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Introduction générale

L’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) appartient & la famille des Herpesviridae,
qui regroupe plus d’une centaine d’herpésvirus infectant animaux ou humains (Braun et al.,
1997). Huit herpesvirus sont actuellement identifiés comme strictement humains. Ceux-ci
sont regroupés en 3 sous-familles nommées a-, -, et j~herpesvirinae, suivant certains critéres
tels que les propriétés de croissance in vitro, les sites de latence in vivo, la taille et la structure
du génome viral (De Bolle et al., 2005). Les herpes simplex virus 1 et 2 (HSV1 et HSV2) et le
virus de la varicelle et du zona (VZV) appartiennent a la sous-famille des Alphaherpesvinae,
le cytomégalovirus humain (HCMV) et les herpesvirus humains de type 6 et 7 (HHV-6 et
HHV-7) a la sous-famille des Betaherpesvirinae, alors que les Gammaherpesvrinirae
regroupent le virus d’Epstein et Barr (EBV) et I’herpésvirus humain de type 8 (HHV-8)
(Tableau 1).

Comme tous les Herpesviridae, ’HHV-6 est caractérisé par une primo-infection suivie
d’une phase de latence, au cours de laquelle le virus est présent mais ne se réplique pas. Cette
latence peut étre entrecoupée d’épisodes de réactivation, pendant lesquels le virus reprend son

cycle de réplication et produit des particules infectieuses.

L’HHV-6 est associé au syndrome d’hypersensibilit¢ médicamenteuse. En effet, de
nombreux cas cliniques décrivent une réactivation de ce virus, et la symtomatologie de cette
pathologie ressemble de facon surprenante a celle de I’exanthéme subit, maladie dont est
responsable ’HHV-6. Cependant le role de ce virus dans ce syndrome est encore peu connu et
les mécanismes par lesquels il intervient restent a définir.

Par ailleurs, I’implication de ’'HHV-6 dans le lymphome de Hodgkin, bien que non
reconnue officiellement, est sujette a étude depuis sa découverte en 1986. La protéine virale
DR7, présentant des propriétés oncogéniques, est étudiée au sein du laboratoire de virologie
de la faculté de pharmacie de Limoges, notamment au niveau de son action sur le
comportement cellulaire, afin de définir son réle dans la lymphomagenese de la maladie de
Hodgkin.
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Sous-famille Virus Ta}llle du Yo | Principaux sieges de la | Principales pgthologles Culture in vitro
genome GC latence associees
HSV-1 152 kb 67 Herpés oral, encéphalites
. Neurones, ganglions Heroes aénital \Nombrtlalu>|< .
Alphaherpesvirinae HSV-2 152 kb 69 nerveux sensitifs eTpes geniral, systemes ceflulaires
méningites
VZV 126 kb 46 Varicelle, zona
Cellules Syndrome Fibroblastes
HCMV 229 kb 57 . o mononucléosique, humains
hématopoiétiques . . O
infections congénitales
. Variant B associé la
Betaherpesvirinae HHV-6 | 140-170 kb | 43 Monocytes roséole infantile Lymphocytes et
Lvmphocvtes. cellules Non formellement lymphoblastes
HHV-7 | 145-153 kb | 36 ymp yt, ; associé a une maladie humains
endothéliales )
humaine
Mononucléose
infectieuse, lymphome de
EBV 172 kb 60 Lymphocytes B Burkitt, lymphome de
Gammaheresvirinae Hodgkin, carcinome Lignées cellulaires
P nasopharyngé de lymphocytes B
Sarcome de Kaposi,
HHV-8 140 kb 54 Lymphocytes B maladie de Castleman,

lymphome des séreuses

Tableau 1 : Caractéristiques des 8 herpésvirus

humains




Aprés une revue de la littérature sur I’HHV-6, le syndrome d’hypersensibilité
médicamenteuse et le lymphome de Hodgkin, le travail de thése sera présente.

- Une premiére partie traitera du role de I’THHV-6 dans le déroulement du syndrome
d’hypersensibilité médicamenteuse, via 1’étude de la réplication virale en présence de
molécules fréquemment associées a ce syndrome, et [’analyse des données
virologiques relatives a une cohorte de patients atteints de cette maladie.

- Une seconde partie présentera 1’action de la protéine DR7B de ’'HHV-6 sur la cellule.
La prolifération et la mort cellulaire de cellules surexprimant DR7B ont été analysees,
et la présence de dérégulations similaires a celles retrouvées dans la cellule de Reed-

Sternberg, caractéristique du lymphome de Hodgkin, a été observée.

Ce mémoire se terminera par une discussion générale, et des perspectives de recherches

futures seront proposées.
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Environnement bibliographique

Partie 1 : L’herpésvirus humain de type 6

I. Historique

L’herpésvirus humain de type 6 a été découvert de fagon fortuite en 1986 (Salahuddin
et al., 1986). Il a été isolé a partir de cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral
blood mononuclear cells ou PBMCs) chez des patients atteints de désordres
lymphoprolifératifs. Certains de ces patients étaient également porteurs du virus de
I’immunodéficience humaine (VIH). Initialement appel¢é HBLV (pour Human B
Lymphotropic Virus) (Josephs et al., 1986) en raison de son tropisme apparent pour les
cellules B in vitro, il fut rapidement rebaptisé HHV-6 lorsque son tropisme pour les cellules T
et son appartenance aux Herpesviridae furent mis en évidence (Lusso et al., 1988 ; Ablashi et
al., 1987). Deux groupes d’isolats d’HHV-6 furent ensuite distingués, selon leurs
caractéristiques génétiques et antigéniques (Schirmer et al., 1991). Nommés HHV-6A et
HHV-6B, ces deux sous-types différent par leurs tropismes, leurs propriétés de croissance in
vitro, leur épidémiologie, leur réactivité vis-a-vis de certains anticorps monoclonaux, les
séquences nucléotidiques de leurs génomes ainsi que leurs profils de restriction enzymatique
(Ablashi et al., 1991). HHV-6A et HHV-6B sont deux variants trés proches, leurs ségquences
nucléotidiques présentant un pourcentage d’homologie de 90% (Dominguez et al., 1999). Il
existe des souches prototypes pour chaque variant : GS (isolée par Salahuddin et al., 1986) et
U1102 (isolée par Downing et al., 1987, chez un patient ougandais séropositif pour le VIH)
pour le variant A, Z29 (issue d’un patient séropositif pour le VIH originaire de Zambie, Lopez
et al., 1988) et HST (isolée chez un patient japonais atteint d’exanthéme subit, Yamanishi et

al., 1988) pour le variant B.
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I1. Morphologie du virus

I1.1. Ultrastructure du virion

Comme tous les herpésvirus, le virion de ’'HHV-6 est composé de quatre éléments
structuraux majeurs (Roizman et Pellet, 2001) (figure 1) :

- un noyau, d’environ 60 nm de diameétre, contenant le génome viral composé¢ d’ADN
bicaténaire linéaire de 160 a 162 kb,

- une nucléocapside a symétrie icosaédrique contenant 162 capsomeres, et de taille
comprise entre 90 et 110 nm,

- un tégument protéique, correspondant a 1’espace situé entre la nucléocapside et
I’enveloppe, d’épaisseur comprise entre 20 et 40 nm. Il est constitué de phosphoprotéines et
d’enzymes nécessaires au métabolisme nucléotidique et a la réplication de I’ADN,

- une enveloppe, dérivant des membranes cellulaires, composée d’une bicouche

lipidique dans laquelle sont enchassées de nombreux spicules de glycoprotéines virales.

Le diamétre des virions est d’environ 200 nm.

w

Figure 1 : Ultrastructure des herpésviru

a. : photographie en microscopie électroique (www.sciencedaily.com)

b. : représentation schématique
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11.2. Génome

Le génome d’HHV-6 est composé d'une molécule d’ADN bicaténaire linéaire de 162
kb pour le type B et 160 kb pour le type A. Les génomes de la souche U1102 de ’'THHV-6A et
des souches 729 et HST de ’'HHV-6B ont été entierement séquencés (Dominguez et al.,
1999 ; Gompels et al., 1995 ; Isegawa et al., 1999).

L'architecture génomique de I'HHV-6 est également trouvée chez I'HHV-7 mais aussi
chez le virus du poisson chat (Chanel catfish virus). Elle consiste en une région unique (Ul a
U100) de 143 (variant A) a 145 kb (variant B), flanquée de régions terminales répétées et
orientées dans le méme sens, nommées DR, et DRg pour Direct Repeats Left et Direct
Repeats Right (figure 2). La longueur des DR peut varier de 8 a 9 kb en fonction du nombre
de passages du virus in vitro. Bien que leur réle soit peu connu, les DRs semblent intervenir
dans :

- lacircularisation du génome viral au cours de la réplication, la présence de séquences
identiques et répétées a chaque extrémité du génome facilitant un tel processus.
- le clivage et I’empaquetage de I’ADN, grace a la présence de séquence nommeées pac-

1 et pac-2 permettant cet événement (Gompels et Macaulay, 1995 ; Torelli et al.,

1995).

- Dintégration potentielle du génome viral, grace a la présence de réitérations de

I’hexanucléotide GGGTTA, qui est une séquence télomeérique humaine caracteristique

(Thompson et al., 1994 ; Daibata et al., 1999).

La région unique comporte les 7 blocs de génes conservés au sein des Herpesviridae
(notés 1 a VII) codant principalement pour les composants de la structure du virion et les
enzymes nécessaires au métabolisme nucléotidique et a la réplication de I’ADN, un bloc
caractéristique des S-herpesvirinae (U2 a U19) dont la plupart des génes appartient a la
famille des genes US22 du HCMV, tels que U2, U3, U14 et U16. Trois régions intermédiaires
répétées désignées R1, R2 et R3 sont situées a I’extrémité droite du segment U. R1 est
composée de réitérations qui codent un domaine SR, R2 est une répétition du dinucléotide TG
et R3 est une répétition de 110 pb contenant des sites Kpn en tandem.

Les régions du génome présentant des variations d’homologie significatives entre les
variants sont les DRs et une région de 24 kb située a droite du géne U86 (U86 a U100) ou

72% d’homologie sont retrouvés, a I’exception du géne U94, qui est homologue au géne rep
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de ’AAV-2 (adeno-associated virus 2), et identique a 97,6% entre les variants A et B (Clark,
2000). La région IE-A (de U86 a U90) présente notamment une faible homologie entre les
deux variants (31% d’identit¢).

Le génome de ’HHV-6B contient 97 génes codant 119 cadres ouverts de lecture (ou
ORFs : Open Reading Frame) dont 9 sont absents dans le génome de ’HHV-6A. Ces 9 ORFs
sont annotés B1 a B9. Par ailleurs 9 autres ORFs de ’HHV-6A n’ont pas de correspondance

chez ’'HHV-6B, a cause de mutations dans le cadre de lecture (Dominguez et al., 1999).

I11. Tropisme cellulaire

L’HHV-6 est un virus strictement humain, et ne peut donc se répliquer que dans des
cellules d’origine humaine.

In vivo, ’HHV-6 posséde la capacité d’infecter un grand nombre de types cellulaires.
Ce virus est principalement trouvé dans les lymphocytes T CD4" (Lusso et al., 1988,
Takahashi et al., 1989), les lymphocytes T CD8+, les cellules NK (Natural Killers), les
monocytes/macrophages, les cellules endothéliales tubulaires rénales, les cellules
endothéliales des vaisseaux, les astrocytes, les hépatocytes, les oligodendrocytes, les cellules
épithéliales (notamment des glandes salivaires) (Hall et al., 1998).

L’HHV-6A et ’HHV-6B se répliquent efficacement in vitro dans des lymphocytes T
primaires activés (Yamanishi, 2001). L’HHV-6 est relativement difficile a cultiver in vitro,
toutefois plusieurs isolats ont été adaptés a la culture sur lignées cellulaires T transformées.
La souche GS de I’HHV-6A est fréequemment co-cultivée avec la lignée humaine T
lymphoblastoide HSB2, et la souche U1102 est cultivée sur les cellules humaines T
lymphoblastoides J JHAN. Concernant le variant B de ’HHV-6, la souche Z29 a été adaptée
a la culture sur la lignée T lymphocytaire Molt-3, alors que la souche HST se propage
préférentiellement au sein de cellules lymphoblastoides T humaines MT4 (Braun et al., 1997 ;
Clark, 2000). D’autres lignées cellulaires peuvent étre utilisées pour cultiver ’'HHV-6 in
vitro, tels que les cellules neuronales, les oligodendrocytes, les cellules épithéliales, les
fibroblastes ou encore les mégacaryocytes, mais la réplication virale observée y est souvent
plus faible que dans les lymphocytes T (Ablashi et al., 1987 ; Chen et al., 1994a ; Simmons et
al., 1992 ; Luka et al., 1990).
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Figure 2 : Représentation schématique du génome de ’HHV-6 (Pellet et Dominguez, 2001)



La molécule CD46 est un récepteur cellulaire permettant 1’interaction de 'HHV-6
(variants A et B) avec la cellule-hote. Cette glycoprotéine est exprimée a la surface de toutes
les cellules nucleées, et intervient dans la régulation du complément. Un ou plusieurs co-
récepteurs (encore inconnus) nécessaires a 1’entrée du virus dans la cellule-h6te doivent trés
probablement exister car certaines lignées cellulaires T exprimant CD46 ne sont pas
permissives a I’entrée de ’HHV-6 dans la cellule (Santoro et al., 1999).

