est également une cible d’étude avec des mMeR&TAT. La molécule anti-sens
STATS3 est d’ailleurs une des plus prometteuse datts stratégie curative du lymphome de
Hodgkin. Des molécules encore a I'étude ciblenteggant XIAP, cFLIP, les membres de la

famille BCL-2 mais aussi TRAIL.

« Enfin, il existe une derniere approche dite immagmue due au potentiel
transformant de 'EBV et a I'expression de EBNAMR1 et LMP2 dans les cellules HRS
dans environ 40% des cas. La production de moléaliligées contre ces cibles est donc
apparue comme importante. Malheureusement, cetaitpie a un grand défaut celui d’étre

seulement applicable aux patients EBV positifsiatitede lymphome de Hodgkin.

En dernier lieu, il serait envisageable de prévedeir’infection par I'EBV par l'utilisation

d’un vaccin, mais ceci n’est pas encore a I'ordregaar.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

Apres avoir présenté I'environnement bibliograplkiqelatif a notre sujet, nous allons dés
lors développer le travail expérimental qui a éisé tout au long de cette thése. Cette partie
s'articulera autour des articles qui ont été éauitpartir des différentes expérimentations
réalisées.

Le premier article s’intitule “HHV-6 and EBV DNAugntitation in lymph nodes of 86
patients with Hodgkin’s lymphoma” et il est parundaJournal of Medical Virology en

Septembre 2007.

Le second article est intitulé “Detection of thR Doncoprotein from HHV-6 variant B in
Reed-Sternberg cells in classical Hodgkin’'s lymphbt il est actuellement en “review” a

Haematologica.

Le troisieme article s’intitule “Colocalization éfHV-6B DR7 and LMP1 oncoproteins in

nodular-sclerosis Hodgkin lymphoma” et est actueiat soumis a Blood.

Le quatrieme article est intitulé “ HHV-6B DR7 aprotein stimulates 1d2 expression in
BJAB cell line” et sera soumis a British JournaH#ematology également aprés acceptation

du deuxiéme article et/ou du troisieme article.

Une partie annexe clot cette thése et évoque #pith “ HHV-6 and the Lympho-
Hematopoietic System” du livre nommé “ Human Heyres-6”, Second Edition, General
Virology, Epidemiology and Clinical Pathology de rGard Krueger et Dharam Ablashi
(Perspectives in Medical Virology, 12). Ce chapitealisé par nos soins (S. Ranger-Rogez et
al., 2006; p185-200) regroupe nos travaux les pacents et une revue complete de la

littérature concernant les lymphoproliférationsoasses a HHV-6.
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Cette these débute par une recherche clinico-boplega partir d'un panel de 86 patients
atteints de lymphome de Hodgkin en y mélant un@dpadamental. Ce travail fondamental

devient ensuite prépondérant dans les dernieraurade la these. La cinquieme partie cloture
'ensemble de ce travail en alliant bibliographtetravaux expérimentaux et complete bien

cette these.
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ARTICLE 1

L'HHV-6 et 'EBV sont deux herpésvirus humains gbien qu'appartenant a deux sous-
familles différentes, f- et y-herpesvirinae respectivement, partagent de nombreuses
caractéristiques. En effet, ces deux virus ontmatant été trouvés dans les adénopathies de
patients atteints de lymphome de Hodgkin. ToutefdBV a été abondamment décrit dans
la littérature comme impliqué dans cette pathologiers que le réle de I'HHV-6, est
beaucoup plus controversé, comme il a été mentidané I'environnement bibliographique.
L’intérét de détecter ces deux virus sur les méngssies d’'un panel de patients hodgkiniens
nous a semblé important afin d’'observer la distidsudes virus et les caractéristiques des

patients infectés de par leurs dossiers médicaux.

L’objectif de notre travail était double lors de memier article. En premier lieu, il consistait
a observer la présence ou l'absence de deux hawebiiHV-6 et 'EBV dans les
adénopathies provenant de patients atteints dengmp de Hodgkin. Le deuxieme objectif
était en cas de présence de I'un et/ou l'autre \dess d’obtenir la valeur quantitative
correspondante. Pour ce faire, afin de détectdeejuantifier indépendamment I'HHV-6 et
'EBV, deux PCR quantitatives en temps réel ont i&glisées. Pour 'EBV, la méthode
quantitative ciblant le gene EBNA-1 a été complép@e une recherche en immuno-
histochimie de la protéine LMP1 technique classiogt utilisée au cours du diagnostic du
lymphome de Hodgkin. Pour 'HHV-6, la méthode qui@tive ciblant le gene U22 a été
suivie d’'un typage lors de sa positivité chez chadas patients afin d’observer si I'un des

deux variants prédomine dans ce type de patholdgie.données clinigues de chacun des

patients ont été confrontées aux résultats expéatang.
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Les deux techniques de PCR quantitative en temgsord utilisé la chimie Tagman et
chacune a été validée apres observation des eritde spécificité, sensibilité et
reproductibilité. La premiere, qui concerne 'EBafnplifie un fragment de 68 pb du gene
EBNA-1 (Figure 23 du virus d’Epstein et Barr. Etant donnée la pdiille de I'amplifiat, la
particularité de ce systeme est l'utilisation d'wsmnde marquée en 3’ par la molécule MGB
(Minor Groove Binding) qui permet un alourdissemeatla structure. En 5’, cette sonde est
classiguement marquée par la molécule FAM (6-caihaxrescein). La sonde du systeme
correspondant a 'amplification du géne U22 de IWHB (Figure 23 est, elle, classiqguement
marquée par les molécules FAM-TAMRA (6-carboxyteteshylrhodamine), respectivement
en 5 et en 3'. Le produit obtenu grace au systetisé est de 99 pb. Chacun de ces deux
genes a été soigneusement choisi. Le gene U2pddie des génes des régions uniques de
I'HHV-6 et représente un gene de structure de resydonc tres conserveé. De plus, U22, tout
comme le gene EBNAL, sont spécifigues de chacunhdgsesvirus dont ils sont issus et
n'ont pas d’homologues chez les autres herpesviautechnique de PCR quantitative ciblant
le gene EBNA1 a été effectuée parallélement adanigue immuno-histochimique mettant
en évidence la protéine LMP1 de I'EBV. Cette teghei classique a été réalisée sur des
coupes paraffinées issues des mémes adénopateieelips testées en PCR quantitative en
temps réel. Bien que ce soit une approche totalemidiérente, cette technique utilisée
classiguement en diagnostic, a servi de point dapapaison avec la technique de PCR
guantitative en temps réel. Le typage de 'HHV-Bsaique les données cliniques recueillies
pour chacun des patients ont permis de compléter éride conduite sur 86 patients atteints
de lymphome de Hodgkin. Les résultats les plususats ont été confirmés a l'aide de tests

statistiques et sont présentés ci-dessous.