IV. Cycle réplicatif

Le cycle de multiplication viral de ’HHV-6, caractérisé par la production de particules
virales, est décrit classiqguement comme la succession de plusieurs étapes (De Bolle et al.,

2005). 1l est considéré comme un cycle long, car sa durée est supérieure a 48 heures.

IV.1. Interaction avec le récepteur, entrée dans la cellule hote

Les deux variants de ’HHV-6 utilisent le récepteur CD46 pour interagir avec la
cellule-h6te. Le complexe formé par les glycoprotéines virales gH, gL et gQ (codées
respectivement par les génes U48, U82 et U100) sert de ligand pour le récepteur CD46 (Mori
et al., 2003a et b). Un autre complexe, formé des glycoprotéines gH, gL et gO (gene U47) se
lie probablement a un autre récepteur non identifié (Pedersen et Hollsberg, 2006). Apres
reconnaissance des récepteurs cellulaires, I’enveloppe virale fusionne avec la membrane
cellulaire, et la nucléocapside libérée dans le cytoplasme est ensuite transportée a travers
celui-ci vers le noyau cellulaire, en utilisant le réseau de microtubules. Le génome viral est

alors libéré et injecté dans le nucléoplasme, au travers d’un pore nucléaire.

IV.2. Transcription et réplication de I’ADN viral

La machinerie cellulaire transcriptionnelle et traductionnelle est utilisée afin de

produire trois classes de protéines virales.

- Les protéines trés précoces dites IE (Immediate Early) ou a, sont pour la plupart des
protéines transactivatrices régulant notamment 1’expression d’autres geénes viraux, tels

que les genes codant les protéines IE1 et IE2, et dont les ARN messagers (ARNm)

19



sont détectés environ 3h apres 1’entrée du virus dans la cellule. Les génes o codent
pour des protéines qui jouent un réle sur le cycle cellulaire et forcent la cellule a
passer en phase de synthése, afin de fournir au virus ce qui lui est nécessaire pour sa
réplication.

- Les protéines précoces dites E (Early) ou B, sont principalement impliquées dans le
métabolisme et la réplication de I’ADN viral, et leurs ARN messagers sont détectés
entre 3 et 8h apres I’infection. La transcription des génes [3 est activée par les protéines
o Les génes B codent notamment pour I’ADN polymérase virale (U38), et la protéine
de liaison a ’ADN (U41).

- Les protéines tardives dites L (Late) ou y peuvent étre glycosylées; ce sont des
composants structuraux de la particule virale, dont les ARNm sont détectés entre 8 et
72h apres I’infection. Les geénes y codent pour des protéines de structure de la capside

(U57) et de ’enveloppe (U48), et leur transcription est activée par les protéines p.

La cascade de transcription du génome de ’'HHV-6 inclut également des phénomeénes
de rétrocontréle puisque les protéines 3 et y peuvent respectivement réguler négativement la

transcription de génes o et 3 (figure 3).

La réplication de I’ADN nécessite différents facteurs codés par des genes viraux.
Aprés son entrée dans le noyau, le génome viral se circulariserait par juxtaposition des DRs,
(non démontré pour ’HHV-6) (Garber et al., 1993). Un complexe de réplication de I’ADN est
formé par I’ADN polymérase (codée pas le géne U38), la protéine majeure de liaison a
I’ADN (codée par le géne U41), et un complexe hélicase/primase impliquant les produits des
génes U43, U74 et U77. La protéine codee par le géne U83 se lie a I’origine de réplication
(ori-Lyt), dénature une partie du génome viral et effectue une coupure simple brin donnant
des extrémités 3°-OH et 5°-P. L’ADN polymérase utilise une extrémité 3’-OH comme amorce
et la réplication de I’ADN viral s’effectue selon le principe du « cercle roulant », avec une
déshybridation du brin d’ADN extérieur au fur et & mesure que la réplication progresse. Des
amorces simple brin se fixent sur le brin matrice extérieur, permettant ainsi la synthese
discontinue de fragments double brin (fragments d’Okazaki). La réplication ne s’arréte pas
aprés synthése compléte du brin interne ou synthése discontinue du brin externe, car le brin
néo-syntheétisé sert de matrice pour le brin complémentaire, ce qui entraine la formation de

concaténaires, ¢’est-a-dire plusieurs copies du génome a la suite.
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Figure 3 : Régulation coordonnée des génes de ’'HHV-6

IV.3. Assemblage de la capside

Les protéines y produites permettent 1’assemblage de la capside virale. Elles s’auto-
assemblent dans un premier temps sous forme d’hexaméres et pentameres, qui serviront a
former des capsoméres. Ces derniers permettent alors un assemblage creux (afin d’accueillir

le génome viral) nommé pro-capside.

21



IV.4. Encapsidation

Les signaux spécifiques pac situés au sein des DRs sont reconnus par des protéines de
la pro-capside. Ceci permet ainsi le clivage des brins d’ADN concatémériques néoformés et
leur encapsidation par liaison des protéines de capside, formant ainsi une nucléocapside (ou

capside mature).

IV.5. Bourgeonnement

Les nucléocapsides bourgeonnent a travers la membrane nucléaire interne, acquérant
temporairement une enveloppe, qui fusionne ensuite avec la partie externe de cette membrane,
libérant ainsi les nucléocapsides dans le cytoplasme (Torrisi et al., 1999). Elles acquierent
alors un tégument et une enveloppe secondaire pourvue de spicules au sein du complexe de

Golgi ou de tégusomes, ou les glycoprotéines virales s’accumulent.
IVV.6. Libération des virions

Les capsides tégumentées sont prises en charge par des vésicules de transport, au sein
desquelles elles sont glycosylées, déplacées vers la surface de la cellule puis libérées dans

I’espace extracellulaire par exocytose. Un cycle de réplication (depuis ’entrée du virus dans

la cellule jusqu’a la libération de nouveaux virions) dure environ 72h (figure 4).

22



Interaction cellule/virus
Entrée du virus

©
© ® o

i
gH.gL/Eo/«s‘ 1ryte <'

gQ, gB .ﬁ‘
- @ N
Protéines L
/ Protéines IE Protemes E glycosylation .ﬁ-
< : /70 00 E Bourgeonnement

LY/\\ @ Cid

2> Q|

Réplication de I’ ADN Encapsidation

\\Membranes nucléaires //

Figure 4 : Cycle de réplication lytique de ’'HHV-6 (De bolle et al., 2005)



V. Effets du virus sur la cellule hbte et son environnement

La cellule infectée par I'HHV-6 subit diverses modifications, telles qu’une
marginalisation de la chromatine (Nii et al., 1990), un arrét de la synthése d’ADN cellulaire dans
les 65 heures suivant I’initiation de I’infection (Di Luca et al., 1990), une stimulation généralisée
de la synthese protéique (Balachandran et al., 1989 ; Black et al., 1992), et une inhibition de la
division cellulaire, conduisant au développement d’effets cytopathogeénes classiques :
ballonisation provoquant la formation de cellules géantes multinucléees ou syncytia. Ces données
suggerent que I’HHV-6 est capable d’inhiber 1’action d’un élément du cycle cellulaire qui lie la
croissance cytoplasmique et la division cellulaire. L’HHV-6 posséde également la capacité de
moduler la fluidité membranaire de la cellule (Clark, 2000).

Des études in vitro ont montré que ’'HHV-6 a des propriétés immunomodulatrices. Le
variant A inhibe 1’expression de CD3 dans les cellules T infectées, altérant ainsi la signalisation
transmembranaire médiée par I’immunité (Lusso et al., 1991). L’infection in vitro de PBMCs
entraine une diminution de la synthése d’IL-2 (interleukine 2) (Flamand et al., 1995), et
I’expression de cytokines pro-inflammatoires : IL-13, 11-6, IFN-y (variant A) et IFN-a et TNF-a
(variants A et B) (Flamand et al., 1991 ; Yoshikawa et al., 2006 ; Gupta et al., 2009). L’infection
de macrophages par ’HHV-6 entraine une expression accrue d’IL-10 et d’IL-12.

L’infection par 'HHV-6 (variants A et B) entraine une déplétion lymphocytaire T CD4",
ce qui est probablement due a une induction de 1’apoptose (Inoue et al., 1997 ; Ichimi et al.,
1999 ; Yasukawa et al., 1998), via la production de TNF-a notamment. De plus ’entrée du virus
et sa réplication ne semblent pas étre requises pour 1’induction de I’apoptose, qui a lieu de fagon
prédominante dans les cellules non infectées.

Par ailleurs, 1’exposition in vitro a ’HHV-6A (sans qu’il y ait infection) entraine une
apoptose fortement accrue dans des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes (Gardell et
al., 2006).

De fagon contradictoire, Takemoto et al. (2004) ont montré que ’infection par ’THHV-6
(variants A et B) entraine une protection de la cellule-hote de 1’apoptose accompagnée d’une

accumulation de la proteine p53, dans une variété de lignées cellulaires.
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V1. Epidémiologie, transmission virale

L’HHV-6 est un virus ubiquitaire : plus de 95% de la population adulte est estimée
séropositive pour les variants A et/ou B dans les pays développés, les taux d’anticorps diminuant
avec 1’age (Baillargeon et al., 2000). La prévalence de ’HHV-6 présente des variations
géographiques allant de 70 a 100% (Bhattarakosol et al., 2001 ; Ranger et al., 1991 ; Wu et al.,
1997). Il est actuellement impossible de connaitre la répartition de ’THHV-6A et ’THHV-6B car il
n’existe pas de test sérologique discriminant entre ces deux variants.

La transmission virale peut se faire de différentes manieres. La voie salivaire est le mode
de transmission de loin le plus fréquent. Les glandes salivaires sont un site de persistance de
I’HHV-6, I’ADN viral y étant fréquemment détecté (Collot et al., 2002, Fox et al., 1990). La
transmission peut également se faire par voie transplacentaire ou périnatale. La transmission par
transfusion sanguine, par allaitement ou par voie oro-fécale n’est encore pas suffisamment
documentée pour juger pertinemment de ces possibilités.

La transmission par voie salivaire a généralement lieu durant la petite enfance,
principalement entre 6 et 15 mois (Enders et al., 1990 ; Okuno et al., 1989). Des anticorps dirigés
contre ’HHV-6 sont retrouvés chez 90% des enfants avant I’age de 2 ans. Le variant B est acquis
avant le variant A. Le taux d’anticorps anti-HHV-6 diminue au cours de 1’enfance et
I’adolescence, puis ré-augmente au cours de la vie adulte. L’age auquel a lieu la primo-infection
par le variant A est inconnu et cette infection semble étre asymptomatique.

La transmission congénitale a notamment été décrite par Hall et al. (2004) avec une étude
menée sur un grand nombre d’échantillons. Une infection congénitale par ’'HHV-6 a été
observée dans 1% des cas. Les infections congénitales constatées dans cette étude étaient toutes
asymptomatiques. Un tiers des cas concernaient le variant A.

La transmission du virus lors de greffe de moelle a été rapportée (Jeulin et al., 2009, Clark
et al., 2006) et apparait donc comme possible. Kamble et al. (2007) associent cependant cette

transmission a une forme intégrée du virus dans une étude faite sur deux cas cliniques.
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VII. Physiopathologie de I’infection

VI1.1. Primo-infection

L’infection primaire a généralement lieu de fagon précoce dans la vie de I’hote. La primo-
infection se produit entre 6 mois et 2 ans (Asano et al., 1994) apreés la naissance.

La primo-infection par ’'HHV-6 représente 20 % des cas de maladies febriles chez les
enfants 4gés de 6 a 12 mois (Hall et al., 1994).

VI11.2. Latence

Apres la primo-infection, ’'HHV-6 reste dans 1’organisme qu’il continue d’infecter durant
le reste de sa vie.

L’état de latence virale est défini comme une infection au cours de laquelle le génome
viral est présent sous forme épisomale non réplicative dans le noyau cellulaire. L’intégrité de la
cellule hote est préserveée, les antigénes viraux caractéristiques d’une infection productive ne sont
pas exprimés, et il n’y a pas de production de particules virales infectieuses.

La transcription des génes viraux est limitée au géne U94 (analogue du géne rep de
I’AAV-2) dont le produit est capable de maintenir une infection latente dans des PBMCs (Rotola
et al., 1998), et a une série de transcrits associés a la latence (pour ’HHV-6B) nommés H6LTs
(Kondo et al., 2002) provenant de la région IE-2 du génome viral.

Les principaux sieges de latence sont les monocytes et les précurseurs des cellules
souches (Kondo et al., 1991 ; Luppi et al., 1999). L’HHV-6 peut également rester latent dans les
cellules endothéliales des vaisseaux et dans les oligodendrocytes du systeme nerveux central
(Ahlgvist et al., 2005). Une lignée cellulaire contenant 'HHV-6 latent a été établie par
Bandobashi et al. (1997).

L’intégration chromosomique du génome viral est un phénomene associé¢ a la latence

(Arbuckle et al., 2010).
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V11.3. Persistance

La persistance correspond a une infection chronique pouvant se situer a différents niveaux
anatomiques, et est caractérisée par un bas niveau de réplication du virus, avec production de
particules virales.

Les cellules épithéliales des glandes salivaires sont un important site de persistance de
I’HHV-6 (Krueger et al., 1990), mais celle-ci peut également étre observée dans des cellules

nerveuses, des cellules cutanées ou des cellules pulmonaires.

VI11.4. Réactivations

La latence peut étre entrecoupée d’épisodes de réactivations, pendant lesquels le virus
reprend un cycle de réplication normale. Les réactivations sont contrdlées par I’immunité, et sont
fréquentes et asymptomatiques chez les sujets immunocompétents. Les patients immunodéprimés
sujets a une réactivation de ’'HHV-6 peuvent par contre étre 1’objet de complications cliniques

graves voire mortelles.

VIII. Intégration chromosomique de P’HHV-6

L’intégration chromosomique du génome de I’HHV-6 dans le génome humain est un
phénomene relativement rare.

Ce phénomeéne a initialement été montré chez trois patients : deux atteints de lymphomes
et le troisieme d’une sclérose en plaques (Luppi et al., 1993). Pour ces patients, le site
d’intégration a alors été localisé dans le chromosome 17. Plusieurs études ont ensuite identifié
divers sites d’intégration du virus : 17p13 (Torelli et al., 1995, Ward et al., 2006), 1g44, 22913
(Daibata et al., 1998a; 1998b ; Tanaka-Taya et al., 2004). Les variants A et B peuvent, 1'un
comme [’autre, s’intégrer. L’intégration peut s’effectuer dans les télomeres (Arbuckle et al.,
2010). Par ailleurs une forte charge virale sanguine est associée a une intégration virale

chromosomique (Ward et al., 2007), ce qui facilite sa détection par PCR quantitative. La
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présence d’ADN de I’HHV-6 dans les follicules pileux permet également de conclure a la
présence du virus intégré (Ward et al., 2006).

La présence d’ADN viral intégré dans les chromosomes n’est pas associée a une
pathologie particuliére. Elle a été décrite chez des patients atteints de divers deésordres
lymphoprolifératifs (Luppi et al., 1993), chez des transplantés (Hubacek et al., 2007 ; 2009a et b),
au cours d’encéphalite (Ward et al., 2007), ou de syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse
(Watanabe et al., 2008), mais également chez des sujets sains (Ward et al., 2006). La prévalence
de I’intégration chromosomique de ’HHV-6 a été estimée a 0,2% dans une étude réalisée sur une
cohorte de patients japonais (Tanaka-Taya et al., 2004), et de 0,8% dans un groupe de donneurs
de sang anglais (Leong et al., 2007).

La transmission du virus intégré, avec conservation du site d’intégration, a été décrite
entre parent et enfant (Daibata et al., 1998b ; Mori et al., 2009) et entre donneur et receveur

(Clark et al., 2006) lors d’une transplantation.

IX. Maladies associées a ’HHV-6

IX.1. Exanthéme subit

La primo-infection du nourrisson est généralement asymptomatique. Sinon elle se
manifeste par une pathologie fébrile aigué : ’exanthéme subit, ou roséole infantile (figure 5).
L’exanthéme subit est cependant observé chez 70 a 80 % des nourrissons faisant une primo-
infection par ’HHV-6 au Japon, alors que ce chiffre est de 33% aux Etat-Unis.

L’exanthéme subit, ou sixiéme maladie du nourrisson, se manifeste par une fievre brutale
atteignant rapidement 39 ou 40°C et durant classiquement trois jours. Une éruption cutanee a lieu
au moment ou la fievre decroit : des taches superficielles roses péles apparaissent sur le tronc et
les membres durant environ 24 heures (exanthéme). La primo-infection peut également se
manifester par une fiévre sans éruption. L’HHV-6 variant B a été identifi¢ comme 1’agent
responsable de 1’exanthéme subit (Yamanishi et al., 1988 ; Dewhurst et al., 1993 ; Hall et al.,
1994) alors que le variant A ne semble pas étre associé a cette pathologie.
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Figure 5 : Exanthéme subit du nourrisson (children.webmd.com)

Des complications peuvent survenir suite a une primo-infection symptomatique par
I’HHV-6. Des convulsions sont le plus fréquemment observées (13 % des cas de complications
infantiles) mais des otites, ou des symptdmes touchant les tractus respiratoires ou gastro-
intestinaux peuvent également survenir (Asano et al., 1994 ; Barone et al., 1995 ; Hall et al.,
1994 ; Kondo et al., 1993, Torre et al., 2005 ; Ward et Gray, 1994). Des atteintes du systeme
nerveux central ont été constatées en de rares occasions : des méningites et des encéphalites ont
pu étre observées suite a une infection par ’HHV-6 (Yoshikawa et Asano, 2000 ; Kato et al.,
2003 ; Birnbaum et al., 2005). Des cas graves d’hépatites aigués voire fulminantes, de
thrombocytopénies ou de syndromes hémophagocytaires ont également été ponctuellement
observés. Néanmoins, la plupart des infections a ’'HHV-6 ne sont pas symptomatiques ou sont
simplement bénignes, et guérissent alors spontanément (De Bolle et al., 2005).

La primo-infection de 1’adulte est trés rare et semble se manifester beaucoup plus
séverement que celle du nourrisson, notamment dans le cas de sujets immunodéprimés, qui
peuvent alors développer des syndromes mononucléosiques ou des hépatites fulminantes (Akashi
et al., 1993 ; Sumiyoshi et al., 1995; Sobue et al., 1991). La primo-infection d’un sujet
immunodéprimé peut étre fatale.

L’infection primaire par le variant A de "'HHV-6 est encore tres peu caractérisée.
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IX. 2. Infection des immunodéprimés

L’HHV-6 est un virus opportuniste. La réactivation de ’HHV-6B est freqguemment
observée chez les patients transplantés, qui sont soumis a un traitement immunosuppressif afin
d’éviter un éventuel rejet de la greffe. Cette réactivation est une source importante de morbidité
et de mortalité (Yoshikawa, 2003).

a. Transplantations

Les receveurs de moelle osseuse ou de cellules souches sont particulierement touchés par
ce phénoméne qui entraine de sérieuses complications, telles que des encéphalites, des
pneumonies, un retard ou une absence de prise de la greffe, des dysfonctions du systéme nerveux
central ou une mortalité accrue (Dockrell et Paya, 2001 ; de Pagter et al., 2008). De fagon
beaucoup plus rare, une suppression médullaire, une réaction du greffon contre 1’hote, un rash
cutané ou de la fievre peuvent également étre observés.

La réactivation de ’'HHV-6 chez les sujets recevant une transplantation d’organe (rein,
foie, coeur) est moins fréquente que chez les greffés de moelle osseuse et peut entrainer des
manifestations cliniques similaires, mais surtout des neutropénies, des rashs cutanés, de la fiévre
un rejet de 1’organe transplanté, voire une encéphalite (Pradeau et al., 2006 a et b). Elle induit
¢galement une augmentation de 1’incidence d’infections fongiques (Abdel Massih Razonable,
2009). L’HHV-6 peut étre transmis via un greffon, donnant lieu alors a une réinfection.

Une primo-infection chez un transplanté est associée a une forte sévérité des

complications cliniques.

b. SIDA

Certains auteurs pensent que 1’infection par ’'THHV-6A favorise la progression du VIH
chez les patients atteints du syndrome d’immunodéficience humaine (SIDA). L’HHV-6 a
fréeqguemment été isolé a partir de prélevements effectués chez des sujets infectés par le VIH
(Salahuddin et al., 1986 ; Levy et al., 1990 ; Agut et al., 1988) et sa présence a éte associée a des

charges virales de VIH-1 accrues (Emery et al., 1999 ; Knox et Carrigan, 1996). Plusieurs
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protéines de ’HHV-6 ont été montrées comme transactivant le LTR (Long Terminal Repeat) du
VIH, suggérant une stimulation de sa réplication : DR7, U3, U27, U94, et les protéines issues des
loci IE-A et IE-B (Kashanchi et al., 1997, Mori et al., 1998 ; Zhou et al., 1994 ; Mori et al.,
2000 ; Flebbe-Rehwaldt et al., 2000 ; Gravel et al., 2003). Lusso et son équipe ont proposé
I’hypothése selon laquelle ’'HHV-6 et le VIH-1 agiraient de concert en infectant et lysant les
cellules T CD4", accentuant ainsi I'immunosuppression et catalysant la progression du SIDA
(Lusso et al., 1989).

L’infection active par ’'HHV-6 est fréquemment détectée chez les patients séropositifs
pour le VIH, mais elle est généralement asymptomatique. Des cas isolés ont cependant permis
d’associer la réactivation de ’THHV-6 avec des lymphomes, des rétinites, des encéphalites ou des
pneumonies (Qavi et al., 1995 ; Reux et al., 1992 ; Knox et al., 1995a et b ; Nigro et al., 1995).

1X.3. Cancers

L’HHV-6 a été initialement isolé a partir de PBMCs chez six patients atteints de
lymphoproliférations, dont un lymphome T cutané, un lymphome immunoblastique et une
leucémie lymphoide aigiie (Salahudin et al., 1986). Diverses études ont depuis montré
I’association de ’THHV-6 a des pathologies malignes hématologiques (Ogata et al., 2009). Un
role pathogénique de ’HHV-6 a été suggéré lorsqu’il a été montré qu’une partie de son génome
présentait des capacités a transformer des lignées cellulaires de fibroblastes murins et de
kératinocytes humains (Razzaque et al., 1990 ; 1993). Par ailleurs certains génes de I’'HHV-6
codent pour des protéines transactivatrices, dont la protéine DR7 pour laquelle des propriétés
transformantes ont été mises en évidence (Kashanchi et al., 1997).

Le lymphome de Hodgkin a notamment été associé a une infection par ’HHV-6 (Torelli
et al., 1991). Plusieurs études ont permis d’identifier la présence de ’HHV-6 dans des tissus
hodgkiniens, par PCR principalement (Sumiyoshi et al., 1993 ; Valente et al., 1996 ; Collot et al.,
2002, Ranger-Rogez et al., 2006). Le variant B y est majoritairement retrouvé (Schmidt et al.,
2000 ; Lacroix et al., 2007). Par ailleurs, ’HHV-6 semble principalement détecté lorsque le sous-
type de la maladie de Hodgkin est scléro-nodulaire (Torelli et al., 1991, Collot et al., 2002 ;
Lacroix et al., 2007). Le role potentiel de ’'HHV-6 dans le lymphome de Hodgkin sera abordé en
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détails ultérieurement.

De fagon analogue, plusieurs études ont permis d’identifier la présence de ’THHV-6 chez
des patients atteints de leucémies aigués (Salonen et al., 2002 ) ou de divers lymphomes non-
hodgkiniens (Jarrett et al., 1988). Il peut s’agir de lymphomes B ou T (Collot et al., 2002 ;
Sumiyoshi et al., 1993), principalement de lymphomes T angio-immunoblastiques (Luppi et al .,
1993 ; 1998 ; Zhou et al., 2007).

Enfin, un lien a été suggéré entre ’'HHV-6 et les carcinomes cervicaux (Chen et al.,
1994b ; Wang et al., 1994) ou oraux (De Bolle et al., 2005), ou les tumeurs gliales (Crawford et
al., 2009).