Ce travail fait office de précurseur en la matipoesqu’aucun des deux virus n'a été détecte

et quantifié a la fois sur le méme panel de patiatieints de lymphome de Hodgkin.
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En premier lieu, les patients ont été testés pewr positivité dans leurs adénopathies pour
chacun des deux virus étudiés. Les patients prasielet virus EBV constituaient 61,6% de la
population alors que ceux présentant le virus HHVYeBistituaient une part encore plus
importante s’élevant a 79,1% de cette méme populaGhacune de ces deux prévalences est
corroborée par la littérature qui lui correspond. difet, la prévalence du virus EBV dans le
LH dans les pays industrialisés est de 40 a 6D%€it, 2002; Joske et al., 19%t de 70 a
90% dans les pays développéshéing et al., 2005; Hemsrichart et Pintong, 300®es
chiffres obtenus pour 'HHV-6 sont tres discordamtans la littérature. Toutefois, des
prévalences similaires ont été obtenues par d'suatngeurskrueger et al., 1994; Sumiyoshi

et al., 1993; Valente et al., 1996

Les deux groupes ainsi déterminés sont a opposert Qua présentation histologique du LH.
En effet, dans cette étude, les patients positifts PEBV présentent majoritairement (80%)
un sous-type a cellularité mixte alors que ceuxitf@spour I'HHV-6 présentent
essentiellement un sous-type scléro-nodulaire #8B,8.'association EBV et sous-type a
cellularité mixte a été démontrée dans la littémtu de nombreuses repris€safiez et al.,
2005; Khan et al., 1993Notre étude confirme ce qui a été trouvé pautés a savoir son
association probable avec le sous-type scléro-ag@ulEn outre, le fait que le variant B

(92,6%) de 'HHV-6 soit frequemment détecté dankyhephome de Hodgkin est encore une

fois démontré dans cette étude.

Les résultats présentés ci-dessus ont par la étditeroisés, ce qui hous a conduit a observer
que la majorité de la population (47,7%) est siamétment positive pour les deux
herpesvirus. Ceci peut suggérer une stimulatioiprggue de la réplication de chacun des
virus, corroborée par le fait que chez ces patiEntsombre moyen de copies de chacun des

virus est beaucoup plus élevé gque dans le redeeppulation.
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Une partie non négligeable de la population étu(Bde3%) était seulement positive pour le
virus HHV-6. Dans la littérature, il a de tout tesng@té admis que le lymphome de Hodgkin
présentait une association avec un virus et I'iogpion de 'EBV est reconnue. Cependant,
comme nous l'avons mentionné, I'EBV est trouvé essbement associé aux LH de sous-
type a cellularité mixte et chez les enfants ousdides tranches d’age plus élevées (> 50 ans).
Pour l'instant, aucune étiologie n’est associée @sxnégatifs pour I'EBV. En effet, méme si
certains auteurs ont pu trouver la présence deV#sHson implication dans le lymphome de
Hodgkin reste a prouver. Dans cette étude, la grgaat de patients hodgkiniens présentant
'HHV-6 laisse penser qu’il pourrait étre impliquélans cette pathologie, et tout

particulierement dans le sous-type scléro-nodulaire

En outre, cette population seulement positive pbHHV-6 est trés jeune ceci en
comparaison de celle uniquement positive pour flesvEBV (32,1 ansersus46,9 ans), ce
point statistiquement significatif sépare encorgan plus les populations associées a chacun

des deux virus.

Enfin, cette étude montre que la présence de 'HHH&mble étre un marqueur de succes au
traitement contrairement a I'EBV. En effet, 'EBVstesouvent associé a un pronostic

défavorable (arrett et al., 2005; Keegan et al., 2005
Les populations qui présentent chacun des deus gioat tres différentes et engagent
tres certainement des meécanismes physiopatholaigiiféerents. Cette conclusion est

toutefois a prendre avec précaution dans le setesazffectifs étudiés ne sont pas tres élevés.

POINTS IMPORTANTS

Présence et quantification mais aussi de 'HHV-6 chez les patients hodgkiniens
Population hodgkinienne infectée par
Opposée a
Population hodgkinienne infectée par 'HHV-6 : scléro-nodulaire et jeune

dans le LH :

HHV-6 présent seul dans le LH : fait nouveau pour une aussi grande population 104
(auparavant cas isolés)
Etude a poursuivre
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Figure 22 : Gamme étalon pour I'amplification du géne EBNA-1 de I'EBV
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= Crozzing Points

Figure 23 : Gamme étalon pour I'amplification du géne U22 de I'HHV-6
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ARTICLES 2 et 3

Les articles 2 et 3 ont été regroupés sous un mémeapitre au vu de leurs nombreuses
caractéristiques communes. En effet, ils étudientedix herpésvirus HHV-6 et EBVvia la
présence ou lI'absence de deux oncoprotéines LMP1yd’EBV et DR7B pour 'HHV-6

en utilisant des sous-populations issues du panet @6 patients présenté precedemment.
La premiére population hodgkienne ciblée est posite pour le virus HHV-6 et négative
pour le virus EBV, alors que la seconde sous-popuian est a la fois positive pour
I'HHV-6 mais également pour 'EBV. En outre, la méhode utilisée afin de diagnosiquer
la présence du virus recherchée est similaire. Elleconsisite en une technique

immunohistochimique sur coupes paraffinées.
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ARTICLE 2

Afin d’affiner I'étude présentée lors du premietice, et étant donné qu’un grand nombre de
patients atteints de lymphome de Hodgkin présemtaiee positivité pour le virus HHV-6,
nous nous sommes non plus intéressés a la prédemeevirus mais a sa localisation. Pour ce
faire, nous avons utilisé un anticorps commerdial.deuxieme objectif était d’observer si
I'oncoprotéine DR7B de 'HHV-6 était exprimée oumau sein des adénopathies de patients
atteints de LH et de savoir, en cas de détectima présence était localisée dans les cellules
de Reed-Sternberg caractéristiques du lymphomeatighih. Nous avons décidé d’utiliser
les capacités du virus de la forét Semliki afinpdeduire cette protéine, et d’obtenir a terme

des anticorps dirigés contre celle-ci.

Le Semliki Forest Virus ou SFV, neuropathogéne cleszrongeurs et occasionnellement
pathogene chez 'homme, a été primitivement isofgadir de moustiques en Ouganda en
1944. |l fait partie du genre Alphavirus et de danflle desTogaviridaetout comme le virus
Sindbis et plusieurs autres virus pathogénes poomime et entrainant des encéphalites chez
I’'homme (Ross River Virus)/{ahlfors et Morgan, 2003Ce petit virus enveloppé de 70 nm
de diameétre possede un génome composé d'un ARNesbrip de polarité positive de 11,7
kb fonctionnant directement comme un ARNmM dans dekules infectées. La molécule
d'’ARN génomique code sa propre ARN polymérase deadtia une haute efficacité de la
réplication et de la transcription d'ARN virdlkkonen et al., 1994 Ce génomeHigure 29

est pourvu d'une coiffe a I'extrémité 5', est pd&raylé a I'extrémité 3' et code seulement 9
protéines fonctionnelles. Les 4 protéines non strates (protéines nsP1, nsP2, nsP3 et nsP4)
sont impliguées dans la synthése d'ARN viral tagdis les protéines structurales forment la
capside (protéine C) et I'enveloppe (protéinesE2let E3, I'association des deux dernieres
formant la protéine p62). Par ailleurs, il existeeuetite protéine de 6 kDa codée par la

région structurale du génome qui n'est pas requise I'assemblage des particules virales
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(Atkins et al., 199P mais qui a une influence sur le nombre de virionsencore sur la

perméabilité de la membrane.