IX.4. Maladies du systeme nerveux central chez les immunocompétents

L’HHV-6 est un virus neuro-invasif, le variant A ayant un caractére plus neurotrope que
le variant B.

Les encéphalites induites par une infection par ’'HHV-6 sont un phénomene relativement
rare, qui s’accompagne généralement de comas ou de crises convulsives. Quelques cas
d’encéphalites congénitales dues a une infection par I’HHV-6 ont entrainé des retards
psychomoteurs. Une infection chronique du systéme nerveux central peut donner lieu a des
convulsions récurrentes. Des cas de méningite ou d’encéphalomyelite peuvent également étre
associés a une infection par ’'HHV-6 (Denes et al., 2004).

Le variant A de ’HHV-6 est actuellement de plus en plus étudié pour son role potentiel
dans la sclérose en plaques. Des taux accrus d’anticorps ont été détectés chez des patients atteints
de cette maladie démyélinisante, par rapport a des sujets sains (Soldan et al., 1997, Ablashi et al.,
2000). De plus, de I’ADN viral a été trouvé dans des oligodendrocytes de plaques démyélinisées,
alors qu’il n’est pas trouvé dans des oligodendrocytes de sujets sains (Challoner et al., 1995), et
une étude a montré que les patients atteints de sclérose en plaques développent une réponse
lymphoproliférative a ’HHV-6A dans une proportion de cas significativement supérieure a des
individus sains (Soldan et al., 2000 ; Tejada-Simon et al., 2003).

Un réle potentiel de 'HHV-6B (avec ’'HHV-7) est également soupgonné dans 1’épilepsie
(Theodore et al., 2008), et plus particulierement 1’épilepsie mésiale du lobe temporal

(Fotheringham et al., 2007). L’induction d’une déficience en transport de glutamate (phénomene
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impliqué dans [’épilepsie du lobe temporal) dans les astrocytes infectés par 'HHV-6 a

récemment été montrée (Fotheringham et al., 2008).

IX.5. Syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse

Les syndromes d’hypersensibilité medicamenteuse ou DRESS (Drug Rash with
Eosinophilia and Systemic Symptoms) ou DIHS (Drug-Induced Hypersensibility Syndrome) sont
une pathologie de description récente, caractérisée par une forte fievre, une éosinophilie, un rash
cutané important et un développement possible de manifestations viscérales, en réaction a une
prise médicamenteuse. La réactivation de ’HHV-6 a été associée a cette maladie (Descamps et
al., 2001) et décrite dans de nombreux cas cliniques (Michel et al., 2005 ; Tamagawa-Mineoka et

al., 2007 ; Aouam et al., 2008). Cette partie sera discutée plus en détails ultérieurement.

X. Diagnostic

X.1. Isolement du virus par culture

L’HHV-6 peut étre co-cultivé avec des lymphocytes issus de sang de cordon ou de sang
périphérique, dans ce cas activés par un traitement par la phytohémagglutinine, et maintenus
grace a de l’interleukine-2. Du polybrene et du sérum anti-interféron peuvent également étre
utilisés afin de faciliter I’infection cellulaire. La réplication virale est alors identifiable par
I’observation d’un effet cytopathogéne des cellules (ballonisation, apparition de syncytia) (figure
6).
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Figure 6 : Effet cytopathogéne de ’'HHV-6, a : cellules infectées, b : cellules saines

X.2. Détection d’antigenes viraux

La réplication de ’'HHV-6 peut étre confirmée par la détection d’antigénes viraux a I’aide
d’anticorps monoclonaux. Ceci peut étre effectué sur des PBMCs fixés sur lame
(immunofluorescence indirecte). La détection d’antigéne viral sur ces cellules (ou antigénémie)
permet alors de conclure a une infection active. Cette technique est rarement utilisée car peu
sensible. La recherche d’antigénes viraux peut aussi étre effective sur des coupes de biopsies

tissulaires ou toutes autres cellules issues d’un produit pathologique (immuno-histochimie).

X.3.PCR

Le diagnostic d’infection par ’'HHV-6 se fait essentiellement par PCR. La PCR
quantitative est principalement utilisée actuellement, car elle bénéficie de bonnes sensibilité et
reproductibilité. Etant donnée la forte prévalence de ’HHV-6, la détection de ce dernier par PCR
qualitative ne permet pas de conclure a une infection active, a moins d’utiliser des prélévements

acellulaires (sérum, plasma). Concernant les PBMCs, une forte charge virale doit étre détectée
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pour pouvoir diagnostiquer une primo-infection ou réactivation de I’HHV-6 (Pradeau et al.,
2006b).

La détection d’ARN messagers de ’HHV-6 par RT-PCR peut permettre d’identifier 1’état
de latence ou de réplication du virus (Pradeau et al., 2006a). En effet certains transcrits des génes
IE1 et EI2 de ’HHV-6 sont associés a la latence et leur détection peut permettre de conclure a la

latence virale, en I’absence d’autres transcrits viraux (Yoshikawa et al., 2003, Kondo et al.,
2002 ; 2003).

X.4. Sérologie

La détection d’anticorps, a partir de sérum de patients, est également utilisée. Diverses
techniques de révélation peuvent étre utilisées, telles que I’immunofluorescence (Krueger et al.,
1991), ’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Parker et Weber, 1993 ; Nigro et al.,
1995). L’immunofluorescence est actuellement la technique de référence. La séroconversion des
immunoglobulines de classe G (IgG) reste le principal critere permettant le diagnostic d’une
primo-infection par ’'HHV-6, car la présence d’IgM anti-HHV-6 ne reflete pas exclusivement
1’état réplicatif du virus (Ueda et al., 1989 ; Suga et al., 1992).

XI. Traitements anti-HHV-6

L’infection active par I’THHV-6, bien que généralement asymptomatique ou peu sévére,
peut causer des complications graves notamment chez les patients immunodéprimés et nécessite
dans ce cas un traitement. Les principales molécules antivirales utilisées actuellement pour le
traitement des infections par ’HHV-6 sont des inhibiteurs de I’ADN polymérase virale, et sont
également utilisées pour le traitement des infections par le HCMV (ganciclovir, valganciclovir,

acyclovir, valacyclovir, cidofovir et foscarnet).
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X1.1. Analogues nucléosidiques

L’acyclovir (ACV), le ganciclovir (GCV) et leur pro-drogues orales, respectivement le
valacyclovir (val-ACV) et le valganciclovir (val-GCV) (figure 7), ciblent I’ADN polymérase
virale par compétition avec un de ses substrats naturels : la désoxyguanosine. Le val-ACV et le
val-GCV, absorbés oralement, sont rapidement convertis respectivement en ACV et GCV, par
une hydrolase présente dans le tractus gastro-intestinal et le foie (Soul-Lawton et al., 1995).
L’ACV et le GCV doivent étre sous forme triphosphorylée pour étre actifs. La premicre
phosphorylation est assurée par la phosphotransférase virale codée par le gene U69, capable de
convertir des analogues nucléosidiques en leurs dérivés monophosphates (Ansari et Emery,
1999). Les deuxieme et troisieme phosphorylations sont catalysées par des kinases cellulaires.
Une fois triphosphorylés, I’ACV et le GCV sont incorporés dans le brin d’ADN en cours de
synthése, entrainant ainsi 1’arrét de la synthése d’ADN. Le GCV présente une meilleure activité
antivirale que I’ACV, et est donc plus fréquemment utilisé (Agut et al., 1991 ; Yoshida et al.
1998) mais cette molécule peut également causer d’importants effets secondaires suivant la dose
administrée, essentiellement des leuconeutropénies, des thrombocytopénies (McGavin et Goa,
2001), et plus rarement des troubles rénaux ou des troubles neurologiques (Gandhi et Khanna,
2004).

X1.2. Analogues nucléotidiques

Le cidofovir (CDV) est un analogue de la déoxycytosine monophosphate (figure 7).
Sachant que sa structure primaire comprend un groupement phosphate, cette molécule n’a pas
besoin d’étre phosphorylée par une enzyme virale. Les kinases cellulaires la convertissent en sa
forme triphosphate qui est un compétiteur de la déoxycytosine triphosphate (dCTP), substrat
naturel de I’ADN polymérase. Le CDV triphosphate présente une affinité moindre pour les ADN
polymeérases cellulaires que pour I’ADN polymérase virale. Le CDV présente un spectre d’action
trés large dirigé contre de nombreux virus & ADN. Il montre une forte activité contre ’HHV-6 in
vitro (Reymen et al., 1995) mais n’est utilisé cliniquement qu’en deuxiéme intention (apres le
ganciclovir) en raison d’une toxicité rénale et médullaire importante, et de nombreux effets

indésirables : fievre, asthénie, alopécie, neuropathie périphérique (Gandhi et Khanna, 2004)
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X1.3. Analogue du pyrophosphate

Le foscarnet (figure 7) est un analogue du pyrophosphate inorganique (ppi), et ne
nécessite pas ’intervention préalable d’enzymes virales ou cellulaires pour étre actif. Son spectre
d’action est large ; il posséde notamment une activité antivirale dirigée contre le VIH et tous les
herpeésvirus. Le foscarnet entre en compétition avec les ppi, et bloque leur site de liaison sur
I’ADN polymérase, ce qui empéche le clivage des désoxyribonucléotides tripohsphates en
désoxyribonucléotides diphosphates et ppi. Le foscarnet présente une toxicité rénale importante.
Quelques effets indésirables peuvent étre associés a I’administration de foscarnet. Il s’agit le plus
souvent de troubles digestifs tels que des nausées et des vomissements. D’autres troubles peuvent
aussi apparaitre comme une hypocalcémie, une anémie, ou des ulcérations péniennes (Gandhi et
Khanna, 2004).
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X1.4. Efficacité et avenir

La recherche de molécules ayant une activité anti-HHV-6 efficace a généralement été
associée a celle de drogues présentant une activité antivirale dirigée contre le HCMV, qui, avec
I’HHV-6 et ’HHV-7, appartient a la sous-famille des S-herpesvirinae. Une étude comparative de
I’activité in vitro de ’ACV, du GCV, du CDV et du foscarnet a permis de désigner le CDV et le
foscarnet comme les molécules présentant 1’activité anti-HHV-6 la plus efficace (De Clerq et al.,
2001). Lorsque ces molécules sont testees sur des lignées cellulaires T infectées (par le variant A
ou B de ’HHV-6), le foscarnet présente le meilleur potentiel. Des résistances de ’HHV-6 au
GCV (Isegawa et al., 2009 ; Manichanh et al., 2001, Safronetz et al., 2003), au foscarnet
(Bonnafous et al., 2007) ou au CDV (Bonnafous et al., 2008) ont été décrites. Ces résistances
sont caractérisées par des mutations des génes U38 et/ou U69, codant respectivement pour la
phosphotransférase virale et I’ADN polymérase virale.

De Clerq et Naesens ont testé une série d’analogues nucléosidiques, nucléotidiques et non
nucléosidiques dans une étude récente (2006). Certaines prodrogues du CDV (analogues
nucléotidiques) semblent présenter un intérét mais le candidat le plus prometteur est un analogue
non nucléosidique: le CMV423 (2-chloro-3-pyridin-3yl-5,6,7,8-tetrahydroindolizine-1-
carboxamide), qui montre également une activité anti-HCMV efficace (Snoeck et De Clercq,
2002). Une série de dérivés arylsulfoniques a également été testée pour son activité anti-p-
herpésvirus. Deux composés se sont révélés intéressants bien que leurs modes d’action restent
encore inconnus (Naesens et al., 2006).

Yao et al. (2009) ont également montré in vitro Pactivité anti-HHV-6 de deux autres
molécules sur des PBMCs infectés : la (r)-9[4-Hydroxy-2-(hydroxymethyl)butyl]guanine (H2G)
et le 3-azido-3-déoxythimidylyl-(5°-2-0)-3-0-octadécyl-sn-glycerol. Ce dernier résulte d’une
liaison entre la zidovudine et le foscarnet via un résidu lipophile octadécylglycérol.

Le maribavir, une molécule prometteuse dans le traitement antiviral du HCMV car
capable d’inhiber sa protéine kinase, s’est montré inactif contre ’HHV-6 (Williams et al., 2003,
De Clerq et Naesens, 2006).
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Partie 2 : Le syndrome d’hypersensibilité

meédicamenteuse

I. Historique

Le syndrome d’hypersensibilit¢ médicamenteuse également appelé DRESS (Drug Rash
with Eosinophilia and Systemic Symptoms), DIHS (Drug Induced Hypersensitivity Syndrome)
ou encore « anticonvulsant hypersensitivity syndrome », est une pathologie de caractérisation
récente, qui survient en réaction a une prise médicamenteuse, et se manifeste par divers
symptomes.

Initialement mentionnée par Chaiken et al. (1950), qui traitérent un cas d’hépatite avec
jaunisse suite a une prise de phénytoine, cette pathologie fut ensuite décrite plus tard par Haruda
et al. (1979) qui décrivirent alors des éruptions cutanées suivies de fiévre, pharyngite,
lymphadénopatie, éosinophilie, et hépatite, suite & une prise de phénytoine. Un certain délai fut
observé entre la prise médicamenteuse et le déclenchement des symptomes.

D’autres cas mentionnant une symptomatologie identique furent publiés, notamment des
DRESS en réaction a une prise de phénobarbital ou carbamazépine (Shear et Spielberg, 1988 ;
McGeachy et Bloomer, 1953 ; Pellock, 1987). En 1996, le cas clinique d’un enfant de 7 ans fut
publié dans le journal « New England Journal of Medicine ». La présence de lymphocytes
atypiques fut découverte dans son sang aprés qu’il eut pris de la carbamazépine et de la
phénytoine suite a des convulsions (Gorlin et Ferry, 1996).

Dans une étude rétrospective, Callot et al. (1996) distinguent le syndrome
d’hypersensibilité et le pseudolymphome induit par une drogue comme deux entités différentes,
en observant que le pseudolymphome cutané n’entraine pas de symptdomes systémiques ou
d’atteinte viscérale, par rapport au syndrome d’hypersensibilité qui provoque fréquemment de la
fievre et des anomalies biologiques telles qu’une lymphocytose, une éosinophilie ou la présence
de lymphocytes atypiques. Le syndrome d'hypersensibilité, comportant une histologie voisine de

celle du mycosis fongoide (lymphome cutané), associé a la présence de lymphocytes circulants
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atypiques, était consideré jusqu'a recemment comme un pseudolymphome médicamenteux. Le
syndrome d'hypersensibilité médicamenteuse et le pseudolymphome médicamenteux ne doivent
cependant pas étre confondus. La clinique, I'évolution et surtout le pronostic des deux affections
sont trés différents.

Le terme Drug Rash with Eosinophilia and Systemic Symptoms (DRESS) fut proposé en
1996 par Bocquet et al. pour désigner ce syndrome. Wong et Shear (2004) ont défini le syndrome
d’hypersensibilit¢é médicamenteuse comme 1’association de fievre, éruption cutanée et atteinte
viscérale en réaction a une prise médicamenteuse. L’acronyme Drug-Induced Hypersensitivity
Syndrom (DIHS) est également utilisé actuellement dans la littérature pour désigner cette
pathologie (Shiohara et Kano, 2007). Le terme Anticonvulsant Hypersensitivity Syndrome (AHS)
est aussi parfois utilisé bien que les molécules anticonvulsivantes ne soient pas les seules
incriminées dans cette pathologie.

Le terme de «syndrome d'hypersensibilit¢ médicamenteuse» se référe donc aujourd’hui a
une réaction spécifique et grave a une prise meédicamenteuse. Cette réaction est imprévisible et
potentiellement mortelle. Ce syndrome est caractérisé par une éruption cutanée généralisée, un
état fébrile, des polyadénopathies et une atteinte uni- ou multiviscérale (hépatique, rénale,
pulmonaire, cardiaque). Une hyperéosinophilie, des lymphocytes circulants atypiques, une
cytolyse hépatique et une cholestase ainsi qu'une protéinurie sont le plus souvent rencontrés. Les
atteintes systémiques graves sont responsables d'une mortalité de 10 a 20%. L’incidence précise
du DRESS reste a étre déterminée mais elle semble comprise entre 1,2 et 6 cas par million de
personnes et par an (Shiohara et Kano, 2007), sans prédilection d’age ou de sexe. Les patients

immunodéficients sont cependant suspectés étre plus susceptibles de faire cette pathologie.

I1. Manifestations cliniques

11.1. Symptomatologie
Un DRESS apparait typiquement entre trois semaines et trois mois apres le début de la
prise médicamenteuse. La fievre et les éruptions cutanées sont les symptémes les plus

fréquemment retrouvés, la fievre pouvant généralement précéder 1’éruption cutanée de quelques
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jours, et pouvant atteindre 38 a 40°C. Des adénopathies multiples, parfois volumineuses, imitent
un syndrome mononucléosique. Le pic de fiévre persiste souvent voire empire malgré 1’arrét de la
prise médicamenteuse, ce qui pourrait suggérer une infection sous-jacente. L’éruption cutanée est
relativement peu spécifique car variable d'un patient a l'autre. Il s’agit d’un exanthéme infiltré
évoluant vers la desquamation avec ou sans eruption pustuleuse. La sévérité de la maladie est liée
a latteinte viscérale (hépatique, rénale, pulmonaire, pancréatique, encéphalique), ou a
I’apparition d’une hémophagocytose. Une défaillance multi-viscérale peut survenir, engageant
alors le pronostic vital. La face, le tronc et les membres sont initialement affectés (Vittorio et
Muglia, 1995). Un cedeme facial accompagne souvent ces symptdmes. L’éruption cutanée peut
alors se généraliser en dermatite exfoliative (figure 8). L'éruption ne guérit que trés lentement, et
peut durer plusieurs semaines, voire plusieurs mois : elle est caractérisée par une tendance a la

récidive.

Figure 8 : Exemple de patient atteint de DRESS, erythrodermie desquamative sur la face et le

tronc, 3 jours apres arrét de la prise médicamenteuse (d’apres Shiohara et al., 2006)

L'atteinte viscérale n'est pas corrélée a la sévérité de Il'atteinte cutanée. Le foie, le rein et le
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systeme hématopoiétique sont les plus fréquemment touchés. Un important syndrome
inflammatoire peut également étre présent. L'atteinte hépatique comporte une cytolyse et une
cholestase pouvant entrainer une insuffisance hépatique. Les anomalies hématologiques
comprennent une éosinophilie dans la plupart des cas, une lymphocytose avec lymphocytes
atypiques, parfois la présence transitoire d'un clone T circulant (Bocquet et al., 1995) et une
monocytose (figure 9). Des colites, pancréatites, méningites, parotidites, orchites et thyroidites
ont également été observées (Knowles et al., 1999; Sekine, et al, 2001).

Ig
Prise médicamenteuse > 3 Cellules B
semaines Cellules NK

| | ' N Fievre

l—‘ ! | Lymphadénopatie
| | Hépatite
Eosinophilie

Figure 9 : Progression clinique d’un DRESS, représentation schématique d’un cas typique
(d’apres Shiohara et al., 2006)

Ces manifestations cliniques et biologiques peuvent persister et empirer apres I’arrét de la
prise médicamenteuse. La progression de la pathologie est variable selon les patients et il n’est
pas rare de voir apparaitre des pics symptématiques avant la guérison complete. La réexposition
a la drogue incriminée entrainera une rechute.

Le nombre de drogues associées au DRESS est limité, bien que le syndrome soit identique
pour chacune de ces drogues. Les molécules les plus fréquemment incriminées sont
principalement des anticonvulsivants (carbamazépine, phénobarbital, valproate de sodium,
lamotrigine) mais également des molécules d’autres classes thérapeutiques, telles 1’amoxicilline

ou I’allopurinol (tableau 2).

Anticonvulsivants
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Carbamazépine, phénytoine, valproate de sodium, phénobarbital, lamotrigine

Anti-inflammatoires non-stéroidiens

Sulfasalazine, naproxene, phénylbutazone

Antibiotiques

Minocycline, amoxicilline, dapsone, métronidazole

Antidépresseurs

Desipramine, fluoxétine

Antithyroidien de synthése

Benzylthio-uracile

Inhibiteurs de I'enzyme de conversion

Captopril, enalapril

Divers

Allopurinol, sels d'or, azathioprine, abacavir, ranélate de strontium

Tableau 2 : Drogues incriminées dans les DRESS (liste non exhaustive)

Une baisse importante des taux sanguins d’IgG, IgM et IgA est typiquement observée lors
du déclenchement des symptdmes. Une hypogammaglobulinémie est fréquente, notamment au
cours des traitements antiépileptiques. Cette hypogammaglobulinémie se corrige a I’arrét du
traitement (Kano et al., 2006b ; Boccara et al., 2006). Le niveau d’IgG en particulier continue de
diminuer pendant au moins une semaine apres 1’arrét de I’exposition du patient a la molécule
responsable de la réaction, et cette baisse du taux d’IgG est suivie de bréves ré-augmentations

(Kano et al., 2004).

11.2. Diagnostic

De facon générale, les descriptions de DRESS rapportées dans la littérature indiquent que
la maladie atteint un point critique en deux semaines environ, avant une amélioration de I’état de
santé. Cependant des données récentes suggeérent que dans certains cas la pathologie peut se

prolonger dans le temps, avec des consequences importantes a court ou moyen terme. Dans la
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plupart de ces cas particuliers, le développement de la maladie est asymptomatique pendant
plusieurs mois ou années, avant I’émergence de fiévre et éruption cutanée, suivie d’atteintes
viscérales variables malgré 1’arrét de prise médicamenteuse, la guérison d’un des organes internes
pouvant alors étre directement suivie par I’atteinte d’un autre (Shiohara et al., 2006). Les
facteurs de risque associés au développement d’une maladie prolongée aprés un épisode critique
de DRESS sont méconnus. Aucun lien n’a été mis en évidence entre la sévérité de 1’épisode
critique et la prolongation ultérieure de la maladie ou non.

Jusqu’a récemment, il n’y avait pas de critéres permettant d’établir le diagnostic du
DRESS. Un groupe japonais a proposé une série de critéres permettant de poser le diagnostic de
ce syndrome. Le diagnostic est retenu devant 1’observation d’au moins cinq critéres clinico-
biologiques. Les six critéres décrits, associés a la réactivation de ’HHV-6, dont I’importance est
développée ultérieurement, posent le diagnostic du DRESS typique (tableau 3). Ce protocole de
diagnostic a trouvé un bon accueil au Japon, notamment parmi les dermatologistes pour qui le

diagnostic du DRESS s’est trouvé facilité.

Liste des critéres diagnostiques associés au DRESS/DIHS
1 Rash maculopapuleux, développé plus de 3 semaines aprés début de prise
' d'un médicament a risque
2. Evolution prolongée > 2 semaines apres l'arrét du médicament
3. Lymphadénopathies
4, Fiévre (> 38°C)
Anomalies leucocytaires (>11000x10°%/L)
5. Lymphocytes atypiques >5 %
Eosinophilie (> 1500x10°/L)
6. Anomalies hépatiques (ALAT>100 UI/L)
7. Réactivation de I'HHV-6

Tableau 3 : Critéres diagnostiques pour les DRESS (d’aprés Shiohara et al., 2007), 7 critéres :
DRESS typique, 5 critéres : DRESS atypique.
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I11. Implication virale

Une étroite similarité entre les symptomatologies du DRESS et de la mononucléose
infectieuse a longtemps suggére une implication virale dans ce syndrome. De plus, la particularité
du DRESS est le délai observé entre 1’exposition a la drogue incriminée et la dégradation de 1’état
de santé, ainsi que 1’apparition possible de pics symptomatologiques malgré 1’arrét de la prise du
médicament. Ces données ne permettent pas de conclure a une étiologie liée a la drogue, et
suggerent une possible implication virale.

En 1993, le cas clinique d’un syndrome ressemblant a une mononucléose infectieuse et
accompagné d’une primo-infection par ’THHV-6 fut publié (Akashi et al., 1993). Des anticorps
anti-HHV-6 et de ’ADN viral ont été trouvés dans le sérum du patient 10 et 13 jours aprés
I’émergence de la maladie. Le premier cas de DRESS associé a une infection par ’HHV-6 a été
décrit en 1997 (Descamps et al., 1997). Ce patient était atteint d’une éruption cutanée faciale, de
fievre, d’une lymphadénopathie, d’une €osinophilie, de la présence de lymphocytes atypiques et
d’une atteinte hépatique. Une infection active de ’HHV-6 a été observeée et la recherche d’autres
virus (EBV, VIH...) s’est révélée négative.

De nombreuses études ont depuis €té publiées et il a alors été mis en évidence une
réactivation de ’HHV-6, généralement entre deux et trois semaines apres le début du rash cutané,
en détectant la présence d’IgG anti-HHV-6 ou d’ADN viral dans le sang (Suzuki et al., 1998 ;
Tohyama et al., 1998). La réactivation de ’THHV-6 semble survenir uniquement dans les cas de
DRESS, et pas dans les autres types de maladie apparaissant en réaction a une drogue.
L’observation de ce phénomene est donc devenu un critére de choix dans I’établissement du
diagnostic de ce syndrome au Japon, en Asie et en Europe.