—_ Promoteur
26S

nsP1 nsP2

5' UT T T 3'UT

Peptide Peptide
E3 6K

Figure 24 : Structure génomique du Semliki Forest Virus

La construction des premiers plasmides dérivéseglicon SFV et constituant les éléments
de base de ce systeme d'expression sont dus aLHestrom en 19911(ljestrom et Garoff,
1991). Comme structure de base a la construction detewes d'expression SFV, un clone
d'’ADNc contenant le génome complet du SFV a étiésséitiPour permettre l'insertion de
genes, la région sub-génomique 26S codant lesipestéle structure du virus a été délétée
(Lundstrom, 2003a et)bet un site multiple de clonage BamHI-Xmal-Smaivspar une
cassette de codons stop dans les trois cadrestdecle été inséré en aval du site promoteur
pour créer les vecteurs finaux pSFV. Pour conseleer capacité d'autoréplication, les
vecteurs posseédent la région non structurale campleé génome SFV codant pour le
complexe réplicase virale nsP1-nsP4, et les couégi®ns 5' et 3' requises ers pour la
réplication de I'ARN. Le géne étranger est clonésda vecteur d'expression et les plasmides
obtenus peuvent étre utilisés pour la productiowitro de transcrits SFV qui initieront la

réplication lors de leur introduction dans des ule animales. Le cceur du systeme
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d'expression est constitué par le vecteur pSF™Mtju(e 25 qui contient le géne de la

réplicase du SFV cloné en aval du puissant promatel/ARN polymérase SP6.

EcoR V276
Sph | 10597 / Sunl1513
/ Bol 1 1106
Xmn | 9930 » Rl
Pvu | 9702\ SPs Sst 11799
[
r 2
Ap" _ Rsr 112024
10000
/ 2000~
Sap 18319 —I pSFV1
8000 11033 bp nsP2

Spe | 8261

4000
>

Sma |-Xma |-BamH |
(7400-7404)

Bgl 11 6713 P
Xba | 6638 o
Not | 6135 Cvn | 4916
Xho | 5304
PinA | 5372

Figure 25 : Schéma du pSFV1

L’ADN correspondant au gene DR7 cloné au niveawsitkiBamHI du plasmide pSFV1 est
issu d'un patient atteint de lymphome de Hodgkie. @atient a été soigneusement choisi
apres sequencage de la région ORF-1 chez de nompatients hodgkiniens. En effet, ce
patient était le plus représentatif de la sérieenlie. Le géne DR7 a été au préalable amplifié
a partir des amorces DR7-BamF (5-ACT TTA AGA GGECT CGC CAC CAT GAG GGC
G-3) et DR7-BamR (5'-GCA GCC GGA TCC ACT AGT AACE&C CG-3’). Chacune des
amorces possede le site BamHI permettant son imseatans le plasmide pSFV1. En outre,
I'amorce sens possede en son sein une séquencé KO@& CAC CAT G) permettant de
faciliter la fixation du ribosome pour la futur@aduction aprés transcription vitro de notre

gene d'intérét. Le plasmide recombinant obtenuéaséguencé grace aux amorces DR7B-
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BamF, DR7-BamR ayant servi au clonage de DR7 et GB&TG AAT TAC TAG AGA
CCG TGC G-3') entierement homologue au gene d'@ttéhpres vérification de lintégrité
de notre séquence ainsi que sa bonne orientatostruicture a été purifiee et obtenue en

grande quantité.

Il est a noter qu’apres insertion du géene d'intdegts pSFV1 et transcription vitro, deux
voies d'expression sont utilisabl@s vitro et in vivo: soit l'injection directe de I'ARN
recombinant, soit la production de particules SE¢ombinantes suicides. La premiére
méthode a été utilisée dans cette étude et s'exé&mitla maniére suivante. Le vecteur
d'expression est linéarisé par une endonucléaseestection, ici Clal, ce qui permet
d'effectuer la transcriptioin vitro. A partir de I'ADN linéaire purifié, la transcriph
s'effectue sous l'action de I'ARN polymérase SR&teCétape assure la production d'’ARN
recombinants qui peuvent étre utilisés pour ladfieation par électroporation des cellules
BHK-21 (Baby Hamster Kidney). Celle-ci a été eftemt a 350V et 7%(0F ce qui est
classiquement utilisé pour des cellules de mamesféA l'intérieur des cellules en culture,
I'ARN recombinant dirige sa propre réplication, qu@ aboutit a la production de grandes
quantités de la protéine d'intérét et a l'inhilnitde la synthese protéique de la cellule-héte. Le
systeme sus-décrit a été employé a de nombreugasese avec succes pour produire des

variétés de protéines de différentes natufesl¢son et Liljestrom, 2004

Le but ultime de ce systeme d'expression dérivé&idis de la forét Semliki appliqué a la

protéine DR7 était de produire, a terme, des amialirigés contre cette derniére. Cet
objectif est passé au préalable par l'obtentionatee géne d'intérét cloné au sein du vecteur
d'expression pSFV1, puis par I'obtention de lagnat correspondante et enfin par la future
injection de cette derniére, apres dialyse, a pmlpour obtenir les anticorps recherchés
(Figure 26. Il est a noter que I'étape de détection n'ayaiétre possible sans la présence

d'un tag poly-Histidine situé en C-terminal de DRY.
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Figure 26 : Schéma récapitulatif de l'utilisation du Semliki Forest Virus afin de
produire la protéine DR7B, puis de I'obtention finale de I'anticorps anti-DR7

Réplicase

s—m—{—

! ! http://www.strubi.ox.ac.uk/people/fuller/image/sfv_3fsurl.gif

Réplicase Réplicase

ClaI ClaI

Réplicase

(Figure 27 et 2B
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- Par Immunofluorescence :

Figure 27 : Immunoflurescence indirecte (IFI) en présence d'anticorps primaire
anti-Hise puis d'anticorps anti-souris couplé au FITC révélant la présence de DR7

Fig. 27a. Suspension cellulaire testée par IFI apres injection d'ARN correspondant au
plasmide contrdle pSFV1m puis incubation

Fig. 27b. Suspension cellulaire testée par IFI aprés injection d'ARN correspondant au
plasmide pSFV1m-DR7 puis incubation

- Par Western Blot : 1 > 3 4

Puits 1 : Marqueur biotinylé
Puits 2 : Lysat protéique

(anticorps primaire et secondaire)

29 kDa
Puits 3 : Lysat protéique 't\ ? m— 20,1 kDa
(anticorps secondaire seul) II T 24 3kDa