De récentes études ont également montré une réactivation de I’EBV, de ’THHV-7 ou du
HCMV dans des cas cliniques de DRESS (Descamps et al., 2003b ; Suzuki et al., 1998 ; Aihara
et al., 2001), mais beaucoup moins fréquemment que pour I’'HHV-6. Par ailleurs, ces herpésvirus
semblent réactiver de fagon séquentielle au cours de la maladie comme cela a été montré pour des
cas de maladie de réaction du greffon contre 1’hote (Graft Versus Host Disease ou GVHD) (Kano
et Shiohara, 2004 ; Kano et al., 2006a ; Maeda et al., 2000), pathologie présentant de grandes

similitudes avec le DRESS dans sa symptomatologie (figure 10).
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Figure 10 : Réactivations séquentielles de plusieurs herpésvirus durant la progression du DRESS
(hypothese) (d’apreés Shiohara et Kano, 2007)

IV. Réle de THHV-6

L’observation, désormais quasi-systématique, d’une réactivation de ’'HHV-6 dans les cas
de DRESS pose la question du rbéle de ce virus dans cette maladie. L’HHV-6 réactive
géneralement lors de déregulation ou de déficience immunitaires, bien que des cas de réactivation
chez des patients immunocompétents aient été décrits (Desachy et al, 2001; Razonable et al,
2002). Une question intéressante est celle de savoir si la réactivation de ’'HHV-6 joue un role
causal dans I’apparition des symptomes cliniques et biologiques, ou si elle est une conséquence
seulement de la réaction immunitaire. L’ordre exact des événements lors du DRESS reste encore

inconnu et plusieurs éléments argumentent en faveur de 1’'une ou 'autre des deux hypothéeses
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sus-citees (figure 11).

Des travaux ont montré que des PBMCs issus de patients atteint de DRESS peuvent étre
stimulés par une exposition a la drogue incriminée (Houwerzijl, et al, 1977; Sullivan et Shear,
2001). Par ailleurs, des expansions clonales de lymphocytes T ont été décrites dans quelques cas
cliniques (Cordel, et al, 2004), et un nombre accru de cellules T CD4" et CD8" a alors été
observé, ce qui tend a définir le DRESS comme une maladie médiée par I’immunité (Hashizume
et al., 2002).

Une décroissance importante des cellules B et cellules NK a été mise en évidence lors de
DRESS (Inaoka, 2005), suggérant ainsi une déficience du systéme immunitaire pouvant expliquer
la réactivation de virus latents lors de cas de DRESS.

D’un autre coté, la détection de ’ADN de ’HHV-6 dans des échantillons de sérums a
permis d’observer que la virémie devient détectable et augmente de facon concomitante a
I’apparition du rash cutané (Descamps et al., 2003a). Elle précéde D’atteinte viscérale,
I’éosinophilie et I’augmentation des IgG anti-HHV-6. La virémie peut cependant rapidement
retomber pour parfois redevenir indétectable apres quelques jours, ce qui expliquerait que la
réactivation de ’HHV-6 ne soit pas toujours diagnostiquée dans certains cas de DRESS. Le fait
cependant que la charge virale précede les symptomes biologiques suggere un role de ’'HHV-6
dans leur élaboration.

Le mécanisme par lequel ’'HHV-6 réactive au cours du DRESS est inconnu. Plusieurs
facteurs peuvent étre supposés, tels qu'une interaction avec la drogue, une réponse immunitaire
anti-drogue, la génération de cytokines, une prédisposition génétique ou encore une
hypoglobulinémie transitoire permettant la réactivation de I'HHV-6 en tant que virus
opportuniste (Wong et Shear, 2004).

Un travail rétrospectif japonais mené sur 100 cas de DRESS a montré une association
entre la reactivation de ’HHV-6, les poussees évolutives et la sévérité des signes cliniques
(Tohyama et al., 2007).
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Figure 11 : Scénarii possibles lors du DRESS : réactivation de ’HHV-6 en tant que conséquence
d’une réaction immunitaire (A) ou en tant qu’événement responsable des symptdmes systémiques

(B) (Descamps et al., 2008).
V. Traitement
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La reconnaissance du syndrome le plus tét possible est une étape importante dans le
traitement, et joue un role essentiel dans I’amélioration de 1’état clinique du patient, car de
nombreux cliniciens ne sont pas familiarisés avec le DRESS. Un traitement empirique avec des
antibiotiques ou des drogues anti-inflammatoires non stéroidiennes ne doit pas étre appliqué
durant la phase aigué de la maladie, car cela peut aggraver 1’état clinique. Le principal élément
d’un traitement adéquat est 1’application de corticostéroides.

Une résolution rapide des rashs cutanés et de la fievre se manifeste généralement quelques
jours apres 1’administration de prednisolone. Ce traitement n’a cependant pas ét¢ formellement
étudié au sein d’essais cliniques, mais une telle étude serait difficile a mettre en ceuvre, compte-
tenu du caractére potentiellement mortel de cette maladie.

L’administration de corticoides doit étre appliquée de fagon séquentielle durant six a huit
semaines, afin d’empécher la réapparition de divers symptomes de ce syndrome. Si 1’état des
symptomes se détériore malgré 1’administration de corticostéroides, il est possible de traiter le
patient avec des immunoglobulines intraveineuses, d’appliquer une plasmaphérese, ou d’utiliser
une combinaison de ces deux traitements. Cependant ces thérapies immunosuppressives peuvent
augmenter le risque de complications infectieuses et de sepsis.

Un suivi important des fonctions hépatiques et rénales doit étre fourni tout au long des
manifestations cliniques, et des tests appropriés doivent étre effectués afin de vérifier I’atteinte ou

non d’organes tels les poumons et le ceeur.
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Partie 3 : Le lymphome de Hodgkin

. Généralités

Le lymphome de Hodgkin (LH) est une prolifération maligne caractérisée par une
infiltration ganglionnaire de grandes cellules appelées cellules de Reed-Sternberg (RS) présentes
au sein d’un tissu réactionnel, d’architecture caractéristique. La maladie de Hodgkin associe une
disparition de 1’architecture ganglionnaire normale du ganglion lymphatique et la présence de
cellules malignes de Reed-Sternberg peu nombreuses au milieu de cellules inflammatoires.

La cellule de Reed-Sternberg caractéristique du lymphome de Hodgkin a été décrite par
Carl Sternberg en 1898 et Dorothy Reed en 1902 (Sternberg, 1898, 1902), d’ou leur nom de
cellules de Sternberg ou de Reed-Sternberg. Thomas Hodgkin avait initié en 1832 la premiére
description macroscopique de la maladie qui porte désormais son nom (augmentation de volume
indolore des ganglions et de la rate) (Hodgkin, 1832). La cellule de Reed-Sternberg est de tres
grande taille (50 um) caractérisée par un noyau volumineux, irrégulier souvent bi- ou polylobé,
une chromatine fine irréguliere dispersée avec des plages claires et la présence d’un nucléole
souvent unique mais volumineux (Weiss et al., 1999), donnant un aspect en « masque de
carnaval» ou « oeil de hibou » (figure 12). Le cytoplasme est assez étendu. Il existe une variante
de la cellule de Reed-Sternberg : la cellule de Hodgkin. La cellule de Hodgkin est similaire a la
cellule de Reed-Sternberg (immunophénotype identique), mais elle est de grande taille a noyau
unique non segmenté. La cellule de Reed-Sternberg est une cellule maligne spécifique de la
maladie de Hodgkin.

Les cellules de Hodgkin et/ou de Reed-Sternberg représentent seulement une petite
proportion (de 1 a 3%) de la population cellulaire du ganglion dans le LH. La caractéristique du
LH est, par conséquent, un petit nombre de cellules typiques de Reed-Sternberg parmi un infiltrat
cellulaire mixte. Cet infiltrat cellulaire est principalement composé de lymphocytes T, B, de
plasmocytes, d'histiocytes, d'éosinophiles et de neutrophiles mixtes (Hansmann et al., 1999 ;
Weiss et al., 1999).
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Figure 12 : Coupe histologique de ganglion lymphatique d’un patient atteint de LH (A) (x500),
présence de cellule de Reed-Sternberg (B) (x1000) (http://www.Imp.ualberta.ca,
http://webpathology.com)

Il existe 4 sous-types différents de la forme classique du lymphome de Hodgkin,
déterminés par 1’examen histologique de la biopsie et portant des numéros selon la classification
de I’organisation REAL (revised european american lymphoma), et de I’OMS (organisation

mondiale pour la santé) (tableau 4).
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La forme riche en lymphocytes (ou type 1) montre une prédominance de petits
lymphocytes B et la présence de cellules RS dans l'infiltrat cellulaire (Anagnostopoulos et
Stein, 2000). Elle représente environ 5% des cas de LH.

La forme scléro-nodulaire (ou type 2) correspond a environ 60 a 70% des cas. Elle est
donc la plus fréquente et est caractérisée par des zones de nodules séparéees par des bandes
sclérotiques.

La forme a cellularité mixte (ou type 3) regroupe environ 20 a 30 % des cas, ne présente

pas de sclérose et montre une distribution cellulaire plus diffuse.

Dans ces deux derniers cas, l'infiltrat lymphocytaire est composé principalement de lymphocytes T.

La forme avec déplétion lymphocytaire ou riche en cellules tumorales (ou type 4) est
assez rare et ne représente pas plus de 5% des cas. Elle présente un tissu trés riche en
cellules RS, et est caractérisée par une distribution diffuse des cellules avec une petite
infiltration par des lymphocytes et présente des zones sclérosées et nécrotiques (Harris et

al., 2000). Un tissu fibreux contenant peu de cellules RS peut également étre observé.

. . Présentations cliniques
Types histologiques % . .

frequentes

L Predomm_ance 5% Enfant, adolescent, début cervical haut

lymphocytaire

2. Scléro-nodulaire 60-70 % Adolescent, gd_ulte_ Jeune, atteinte
médiastinale

3. Cellularité mixte 20-30 % Adulte, debut_ cer\_/lcal, axillaire ou

inguinal
4. Déplétion lymphocytaire 5% Adulte, début inguinal

Tableau 4 : Lymphome de Hodgkin : types histologiques et populations principalement atteintes.

Par opposition a la forme classique du LH, il existe une autre forme dite nodulaire dans laguelle

les cellules tumorales sont appelées cellules lymphocytiques et histiocytiques (L&H). Ces

cellules ne sont pas aussi grosses que les cellules RS trouvées dans les LH classiques (Weiss et

al., 1999). L'aspect général et surtout le phénotype particulier de ce sous-type conduisent a

séparer cette affection du lymphome de Hodgkin classique et a en faire une catégorie a part

entiére. En effet les cellules HRS sont généralement CD30+, CD15+ et CD20-, alors que les
cellules L&H sont CD30+, CD15- et CD20+, le CD20 étant un marqueur des lymphocytes B. Le
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lymphome nodulaire est surtout fréquent chez les personnes agees, et évolue moins rapidement

que le LH classique.

I1. Epidémiologie

L’incidence de la maladie varie suivant les pays : elle est faible en Asie, ¢levée en Italie et
aux Etats-Unis. Le taux d’incidence en France est de 15-30 nouveaux cas/an/10° habitants (0,5%
de I’ensemble des cancers). Le sexe ratio homme/femme est de 1,3 en Europe, mais peut
atteindre la valeur de 2 au niveau mondial. La maladie de Hodgkin s’observe a tout age apres 2
ans mais touche surtout les adultes. Il existe en Europe deux pics de fréquence : un pic
d’incidence dans la troisieme décennie, le second aprés 50 ans. L’incidence du LH chez les
enfants est faible dans les pays développés, mais est plus importante dans les pays en voie de
développement et comporte dés lors une large prédominance masculine (4/1).

Bien que le LH ne soit pas un cancer classant SIDA, les patients positifs pour le VIH
présentent un risque accru de développer cette pathologie, évalué 5 a 15 fois supérieur par rapport
a la population saine. Dans ce cas de figure, les patients présentent le plus souvent un sous-type a
cellularité mixte, et des stades avancés sont diagnostiqués chez plus de 80% de ceux-ci.

L’incidence du LH est stable dans le temps, information qui est en opposition avec
I’incidence croissante des lymphomes non hodgkiniens. L’amélioration du niveau de vie dans les
pays peu industrialisés s’est accompagnée d’une diminution de la proportion des enfants atteints
de LH, et I’observation d’une plus grande fréquence chez les adultes jeunes.