Puits 4 : Marqueur coloré

Figure 28 : Western-blot en présence d'anticorps primaire anti-His, puis
d'anticorps secondaire anti-souris HRP révélant la présence de DR7
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Il nous a semblé important d’apporter quelquesigi@ts par rapport au déroulement de la
manipulation en elle-méme et des nombreux contidiésle a nécessité. En effet, cet aspect
n'est pas souligné dans la publication dont ceaitavfait I'objet mais nous semble tout a fait
essentiel pour sa compréhension. Aprés la produgtiotéique, le lapin a été immunisé a
l'aide de la fraction dialysée contre du NaCl O,1%Md la protéine DR7B ceaiia 10
injections sous-cutanées au niveau dorsal. La ipmté été diluée de moitié dans de
I'adjuvant complet de Freund avant injection pwissidu rappel 21 jours plus tard la méme
guantité protéique a été injectée mais diluée ddmsl’adjuvant incomplet de Freund.
L’adjuvant incomplet de Freund est une solution eagge en émulsion dans I'huile de
paraffine qui produit une libération retardée dantigéne, une capture facilitée par les
macrophages alors que 'adjuvant complet correspotal méme préparation contenant en
outre des mycobactériesMycobacterium tubercologistuées permettant une meilleure
stimulation de I'immunité. Avant la premiere injeat, 'animal a été prélevé au niveau d’'une
veine de l'oreille et son sérum a été testé posenter sa négativité pour le virus HHV-6.
L’animal a ensuite été prélevé a intervalles régalde 10 jours afin d’observer si le taux des
anticorps anti-DR7B était en augmentation. La pgluse réaction a été visible deux mois
apres la premiére injection a la fois sur des sesich (GS) et B (HST) de 'HHV-6 par
immunofluorescence. La présence des anticorpségdidgntre la protéine DR7B a de plus été
observée par western-blot. Des témoins celluldH&B2 et MT4) dépourvus de virus ont été
réalisés afin de vérifier que l'anticorps ne seaaitixpas a des composants cellulaires et ne
donnait pas de réaction faussement positive. Uiseckri validé il était possible de passer a

I'étude immuno-histochimique des patients atteil@symphome de Hodgkin.
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Le but de ce deuxieme article était donc d’obsetaelocalisation de I'HHV-6 dans les
adénopathies de patients atteints de lymphome dighito ainsi que I'éventuelle expression
et la localisation de la protéine DR7B. Les anfisoutilisés étaient un anticorps commercial,
I'anticorps anti-gp116/64/54 et I'anticorps anti-DIR que nous avons produit. L’étude a été
réalisée sur 38 patients atteints de lymphome ddgkln positifs pour le virus HHV-6 et
négatifs pour 'EBV (absence de détection de LMR¥.panel de patients était issu des 86

patients décrits lors de la premiére publication.
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ABSTRACT

Background and Objectives

Classical Hodgkin’s lymphoma (cHL) is associatedhwthe presence of Epstein-Barr virus
(EBV) in pathognomonic Reed-Sternberg cells (RS)4th to 50% cases. Most of the
remaining cases of cHL are of the nodular sclersslstype and have not previously been
associated with any particular virus. The aim of study was to look for the presence of
human herpes virus type 6 (HHV-6) variant B in R8scof lymph nodes negative for EBV.
Design and Methods

We examined lymph nodes from 38 EBV-negative cHbigoés by immunohistochemical
methods to detect the presence of HHV-6B in RSscdl commercial antibody directed
against a complex of envelope glycoproteins andaati-DR7 oncoprotein polyclonal
antibody, produced for this study, were employed.

Results

RS cells from 15 of the 38 patients (39.5%) tegtesitive for HHV-6 envelope glycoproteins
and those from 28 patients (73.7%) tested posfovehe DR7B oncoprotein. The patients
testing positive for DR7B in RS cells had a highmeean age, stage at diagnosis and
percentage remission than patients testing negfntais protein.

Interpretation and Conclusions

This study provides strong evidence that HHV-6 rigspnt in the RS cells of young adult
patients with EBV-negative cHL of the nodular soks subtype. The DR7B oncoprotein
seems to accumulate in these cells and may beviedah cell proliferation.

Keywords: classical Hodgkin’s lymphoma, Reed-Sterghcell, human herpesvirus-6, DR7,

immunohistochemistry.
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Ce travail a subi de longs déroulements et de neaxbrebondissements avant d’obtenir les
résultats concluants relatés ci-dessous. En éferoduction de la protéine DR7B, candidate
prépondérante, au vu de ses propriétés oncogeums, & son intervention dans le lymphome
de Hodgkin a été tres délicate. De nombreux systeome été utilisés sans succes. Tout
d’abord, le systeme RTS (rapid translation systemmmercialisé par Roche dans lequel cette
protéine n'a pu étre produite. Puis le systéme rdeyction en baculovirus qui n'a pu étre
mené a son terme du fait de difficultés de cultdes cellules d’insecte Sf&Bodoptera
frugiperdd mais aussi du fait d’'une production protéiquealén insuffisante pour
I'inoculation a visée d’immunisation d’un lapin. [production avec succes de notre protéine
d’intérét s’est finalement faiteia le virus de la forét Semliki comme il a été dédains le
schéma présenté ci-dessus et la production massiveelle-ci a permis l'obtention des

anticorps anti-DR7B.

L’étude des patients atteints de lymphome de Hadtgstés lors de notre premier travail et
sélectionnés pour leur positivité a 'HHV-6 et lenggativité concomitante a I'EBV a pu avoir
lieu. En effet, afin de pouvoir observer la seueivention de 'HHV-6, les patients ont été
choisis comme étant négatifs pour la protéine LMBI'EBV. Cette technique d'immuno-
histochimie est utilisée dans le diagnostic classigfin de montrer la présence ou lI'absence
de 'EBV. Cette étude a donc été réalisée sur 38 patieeiatatte lymphome de Hodgkin dit
classique. Deux marquages immuno-histochimiquésdeld’anticorps tres différents ont été
réalisés : I'un visant des glycoprotéines d’envplgpl16/64/54) et permettant d’'observer
la présence du virus et certainement sa réplicatmnpléte au sein de cellules infectées, et

I'autre visant une protéine exprimée dans un spaéleoce du cycle réplicatif (DR7B).

En premier lieu, quel que soit le marquage obsaheeété démontré la présence du virus
HHV-6 dans la cellule de Reed-Sternberg, cellulecéaeuse caractéristiqgue du lymphome de

Hodgkin. Ce fait est novateur car la présence dusvHHV-6 n’avait jamais été montrée
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auparavant dans la cellule de Reed-Sternberg sensf des cas isolégr{ueger et al., 1994;
Luppi et al., 1998; Rojo et al., 1994Ce fait est probablement lié aux caractérissqde la
population étudiée qui est essentiellement compd&dultes jeunes de sous-type scléro-
nodulaire mais implique potentiellement I'HHV-6 daie lymphome de Hodgkin ce qui
n'était pas le cas jusqu’a lors. Il reste toutefmisonfirmer nos dires par des techniques de

biologie moléculaire telles que I'hybridatiomsitu en ciblant la cellule RS.

En outre, la protéine DR7B de 'HHV-6 est exprint@ms la cellule de Reed-Sternberg chez
un trés grand nombre de patients (73,7%). La adeigu’il s’agit bien de la cellule de Reed-
Sternberg dans laquelle la protéine a été détestéeorroborée par le fait que cette cellule a
été caractérisée lors de cette étude par son pipEn@D30 positif.L’'expression de la
protéine DR7B dans la majorité de la populatiors@in de la cellule de Reed-Sternberg tend

a confirmer son caractére oncogene.

La protéine DR7B, bien que présente dans les eslluifiltrantes de la tumeur, n'y est
exprimée que dans une bien moindre mesure compaEraEnt a son expression dans la
cellule de Reed-Sternberg (44,7%ersus73,7%). Ceci est a opposer au marquage par
I'anticorps visant les protéines d’enveloppe poeguiel 'ensemble des patients testés se
révele positif dans les cellules infiltrantes audaneur. Cette expression des glycoprotéines
d’enveloppe n’est observée que dans 39,5% desucasia de la cellule de Reed-Sternberg.
En outre, en comparant les marquages obtenus padeiex anticorps, il semble que la
protéine DR7B s’accumule dans la cellule de ReednBerg. Ceci semble d'autant plus
important que les patients montrant une positipitér DR7B dans leurs cellules de Reed-
Sternberg présentaient au moment du diagnostitagie lus avancé de la maladie (llI-1V) et
leur LH était plus chimiosensible que les autreepts. Ceci argumente un peu plus en
faveur du caractere oncogéne de DR7B dans le lymphde Hodgkin. Cette protéine

présente au niveau structural une identité nonigeble (42,2%)I§egawa et al., 199%@vec
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la protéine DR7 de I'HHV-6 de type A pour laqueltees caractéres transformants,
transactivants et oncogénes ont été decfisiianchi et al., 199.7Le géne DR7 du variant A
est plus long (363 aa) que celui présent chez fiantaB (Figure 7. Il peut donc en étre
déduit de facon hypothétique que l'activité¢ de DR@&urrait se situer dans cette partie
homologue au DR7A mais la question reste entieamiga la partie non homologue entre les
deux protéines. Il pourrait étre envisageable qettecpartie modere les effets de cette
protéine conduisant au fait que le variant B estiié de facon prépondérante au sein des
lymphomes et notamment du lymphome de Hodgkin. nep cette différence entre DR7A

et B dans les lymphomes pourrait seulement étrexdiretropisme cellulaire différent.

Toujours en ce qui concerne I'oncogénicité de gine DR7 de type B (comme ce qu'il a
été d’ailleurs été observé pour DR7A), des étudéslables, présentées dans la thése de
Sophie Collot-Teixeira, ont démontré la liaison lde protéine DR7B avec la protéine
cellulaire p53. Cette protéine p53, suppresseurtutieeur, joue un role central dans la
régulation de la croissance mais également de Id oatlulaire. Elle s’accumule sous sa
forme active dans le noyau et agit comme un faaleutranscription. La localisation de p53
ainsi que cette liaison p53/DR7B ont conduit loes mbtre étude a l'observation de la
localisation de la protéine DR7B par microscopiefooale au sein de cellules infectées par la
souche HHV-6B HST Kigure 29, car une étude structurelle de la protéine DRYAita
démontré Doniger et al., 1999des profils d’hydropathies similaires a ce qupwa étre

observé pour la protéine DR7BIi¢ure 6, signifiant une probable liaison a la membrane.

137



Figure 29 : Immunofluorescence visualisant |'oncoprotéine DR7B de I'HHV-6 en
microscopie confocale

La protéine DR7B semble donc étre membranaire tapasmique confirmant ainsi les faits
précedemment fournis par la littérature, notamneentcernant I’hnomologie avec la protéine
DR7 de 'HHV-6 variant A décrite comme possédaritecenéme localisatiorigegawa et al.,
1999.

La liaison de DR7B avec p53 qui semble des lorsrafpg@ble au vu de la localisation de
chacun des deux intervenants, peut s’envisager aitugile de nombreuses altérations
semblent avoir lieu au niveau de sa localisationl'patervention des herpésvirus. En effet,
I'observation de cellules infectées par 'HHV-6 microscopie confocale a démontré que p53
était retenue dans le cytoplasme comme si I'HH\/pleyait des mécanismes qui inhibait la
localisation nucléaire classique de pS3Kemoto et al., 2004 De plus, la localisation de
DR7B a été confirmée par un western-blot visanfregtions cytoplasmiques et nucléaires de

cellules MT4 infectées par 'HHV-6B HSTFigure 30.
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Puits 1 : Fraction nucléaire

Puits 2 : Fraction cytoplasmique

Puits 3 : Fraction totale

.-- GAPDH

Figure 30 : Western-blot anti-DR7B sur les fractions nucléaires et cytoplasmiques
de I'HHV-6B HST

La protéine DR7B est observée en quantité bien dneidans la fraction nucléaire que dans

la fraction cytoplasmique confirmant bien sa |logatiion cytoplasmique et/ou membranaire.

Pour renforcer un peu plus ce caractére oncogeagigalement été démontré au cours de la
thése précédemment citée que la protéine DR7B antgihd’expression constitutive de
NFkB par ses sous-unités p50 et p65. Cette sur-activabnstitutive est un phénomene

décrit comme intervenant dans le processus turdarbimphome de Hodgkin.

POINTS IMPORTANTS

Présence de I'HHV-6 dans les cellules RS du LH
Expression de DR7B de I'HHV-6 dans les cellules RS et en grande quantité

Caractére oncogéne potentiel de DR7B :

® Stade avancé
@ Rémission
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ARTICLE 3

Cette étude s’explique tout d’abord par le fait tasedeux herpeésvirus EBV et HHV-6 ont été
trouvés de facon concomitante en quantificationMay a 47,7% (soit 41 patients sur 86
testés) ce qui constituait la part la plus impdsgate la population. De plus, lorsque les deux
virus étaient trouvés de facon concomitante chezméme patient, la quantification
individuelle de chacun des deux virus était beapqaus importante que dans les groupes ou
nous pouvions trouver I'un des deux virus seulsnéayenne obtenue pour la quantification de
'EBV dans le groupe HHV-6+/EBV+ était de 7 082,8pes/ug d’ADN contre 599,7
copies/ug d’ADN dans le groupe HHV-6-/EBV+ et de meé la moyenne pour la
quantification de 'HHV-6 dans le groupe HHV-6+/EB\était de 41 864,3 copies/ug d’ADN
contre 428,5 copies/pg d’ADN dans le groupe HHVEBY-. Ceci pouvait en effet suggérer

gue chaque virus peut stimuler la réplication detfe.

Les deux intervenants ciblés lors de cette troisi€tude soit LMP1 pour 'EBVHerling et
al., 2003 et DR7B pour I'HHV-6, ont été choisis car ils sdous deux présents au sein de la
cellule de Reed-Sternberg caractéristique du lymmghale Hodgkin et que ce sont des

oncoprotéines.

Il nous a donc paru important d’observer les |@zdions respectives de la protéine DR7B de
'HHV-6 et de la protéine LMP1 de I'EBV, ceci enbtant préférentiellement la cellule de

Reed-Sternberg bien que chacune des deux protéiees été retrouvées dans des cellules
infiltrantes a la tumeur. Ceci a déja été montr@asavant avec la présence de LMP1
notamment dans les lymphocytes T cytotoxiguesafnostopoulos et al., 1995; Oudejans et
al., 1997 et pour DR7 dans les lymphocyteSdxander et al., 1995; Krueger et al., 2001;

Krueger et al., 1994; Rojo et al., 1994

Pour ce faire, les coupes paraffinées de dixepttj a la fois positifs pour LMP1 et pour