La cause du LH reste inconnue. Quelques cas familiaux évoquent la possibilit¢ d’un
facteur genétique favorisant le LH. Il existerait une liaison a certains groupes HLA (Human
Leucocyte Antigen) (Huang et al., 2010 ; Hjalgrim et al., 2010). Une infection virale pourrait
constituer une étape de la transformation maligne : la présence du génome de ’EBV est par
exemple observée dans la cellule RS dans 20 a 50% des cas.

Il existe une augmentation de la fréquence de la maladie de Hodgkin aprés transplantation
d’organes ou greffe de cellules souches héematopoiétiques (Nalesnik et al., 1993; Rowlings et al.,
1999).
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I11. Manisfestations cliniques

I11.1. Symptomatologie

Le principal signe de la maladie est généralement la présence d’adénopathies malignes :
des ganglions fermes, indolores, non inflammatoires et de volume variable pouvant se trouver sur
tous les territoires ganglionnaires. Il peut parfois s’agir d’un ganglion cervical ou thoracique isolé
chez un adulte jeune.

Des manifestations viscérales peuvent également apparaitre (pneumopathie, gastrite,
atteinte hépatique, pleurésie, douleurs rachidiennes) et s’accompagnent fréquemment de
symptdmes systémiques : amaigrissement, fievre prolongée avec sueurs nocturnes, fatigue, prurit,
perte de poids. Une telle altération de 1’état général témoigne généralement d’une maladie
disséminée.

En début de maladie, la localisation ganglionnaire est souvent cervicale ou sus-
claviculaire, voire parfois axillaire ou inguinale. La dissémination de la maladie se fait par voie
lymphatique ou par voie sanguine, résultant dans ce dernier cas d’une atteinte viscérale (figure
13).

Chaque sous-type du LH présente des caractéristiques cliniques qui lui sont propres
(Ekstrand et Horning, 2002).

- Le sous-type scléro-nodulaire, qui est le plus fréquemment observé, atteint surtout les
adolescents et les adultes jeunes, avec une maladie généralement localisée au niveau
cervical bas, sus-claviculaire et médiastinal.

- Le sous-type a cellularité mixte atteint quant a lui préférentiellement les enfants et les
personnes agées, et est généralement associé a une forme avancée de la maladie et un
pronostic pessimiste.

- La forme a déplétion lymphocytaire est aujourd’hui généralement associée a la présence
du VIH. Elle se manifeste également surtout chez les personnes agées avec une maladie
disséminée et une absence de lymphadénopathies périphériques.

- Enfin, la forme a prédominance lymphocytaire constitue une entité clinico-pathologique a
part : elle semble affecter préférentiellement les individus de sexe masculin, au niveau

cervical, tout en épargnant la région médiastinale. Il s’agit alors généralement d’une
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maladie indolente avec des récidives tardives, souvent plus de 10 ans apres le traitement.
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Figure 13 : Répartition des zones de drainage lymphatiques (d’apres US Nationnal institute of Health).

Atteinte principalement des régions cervicale, sus-claviculaire et médiastinale dans le LH.

I11.2. Diagnostic

La persistance pendant plus de 3 semaines de ganglions augmentés de volume, sans
caractere inflammatoire, en dehors d’un épisode infectieux, entraine généralement une suspicion
de LH et une recherche de cellules RS au sein du ganglion, grace a la pratique d’une biopsie

chirurgicale ganglionnaire suivie d’un examen anatomo-pathologique. L’identification de cellules

RS, reste 1’¢lément essentiel menant au diagnostic du LH.
Un bilan d’extension de la maladie est ensuite réalisé, en effectuant divers examens .

- une numération sanguine, pouvant montrer une diminution des lymphocytes, une
éosinophilie ou une anémie,

- une analyse de la vitesse de sédimentation des cellules sanguines, pouvant dans ce cas étre
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accélérée,

une radiographie du thorax, ainsi qu’une échographie du thorax et de la partie supérieure de
I’abdomen permettant de préciser les Iésions thoraciques et détecter les atteintes
ganglionnaires médiastinales et pulmonaires invisibles sur la radiographie,

une scintigraphie abdominale, de la rate et du foie.

L’analyse des résultats permet alors de déterminer le degré d’extension de la maladie et de

situer le cas considéré dans un des quatre stades cliniques définis par la classification d’Ann-
Arbor.

Le stade I est caractérisé par 1’atteinte d’un seul groupe ganglionnaire, ou de deux territoires
ganglionnaires contigus du méme c6té du diaphragme.

Au stade Il, deux territoires ganglionnaires situés du méme c6té du diaphragme, mais non
contigus, sont atteints.

Le stade Ill présente une atteinte de deux groupes ganglionnaires sus- et sous-
diaphragmatiques.

Le stade IV se caractérise par une atteinte de certains organes viscéraux : foie, cceur,
poumon, tube digestif, moelle, 0s, ou systéme nerveux.

L’absence ou la présence de symptomes systémiques (amaigrissement, fievre, sueurs...)

sont notées (A) ou (B), respectivement, pour chacun des quatre stades.

Le taux de survie varie selon le stade d’avancement de la maladie, et un certain nombre

d’éléments clinico-biologiques est associé a une faible espérance de survie (tableaux 5 et 6).

Stade Taux de survie apres 5 ans

I 90% environ

1 90% environ

i 80% environ

AV 65% environ

Tableau 5 : Taux de survie associé au lymphome de Hodgkin en fonction du stade (American

Cancer Society, Cancer facts and figures, 2006)
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Facteurs associés a un pronostic défavorable

Stade IV de la maladie

Age supérieur a 45 ans

Sexe masculin

Nombre élevé de leucocytes (>15000/pl)

Nombre d’hématies bas (hémoglobine < 10,5mg/dl)

Nombre de lymphocytes bas (<600/ul)

Taux sanguin d'albumine bas (<4mg/dl)

Tableau 6 : Liste des facteurs associés a un pronostic défavorable pour le lymphome de Hodgkin

(American Cancer Society, Cancer facts and figure, 2006)

V. Biologie de la cellule de Reed-Sternberg

Les techniques de microdissection unicellulaire, combinées a ’analyse moléculaire du
réarrangement des genes des immunoglobulines, ont montré que les cellules RS étaient en réalité
des cellules B clonales (Kuppers et al., 1994; Kanzler et al., 1996; Braeuninger et al., 1997). En
effet, I’expression de certains antigenes spécifiques des lymphocytes B (CD20, CD79a) par les
cellules de Reed-Sternberg a été rapportée dans 30 a 60% des LH classiques (Watanabe et al.,
2000). De plus, la présence de réarrangements clonaux des genes des immunoglobulines a été
détectée dans la plupart des études génotypiques réalisées aprés microdissection. Ces études
montrent en outre la présence d’un taux €élevé de mutations somatiques des régions variables des
génes des immunoglobulines. Toutefois, ces réarrangements n’aboutissent pas a une synthese des
chaines légeres et des chaines lourdes d’immunoglobulines.

Dans la majorité des cas, cette absence de syntheése résulte d’un défaut de la machinerie
transcriptionnelle (absence d’expression du facteur de transcription Oct-2 et du cofacteur Bob-
1/0bf-1 dans les cellules RS) (Re et al., 2001). Cependant, dans 25% des cas environ, 1’absence
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d’expression des genes des immunoglobulines est due a I’existence de mutations somatiques non
fonctionnelles dans les chaines lourdes (Kanzler et al., 1996). Ces observations indiquent que la
cellule de Reed-Sternberg dériverait d’un lymphocyte B du centre germinatif anormalement
rescapé de I’apoptose. L’infection par ’EBV pourrait intervenir dans la survie anormale de ces

cellules en I’absence des signaux fournis par la reconnaissance de I’antigeéne.

1V.1. Maturation des cellules B normales

Lorsque des cellules B sont activées par la fixation de leur récepeur (BCR) a un antigéne
et la co-stimulation par I’antigéne spécifique des cellules T helper, elles migrent vers les organes
lymphoides secondaires tels que les ganglions lymphatiques, la rate ou les plaques de Peyer, afin
de proliférer, ce qui permet la formation de centres germinaux. Ces centres germinaux hébergent
également des cellules T helper (ou lymphocytes T auxiliaires), des macrophages et différents
types de cellules dendritiques.

L’expansion clonale des cellules B s’accompagne d’un phénomeéne d’hypermutation
somatique, générant des mutations ponctuelles, des délétions ou des insertions avec une
fréquence élevée, particulierement au niveau de la région V des chaines lourdes et légéres des
immunoglobulines (lg), ce qui entraine un nombre accru de variants du BCR original (Kuppers et
al., 1993). La plupart de ces mutations sont généralement désavantageuses pour la cellule
(apparition d’un codon stop prématuré, perte du cadre de lecture original...) qui entre alors en
apoptose, avant d’étre éliminée par les macrophages (Rajewsky, 1996). Les cellules B ayant
acquis des mutations permettant une affinité accrue pour 1’antigéne reconnu seront quant a elles
sélectionnées positivement grace a leur interaction avec les cellules dendritiques folliculaires et
les cellules T helper présentatrices de I’antigene spécifique. Ces cellules présentent une activité
prolifératrice et n’entrent pas en apoptose. Apres plusieurs cycles de prolifération, mutation et
sélection, ces cellules B vont finalement se différencier en cellules B mémoire ou en plasmocytes
(Allen et al., 2007).

IVV.2. Origine des cellules de Reed-Sternberg
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Les cellules HRS présentent un immunophénotype différent de toute autre cellule du

systeme hématopoiétique, avec la co-expression de marqueurs de différents types cellulaires. Ces

cellules présentent cependant quasi-systématiquement des réarrangements et des mutations

somatiques au niveau de la région V du gene des Ig (Kanzler et al., 1996). Dans environ 25% des

cas, les cellules RS présentent des mutations somatiques a 1’origine de la synthése d’Ig non-

fonctionnelles, qui auraient di causer I’apoptose de ces cellules dans le centre germinal, ce qui

suggere que les cellules RS dérivent donc de cellules germinales B anormales et pré-apoptotiques

dans les cas pré-cités (Kuppers et Rajewsky, 1998) (figure 14).

Bien que des réarrangements du géne Ig V aient également été détectés dans des cellules

tumorales T ou myéloides, plusieurs arguments montrent que les cellules RS dérivent du lignage

B en général :

Des réarrangements complets des chaines lourdes et Iégeres des Ig sont retrouvés uniquement
dans les cellules B.

Les mutations somatiques ne s’effectuent que dans les cellules B activées, et les mutations
somatiques retrouvees dans les genes Ig V des cellules RS ont été sélectionnées pour leur
fonctionnalité, ce qui ne peut arriver que lorsque le BCR est exprimé par la cellule (Klein et
al., 1998).

Les lignées cellulaires dérivées de cellules RS et les cellules primaires HRS présentent un
changement de classe d’Ig, ce qui est un phénomene qui ne peut s’effectuer que dans les
cellules B activées (Irsch et al., 2001 ; Martin-Subero et al., 2006a).

Les lymphomes « composites », consistant en un LH et un lymphome a cellule B matures,
sont fréqguemment liés de maniere clonale, et présentent des mutations somatiques du géne Ig
V communes en plus de mutations distinctes, ce qui démontre que les deux lymphomes
dérivent d’un précurseur commun : un centre germinal B mature (Brduninger et al., 1999 ;
Marafioti et al., 1999).

De rares cas ont montré I’existence de cellules RS exprimant des marqueurs des cellules

T, avec pour certains un réarrangement du gene du récepteur des cellules T, et 1’absence de

réarrangement au sein des genes des Ig (Seitz et al., 2000 ; Tzankov et al., 2005). Il apparait donc

possible, bien que rare, que des LH soient issus de cellules T.
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IV.3. Dérégulation de I’expression de facteurs de transcription dans les cellules

de Reed-Sternberg

Contrairement aux cellules de leucémies et lymphomes B, les cellules tumorales du LH ne
conservent pas les principaux éléments phénotypiques et fonctionnels des cellules B (Schwering
et al., 2003). En effet, les cellules RS ne présentent que les caractéristiques associées aux
fonctions de présentation et interaction avec les cellules T helper, telles que I’expression du
CD40 ou du CD80 (Carbone et al., 1995 ; Van Gool et al., 1997).

De plus, les cellules RS expriment souvent les marqueurs d’autres lignées
hématopoiétiques, tels que les marqueurs des cellules T (CD3 et CD4), de cellules dendritiques
(fascine, CCL17), ou myéloides (al-antitrypsine) (Takahashi et al., 1995).