DR7B, ont été testées par double marquage en imilnonescence a l'aide d’anticorps
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primaires dirigés contre chacune de ces deux pmegé&iévelés par des anticorps secondaires

couplés a des alexas fluor émettant a deux longudkande différentes.
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Toutes les cellules RS observées comme positives PR7B de 'HHV-6 présentent aussi un
marquage par la protéine LMP1 de 'EBV. Ces deuxguages sont strictement identiques et
montrent une co-localisation parfaite au sein ddkiles de Reed-Sternberg pour 'ensemble des
patients atteints du sous-type scléro-nodulaire.fdagients présentant cette co-localisation serhblen
étre des hommes plutbt agés et de sous-type subéhdaire mais le faible nombre de patients ne
peut conduire qu’'a I'observation d’une tendance. &leurs, ces premiers résultats, qui méritent
d’étre confirmés sur une plus grande série, latgsenser que la présence de la protéine DR7B soit
un facteur de bon pronostic comme il a été démondrgs la littérature pour la protéine LMP1
(Williams et Crawford, 2006 Dans le cas du patient atteint du sous-typ& dellularité mixte, si

les cellules RS étaient positives pour LMP1, ellesportaient pas la protéine DR7B qui était au
contraire trouvée dans les cellules infiltrantesci@st a confirmer sur un plus grand nombre de cas
Les mécanismes physiopathologiques impliqués daasun des deux sous-types pourraient étre de
nature différente. Au vu de la co-localisation dk=six oncoprotéines, nous sommes amenes a
penser qu’il pourrait y avoir interaction directe indirecte des deux virus par exemyike les deux
protéines DR7B et LMP1 détectées. Différentes Hygsets peuvent étre émises. En effet, il pourrait
tout d’abord y avoir une liaison protéine-protéiheffet de I'une pouvant renforcer celui de I'agutr
Cette interaction directe pourrait avoir lieue aeau de la partie N-terminale ou par les domaines
transmembranaires de LMP1, la partie C-terminabntéune portion effectrice. L’interaction
indirecte est également plus qu’envisageatdda protéine p53 par exempl@gter et al., 2006; Qi

et al., 2003; Takemoto et al., 2QQguisque la protéine DR7B a été montrée commet &tz a
cette derniere. Cette interaction indirecte potircaintribuer a une action synergique des deux
protéines en agissant sur des voies de signalisdifférentes ou sur la méme voie de signalisation

comme celle de NEB (Thornburg et al., 200&@que DR7B et LMP1 activent.

151



Co-localisation de LMP1 de I'EBV et DR7B de I'HHV-6 chez les patients hodgkiniens
Dans la cellule RS

Probable association a la pathologie :
@ Patients dgés
@ Scléro-nodulaire
@ Pronostic favorable
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Ces deux articles mettent fin a une partie mélant aa fois les notions cliniques et
fondamentales dans laquelle a pu étre démontrée faésence de I'HHV-6 dans les cellules de
Reed-Sternberg du lymphome de Hodgkin. Fort du failgu’au travers d’'un important panel
de 86 patients, nous avions pu observer la présenoen discutable de 'HHV-6 dans cette
maladie de facon concomitante ou non a 'EBV (sewirus jusqu’alors impliqué dans le
lymphome de Hodgkin); cette étude a été suivie pdiobservation de la localisation du virus
HHV-6 via la présence de son oncoprotéine DR7B aeia des cellules tumorales du lymphome
de Hodgkin, les cellules de Reed-Sternberg, ceciezh des patients négatifs pour le virus
d’Epstein et Barr. Puis, la présence de ces deuxrus dans le LH, et notamment de leurs deux
oncoprotéines DR7B et LMP1 dans les cellules RS nslele aller dans le sens d’une stimulation
des deux virus impliqués. La co-localisation démorgée permet d’envisager des études plus
approfondies quant a leur interaction. Notamment, me interaction indirecte via la voie NkB
avec comme intermédiaire AP-1 intervenant de la vei Id2/E2A actrice de la
reprogrammation des cellules B matures semble enageable. Des lors une étude beaucoup
plus fondamentale va étre menée afin d’observer BIR7B par son caractere oncogene confere
une surexpression au niveau de cette voie de sigisation comme celle observée pour les

cellules de Reed-Sternberg.
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ARTICLE 4

Suite aux résultats obtenus dans I'étude conduitées 38 patients négatifs pour I'EBV et positifs
pour I'HHV-6 (présence de la protéine DR7B dansiremv3 patients sur 4 au sein des cellules de
Reed-Sternberg) il nous a paru intéressant d’obsdéeg modifications que pouvait entrainer cette
oncoprotéine au niveau des voies de signalisatabinlaire et notamment au niveau prolifératif.
Pour cela, il nous a fallu réaliser une transfectgiable. Bien que délicate a réaliser, une
transfection stable présente des caractéristiquésessantes comme une stabilité dans le temps
permettant a la protéine d'étre exprimée de manpus durable que lors d'une transfection
transitoire. Le plasmideF~{gure 3) utilisé pour réaliser cette transfection a luimeéété choisi
avec soin dans la mesure ou il posséde deux casticiées :

- tout d’abord possédant un géne de résistancenadmycine, ce plasmide peut conduire a une
transfection stable, la sélection étant réaliséeeaya la présence de G418 dans le milieu

- ensuite ce plasmide porte un promoteur permetianmoduler I'expression du géne d’intérét
placé sous sa dépendance, cette modulation siedigicien présence de tétracycline ou de ses

analogues tels que la doxycyclirigifrtz et al., 1993

clal HCMV
PolyA | mpp 1TA IRES  Neo®

v

pTRIN76

500 470 1800 600 850

Figure 31 : Structure du plasmide pTRIN76
(D’'aprésSturtz et al., 1998

Neo® : géne de résistance a la néomycine

tTA : protéine transactivatrice sous le contrdle du promoteur au HCMV (pHCMV)
PolyA : séquence de polyadénylation

TRIP : promoteur inductible et répressible via la tétracycline

IRES : séquence permettant la transcription de Neo® sans I'aide d'un promoteur pour ce géne
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De facon plus précise, le promoteur au HCMV asd@gression constitutive de la protéine

régulatrice tTA. Cette protéine agit positivemeautle promoteur TRIP pour activer I'expression du
gene cloné en amont stabilisée par la présence déguence polyA. Lorsque la tétracycline ou un
de ses anologues sont ajoutés au milieu, I'actasitipe de la protéine tTA sur le promoteur TRIP

est réprimée car les molécules de cycline se figenta protéine tTA et bloquent ainsi son action.

Les cellules BJAB (Burkitt's lymphoma B-cell linglon de 1. JOAB) ont été choisies comme
réceptrices de notre construction pour leurs nouoga® ressemblances avec les cellules de Reed-
Sternberg; ceci devant nous conduire au meilleuttelgopossible. En effet, ces cellules sont issues
comme les cellules RS de la lignée B matufeppers et Rajewski, 199&t sont de surcroit
négatives pour les deux herpesvirus impliqués tamgmphome de Hodgkin que sont 'EBV et
I'HHV-6. Toutefois, les cellules caractéristiques mphome de Hodgkin, les cellules de Reed-
Sternberg ne ressemblent phénotypiquement a awelingée hématopoiétique normaleuppers et
Brauninger, 2006 En effet, ces cellules possedent des génes dfsprrangés par mutations
somatiques de facon clonalguppers et al., 1994 Le profil d’expression génique des lignées
cellulaires dérivées du LH révele une perte globalgorogramme d’expression génique spécifique
aux cellules B $chwering et al., 20Q03Plusieurs génes typiquement exprimés par |dsles|B
sont régulés négativement. Trois facteurs clés thamsaturation des cellules B, agissant comme
régulateurs transcriptionnels, ceci de fagcon hifiigue et combinée pour établir et maintenir le
programme d’expression génique des cellules B, garticulierement concernés : Pax-5, EBF et le
facteur de transcription E2A{nz et al., 2006E2A est régulé négativement par interactionatiére
avec l'inhibiteur de la différenciation et de laifion a 'ADN : Id2 Rivera et Murre, 2001(Figure

32). Toutes les protéines appartenant a la familledbtiennent un motif de dimérisation hélice-
boucle-hélice (HLH) mais il leur manque la régiaasigue requise pour la liaison a '’'ADN. Donc

ces protéines Id se dimérisent avec des facteutsadscription bHLH (domaine basique HLH)
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mais il ne peut y avoir liaison a ’'ADN (au nivede la E-box) des hétérodimerégathas et al.,

2006. Ceci conduit a I'inactivation des facteurs dengcription.

HLH

[

1 36 76 134

Activationu facteur de

transcijption

Figure 32 : Structure de l'inhibiteur Id2 et interaction avec E2A

(D'aprésKurooka et Yokota, 2005; Becker-Hernman et al., 200

Dans les cellules hématopoéitiques en cours delaffpeament, I'expression de Id2 est faible et
semble réprimer la maturation des cellules B etpfession des genes spécifiques des cellules B
(Cooper et al., 1997 A contrarig dans les cellules B matures, 1d2 est sur-exprifags la
différenciation des cellules B plasmocytaires avee perte concomitante de I'expression de
nombreux génes des cellules B. Des transcrits ddll2par ailleurs été trouvés dans des lignées
cellulaires de lymphome de Hodgkin et dans desllesllde Reed-Sternberg issues de biopsies de
patients. La production de Id2 par les cellules @R®s le tissu hodgkinien a été récemment

confirmée par immuno-histochimi&é¢nne et al., 2006
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Au vu de la surexpression d’ld2 dans la celluleeR8u fait que I'oncoprotéine DR7B de I'HHV-6

a été démontrée comme intervenant dans le LH asanivde la cellule RS, il nous a semblé
important de réaliser une transfection stable diggleée B mature BJAB par DR7B ainsi que sa
modulation afin de démontrer s’il y avait ou norewérégulation de l'inhibiteur Id2 de E2A ceci a

la fois par PCR quantitative en temps réel et pestarn-blot.
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La réussite de la transfection de DR7B au sein@home des cellules BJAB ne s’est pas faite sans
aléas. En effet, cette transfection a été initigeimtentée dans des cellules U266, de type B
plasmocytaire, sans qu’il soit possible de mettreéeidence I'expression de notre gene d’intérét.
Par la suite, la méme expérience a été conduite des cellules de type BHK-21, avec le méme
résultat. Les cellules BHK-21 ont été choisies aiti u’elles sont adhérentes, ce qui présente une
facilité dans la récupération des transfectantbleta mais aussi car elles présentent des
caractéristiques proches des cellules humainesificaitbns post-traductionnelles). La présence du
gene DR7B constatée par PCR ne conduisait pasxardssion de ce géne. Cette absence
d’expression peut étre dle au site d’intégratiofadmssette de génes contenant DR7B ou encore a
la rupture de cette cassette conduisant a sondaete, ou encore a un turn-over tres rapide des
ARNs de DR7B. L’absence de signal peut étre égaleiinde a la méthylation du promoteur au
HCMV car de nombreux types cellulaires sont capabkeréaliser cette méthylation et notamment
les deux types cellulaires utilisés en premierentibn, U266 et BHK-214rucker et al., 2006 Les
cellules BJAB se sont avérées étre d’excellenteslidates par I'absence de cette capacité
meéthylante. La seule difficulté tient probablemantfait que ce sont des cellules en suspension,
moins faciles a isoler que des cellules adhérertegu’il est donc trés délicat de n’obtenir qu’un
seul clone sinon par des dilutions limites. Dartsecétude, le plasmide pTRIN76 offre de grandes
possibilités dont celle de moduler I'expressiomdé&e gene d’intérét. Ici, cette capacité n'a &té q
partiellement utilisée en allumant et éteignant pl@tement le signal correspondant a DR7B
(Figure 33. En effet, nous n'avions pas besoin de réguleenfient I'expression de DR7B mais
seulement d'observer si I'expression de Id2g(re 39 était trées augmentée en absence de
régulation par la doxycycline, ce produit éteignBexpression de DR7B a la concentration de
1ug/ml. Comme l'augmentation observée pour lestndis était d’environ deux logarithmes et que
le signal observé en western-blot était tres fbrt)était pas besoin de faire varier I'expressiim

DR7B. L'ensemble de ces résultats ont bien siméténalisés a l'aide de la quantification des
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transcrits du géne cellulaire GAPDH (glyceraldéhydphosphate déshydrogénasEjg(re 33.
Cette importante augmentation de I'expression ddd2présence de DR7B nous conduit a penser
gue I'expression du gene DR7B pourrait entrainsrrdedifications cellulaires donnant a la cellule
transfectée des caractéristiques proches de addesrvées pour les cellules de Reed-Sternberg.
Cette transfection stable est un tres bon outil ppurra par la suite permettre de tester de
nombreuses voies de signalisation. Toutefois, ddisation est limitée par le fait que les voies
cellulaires testées doivent étre les bonnes :xglle sont dérégulées...Pour un screening plus large,
il faudrait tester les extraits de cellules transfes sur des puces transcriptomiques voire
protéomiques afin d’observer quelles voies ou qumlsrvenants peuvent étre particulierement

ciblés.

POINTS IMPORTANTS

Surexpression de ID2 inhibiteur de E2A en présence de DR7B
@ Au niveau transcriptionnel

@ Au niveau traductionnel
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|_P| Mame | Standard | Calculat. | Cro. |
—— 1 di710e6 1.000E+05 1.244E+05 2312

2 di7 10e5 1.000E+05 1038E+05 2677
—— 3 di7 10e4 1.000E+04 9584E+03 30.28
—— 4 di710e3 1.000E+03 7.150E+02 3410
—— 5 di7 10e2 1.000E+02 B441E+01 37.64
—— 5 di7 10el 1.000E+01 1.755E+01 3955
— 7 ed

Figure 33 : Gamme étalon pour I'amplification du géne DR7 de I'HHV-6 de type B

| .| Name | Standard | Caleulat... | Cra... |
— 1 2 1.000E+06 1.253E+06 24.08
2 1d2 1.000E+05  7.E95E+D4 2203
— 3 Idz 1.000E+04  7122E+03 3140
— 4 2 1.000E+03 1.325E+03 3378
— & Id2 1.000E+02 1.453E+02 3691
— 6 Id2 1.000E+01  7.561E+00 4110
— 7 ED
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Figure 34 : Gamme étalon pour I'amplification du gene Id2
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‘ P.‘ Mame Standard | Caloulat... ‘ Cra... |

—— 1 GAPDH 1.000E+06 9.321E+05 2324

2 GAPDH 1.000E+05 1.342E+05 2595
—— 3 GAPDH 1.000E+04 7.356E+03 30.01
—— 4 GAPDH 1.000E+03 1.243E+03 3249
—— 5 GAPDH 1.000E+02 7132E+01 3648
—— B GAPDH 1.000E+01 1.226E+01 3834
—— 7 GAPDH 1.000E+00
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CONCLUSIONS PERSPECTIVES

Lors de ce travail de thése, des avancées notguast a l'implication de I'HHV-6 dans le

lymphome de Hodgkin ont pu étre décrites.

Tout d’abord, le fait que chez des patients ateaie lymphome de Hodgkin cet herpésvirus a pu

étre quantifié de fagcon concomitante ou non awsvif&pstein et Barr.

De fagon plus précise, le virus HHV-6 a été démonbmme étant présent au sein des cellules
caractéristiques du lymphome de Hodgkin : les mdlude Reed-Sternberg. De plus, la protéine

DR7B a été observée comme étant exprimée en gopradité au sein de ces cellules RS.

Chez les patients doublement positifs (EBV et HE)Ytes protéines DR7B et LMP1 ont été co-
détectées au sein des mémes cellules et notammeniv@au de la cellule de Reed-Sternberg
pouvant laisser entrevoir une interaction direateiralirecte des deux virus dans la survenue de

cette maladie.

Apres transfection stable de DR7B au sein du géndans les cellules BJAB une voie de
signalisation cellulaire a pu étre étudiée. La spiression de 1d2 inhibiteur de E2A, est similaire
dans les cellules BJAB transfectées stablemenDp&B a ce qui est observé dans la littérature
pour les cellules RS montrant que lintervention DR7B conduit & des reprogrammations

similaires a celles observées pour la cellule RS.
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A la suite de 'ensemble de ces résultats, de neuses perspectives sont envisageables.

« Tout d’abord en commencant par prouver que I'iéetion de la protéine DR7B conduit bien
au phénotype observé dans les cellules de ReedbBtgr Cette étude passe par I'observation
microscopique de grandes cellules multinuclééeespondant aux cellules transfectées par DR7B
ceci par May Grinwald Giemsa mais également paséovation d’'une prolifération a 'aide d'un
test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-ylpiphenyl tetrazolium). En outre, il convient
d’étudier 'ensemble des marqueurs de surface ppdéla cellule RS comme le CD30 ou le CD40,

sur les cellules transfectées stablement par DR7B.

Par ailleurs, il serait intéressant de poursuivee & voie de linhibiteur 1d2 en étudiant
intervenant qu'il inhibe soit E2A Kenne et al., 20Q6ou d’autres intervenants de cette voie
comme AP-1I(lathas et al., 2002 Ces deux facteurs interviennent dans la voi8&/ERK et

semblent étre dérégulés lors de la prolifératiorcéeeuse hodgkinienngt{eng et al., 2003

« |l serait également utile d’aller plus avant dédéside de la localisation de DR7B en précisant
celle-ci grace a des anticorps ciblant les diffesecompartiments cellulaires par microscopie
confocale mais aussi dans I'analyse des modifinatfmst-traductionnelles semblant alourdir cette
protéine DR7B présentant un poids théorique de BA@8B(igure 3¢. Ce deuxieme aspect pourrait

étre documenté par western-blot en utilisant pangte des enzymes coupant les glycosylations
et/ou les phosphorylationsifisegawa et al., 20))4res représentées en théorie (bio-informatique).

Cette protéine pourrait également étre cristallisée
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Figure 36 : Western-blot ciblant la protéine DR7 de la souche HHV-6B HST

« L'incidence de lintégration et de la localisatiashromosomique de I'HHV-6 pourront
également étre étudiéesofelli et al., 199) dans la survenue du lymphome de Hodgkin, le neodéel
de transfection stable intégrant le géne DR7 audes cellules BJAB pouvant servir de contréle a

cette étude.

« La présence de DR7B pourra, en outre, étre obseaé@s les lymphomes non-hodgkiniens
(Collot et al., 200pnotamment les lymphomes cutanésa@ner et al., 199&ar des éléments nous

laissent penser qu’elle pourrait y étre impliguéarésence du virus dans certaines biopsies
cutanées, augmentation du CD99 dans nos celludddertent transfectées et dans ce type de

lymphome Dorfman et al., 1997contrairement a ce qui est observé dans le lymplderdodgkin.
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Etude de la localisation de I'herpésvirus humain déype 6 (HHV-6)
dans les tissus hodgkiniens : recherche de I'expiaen de I'oncogene viral DR7 et de

ses conséquences pour la cellule

RESUME

L’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) au caractgrephotropique présente deux variants A et B, ce
dernier étant associé au lymphome de Hodgkin (Ol@utefois, cette association est controversée t#ans
littérature car elle est présente dans de rarestassente dans la cellule caractéristique du llaHtellule de
Reed-Sternberg (RS). Lors du premier objectif deentravail de thése, la PCR quantitative a dénéontr
I'existence et a quantifié le virus HHV-6 au sefmrgt cohorte de patients atteints de LH; ceci dmria
concomitante ou non au virus d’Epstein et Barr (EBYnnu pour étre associé a cette pathologie. &ar |
suite, I'anticorps anti-DR7B de I'HHV-6 produit paos soins a permis de connaitre la localisatitiolage

du virus HHV-6 et ainsi de détecter sa présencgrande quantité dans la cellule RS pour 73,7% des
patients atteints de LH seulement positifs pouHYH6. En outre, un double marquage chez les patidat

la cohorte positifs pour les deux herpesvirus aatéré la colocalisation, notamment au niveau d=elale

RS, des oncoprotéines DR7B du virus HHV-6 et LMRlvidtus EBV signifiant une probable interaction
virale. Enfin, un systéme de transfection stablempétant de moduler I'expression de DR7B au sein de
cellules B matures proches des cellules RS a étis@&éll a permis d’observer I'induction, en pnése de
DR7B, de la surexpression tant au niveau transeoripél que traductionnel, comme au sein des cslRI®

du LH, de Id2 qui est un inhibiteur de E2A, factelg transcription impliqué dans la reprogrammation
phénotypique des cellules RS.

Mots-clés: HHV-6, lymphome de Hodgkin, cellule de ReedrBteng, oncoprotéine DR7B, 1d2 inhibiteur de
E2A.

Localization of human herpesvirus type 6 (HHV-6)
in Hodgkin’s tissues: DR7 viral oncogene expressio

and its consequences for the cell

ABSTRACT

There are two variants, A and B, of human lymphatrcherpesvirus type 6 (HHV-6). The B variant is
associated with Hodgkin's lymphoma (HL). Howeveistlassociation is contreversial in the literature
because it only exists in rare cases and not infSernberg cells (RS), the characteristic cellsliof In the
first part of our study quantitative PCR demonsiathe existence of HHV-6 alone or concommitantihw
Epstein-Barr virus, known to be associated with la cohort of HL patients. We then used an atim-b
DR7B antibody produced in our laboratory to detemrthe cellular localization of HHV-6 and to detést
presence in large quantities in RS cells from 730f%IL patients positive only for HHV-6. Furthernggr
double labeling studies in patients from the cohwositive for both herpesviruses demonstrated the
colocalization, notably in RS cells, of DR7B fronHM-6 and LMP1 from EBV oncoproteins, indicating a
probable viral interaction. Finally, a stable tri@esion system was realised to adjust DR7B expoessi
mature B cells which are close to RS cells. In phesence of DR7B, a transcriptionnal and transiatio
expression of Id2, an inhibitor of E2A wich is aanscription factor implicated in phenotypical
reprogramming of RS cells, similar to RS cells i, Mas observed.

Key-words HHV-6, Hodgkin’s lymphoma, Reed-Sternberg celR,7B oncoprotein, Id2 inhibitor of E2A.
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