Plusieurs facteurs de transcription activant I’expression de geénes des cellules B ne sont
pas exprimeés dans les cellules RS : Oct-2, Bob-1 et PU.1 (Stein et al., 2001 ; Torlakovic et al.,
2001). Par ailleurs, de nombreux genes des cellules B sont inactivés par des mécanismes
épigénétiques, tels que la méthylation de I’ADN (Ushmorov et al., 2006).

Le facteur de transcription EBF1, responsable en grande partie de la reprogrammation
génétique des cellules B, est largement sous-exprimé dans les cellules RS.

Le gene E2A (ou TCF3) codant pour les facteurs de transcription E12 et E47, est toujours
exprimé dans les cellules RS mais ses fonctions sont fortement réprimées grace a la surexpression
de deux de ses inhibiteurs : ABF1 et 1d2 (Mathas et al., 2006 ; Renné et al., 2006). 1d2 permet
notamment de stimuler le développement de cellules dendritiques et de cellules natural Killer
(NK), et réprime le développement des cellules B (Hacker et al., 2003 ; Yokota et al., 1999).

PAXS est I’'un des principaux facteurs de transcription impliqués dans 1’engagement et la
maintenance de la reprogrammation génétique des cellules B. Bien qu’il soit exprimé dans les
cellules RS, la plupart de ses cibles directes sont sous-régulées (Foss et al., 1999). Sachant que
beaucoup de genes exprimés par les cellules B sont régulés par 1’action coordonnée de plusieurs
facteurs de transcription, il est possible que cette sous-régulation des cibles de PAX5 soit due a
I’absence ou la déficience fonctionnelle d’autres facteurs de transcription exprimés par la lignée
B.

Le facteur de transcription des cellules T Notchl est un régulateur négatif du programme

génetique des cellules B, et est fortement surexprime dans les cellules RS (Jundt et al., 2002).

62



Notchl est probablement activé par son ligand Jaggedl, qui est produit par I’environnement du
LH. De plus, les cellules RS sous-expriment un inhibiteur de Notchl : Deltex1. Outre I’inhibition
du développement des cellules B, Notchl induit notamment une sous-expression de E12, E47 et
EBF1, et active la transcription de ABFL1. Par ailleurs, Notchl est capable de fixer PAX5, et
pourrait donc en inhiber la fonction (Jundt et al., 2008).

Les cellules HRS expriment également certains facteurs de transcription ayant un réle
important dans le développement des cellules souches hématopoiétiques, et qui ne sont pas ou
sont rarement exprimeés dans les cellules B des centres germinaux : GATA?2, dont I’expression est
induite par Notchl, et BMI1, EZH2 ou encore RYBP qui sont des protéines du groupe polycomb,
c¢’est-a-dire des facteurs chromatiniens, connus pour maintenir réprimé 1’état transcriptionnel de
genes responsables du développement des cellules B (Schneider et al., 2004 ; Raaphorst et al.,
2000 ; Sanchez-Beato et al., 2004). L’acquisition de caractéristiques des cellules souches
hématopoiétiques ou d’un précurseur lymphoide commun pourrait expliquer 1’expression de
marqueurs de différentes lignées hématopoiétiques par les cellules RS (Hu et al., 1997).

LMP1 et LMP2A, qui sont des protéines produites par I’EBV, ont également été montrées
comme capables de contribuer a la sous-régulation du phénotype B dans les cellules RS positives

pour ce virus (figure 15).
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Figure 15 : Reprogrammation génétique des cellules de Reed-Sternberg (d’aprés Kuppers, 2009)

IVV.4. Mutations génétiques et dérégulations de voies de signalisation cellulaires

La capacite des cellules RS a « échapper » a I’apoptose est probablement un ¢lément clé
de la pathogenése du LH. Aussi de nombreux inhibiteurs et activateurs de I’apoptose ont été
étudiés afin de déterminer s’ils ont subi des modifications génétiques au sein des cellules RS. Peu
ou pas de mutations ont été observées au niveau de genes tels que TP53, FAS, FADD, BAD, Bcl-
2.

Cependant, les Iésions génétiques les plus fréquemment retrouvées dans les cellules RS
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impliquent deux voies de signalisation cellulaire : les voies Janus kinase (Jak)-Stat et NFxB qui
présentent une activité constitutive dans les cellules RS. Il est cependant probable que cela ne soit
pas uniquement di a des lésions génétiques, mais également a des évenements de stimulation

cellulaire paracrine et/ou autocrine.

De nombreux signaux cytokiniques utilisent des membres de la famille Jak, qui
phosphorylent les facteurs STAT afin de les activer. Les protéines STAT phosphorylées se
dimérisent et sont transloquées dans le noyau cellulaire ou elles agissent comme facteurs de
transcription. Les facteurs STAT3, STAT5A, STAT5B et STAT6 sont actives dans les cellules
RS (Scheeren et al., 2008 ; Kube et al., 2001 ; Skinnider et al., 2002) ; STAT6 semble étre activé
de fagon autocrine grace a 1’expression de I’interleukine 13 (IL-13) (Kapp et al., 1999),
I’expression et 1’activation de STATSA et STAT5B est augmentée par 1’activité NFxB (Hinz et
al., 2002). En outre, STAT5A et STAT5B ont été identifiés comme étant potentiellement
impliqués dans la reprogrammation des cellules RS. Dans des cellules B normales, la
surexpression de ces deux facteurs induit un phénotype proche des cellules RS, avec notamment
une surexpression de CD30 et une sous-expression de BCR (Scheeren et al., 2008).

De plus, il est fréiqguemment observé dans les cellules RS un gain génétique, c'est-a-dire
une augmentation du nombre de copies du gene dans le génome, au niveau de JAK2 (un membre
de la famille Jak) et des mutations somatiques au niveau de SOCS1, qui est un régulateur négatif
de la voie Jak-Stat (Joos et al., 2000 ; Weniger et al., 2006 ; Mottok et al., 2007).

Les éveénements cellulaires contribuant a 1’activation de la voie NFxB dans les cellules RS
impliquent vraisemblablement les membres de la famille des récepteurs au TNF (tumor necrosis
factor) (figure 16). CD30 et CD40 sont notamment exprimés dans les cellules HRS, ainsi que
TACI (ou TNFRSF13B), BCMA (ou TNFRSF17) et RANK (ou TNFRSF11A) (Carbone et al.,
1995; Chiu et al., 2007 ; Schwab et al., 1982). Le ligand du CD30 est exprimé par les
éosinophiles et les mastocytes environnant le lymphome (Molin et al., 2001 ; Pinto et al., 1996),
et le ligand du CD40 est exprimé par les cellules T qui peuvent également entrer en contact avec
les cellules RS (Carbone et al., 1995). Il est probable que RANK soit activé de maniere autocrine,
puisque I’expression de son ligand a été montrée dans des lignées cellulaires issues de LH

(Fiumara et al., 2001).
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Un gain génétique est également observe pour Rel, un membre de la famille des facteurs
de transcription de la voie NFxB, dans la moitié des cas de LH environ (Barth et al., 2003 ;
Martin-Subero et al., 2002), ainsi que pour BCL3, qui peut réguler positivement 1’activité NFkB,
bien que beaucoup plus rarement (Martin-Subero et al., 2006b). Enfin, des mutations somatiques
ont été observées au niveau des génes NFKBIA et NFKBIE, qui sont des inhibiteurs de la voie
NFkB (Jungnickel et al., 2000 ; Emmerich et al., 2003).

Il est également probable que le facteur Notchl soit impliqué dans [’activation

constitutive de NFxB (Cheng et al., 2001).
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Figure 16 : NFxB dans les cellules de Reed-Sternberg (d’apres Kuppers, 2009)
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En plus des voies NFxB et Jak-Stat, et des dérégulations transcriptomiques responsables
de la reprogrammation génétique des cellules RS, plusieurs autres voies de signalisation
cellulaires montrent des dérégulations ou activités constitutives dans les cellules RS, notamment
les voies PI3K-Akt, Erk et AP1.

Les voies PI3K et Erk pourraient étre activées par CD30, CD40 et RANK. L’une des
principales cibles de la voie PI3K est la kinase a sérine/thréonine AKT1, dont I’inhibition cause
I’apoptose dans des lignées cellulaires issues de cellules HRS (Dutton et al., 2005 ; Georgakis et
al., 2006). De méme, ERK1, ERK2 et ERKS5 sont des kinases a sérine/thréonine exprimées dans
les cellules RS, et I’inhibition de I’activité Erk a un effet anti-prolifératif sur des lignées
cellulaires RS (Zheng et al., 2003).

Les facteurs de transcription AP1 sont des hétérodimeres formés de membres des familles
Jun et Fos. Les cellules RS surexpriment JUN et JUNB et leur localisation nucléaire suggere
qu’ils sont actifs (Mathas et al., 2002). Par ailleurs, I’une des cibles de AP1 est le CD30, et
’activité AP1 entraine la prolifération des cellules RS (Watanabe et al., 2003).

V. Implication virale

V.1. Le virus d’Epstein et Barr

Le virus d’Epstein et Barr (EBV) est retrouvé dans les cellules RS d’environ 40% des LH
classiques dans les pays occidentaux, la plupart du temps dans des cas de formes a cellularité
mixte ou a déplétion lymphocytaire, et moins fréqguemment dans des cas de formes a
prédominance lymphocytaire ou scléro-nodulaire (Rezk et Weiss, 2007). L’EBV est plus
fréqguemment retrouvé chez les patients hodgkiniens agés de plus de 50 ans ou les enfants de
moins de 10 ans (Armstrong et al., 1998), et les patients ayant eu une mononucléose infectieuse
(dont est responsable ’EBV) ont un risque accru de développer un LH (Alexander et al., 2000).

Les cellules RS positives pour I’EBV expriment les protéines virales EBNAL (EBV nuclear
antigen 1), LMP1, LMP2A et LMP2B (latent membrane protein 1, 2A et 2B), et deux familles
d’ARN non-codants : BARTSs et EBERS, ce qui correspond a une latence de type I1.

La protéine LMP1 a été montrée comme possédant des propriétés oncogénes. Des souris
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transgéniques exprimant LMP1 développent des lymphomes B (Kulwichit et al., 1998). LMP1
s’agrége dans la membrane cellulaire et mime un récepteur actif au CD40, induisant ainsi une
activation constitutive de NFxB (Kilger et al., 1998). Par ailleurs, LMP1 active les voies AP1,
p38, PI3K, et Jak-Stat (Young et Murray, 2003).

LMP2A peut quant a lui se substituer a un BCR, car il possede dans sa structure un motif
permettant de délivrer un signal semblable a celui fourni par les domaines actifs du BCR (Alber
et al., 1993). Il a notamment été montré que LMP1 et LMP2A contribuent a la sous-régulation du
phenotype B dans les cellules HRS positives pour ’EBV (Portis et Longnecker, 2003; Vockerodt
et al., 2008).

Pour I’instant, 1'association entre lymphome de Hodgkin et EBV n’a pas de signification
clinique ou pronostique clairement établie. 1l existe en effet des résultats contradictoires.
Plusieurs études n’ont pas retrouvé d’impact pronostique du statut EBV sur la maladie (Enblad et
al., 1997; Axdorph et al., 1999). D’autres auteurs ont en revanche mis en évidence une meilleure
survie sans symptémes des formes positives pour ’EBV chez les sujets jeunes (mais sans
différence significative de survie globale) (Glavina-Durdov et al., 2001; Flavell et al., 2003).
Deux études ont montré que les formes positives pour ’EBV étaient associées a une survie

significativement moins bonne chez les sujets agés (Clarke et al., 2001; Stark et al., 2002).

V.2. L’herpesvirus humain de type 6

L’HHV-6 ayant initialement été isolé a partir de patients souffrant de désordres
lympholifératifs, le possible réle pathogénique de ce virus dans les maladies lymphoprolifératives
a depuis fait I’objet d’un intérét particulier (Salahuddin et al., 1986). Ce rdle fut notamment
suggeéré par sa capacité a transformer la lignée cellulaire NIH3T3 et des kératinocytes humains
RHEK-1 in vitro (Razzaque et al., 1990 ; 1993).

L’association entre ’'HHV-6 et le LH a été suggérée par Torelli et al. (1991). Cette équipe
a montré la présence d’anticorps anti-HHV-6 a des titres supérieurs a ceux obtenus chez des
donneurs de sang normaux, et a détecté la présence de séquences d’ADN de ’HHV-6 dans les
adénopathies de 3 parmi 25 patients atteints de LH. D’autres études ont depuis constaté ce
phénomene (Shanavas et al., 1992 ; Clark et al., 1990). Levine et al. (1992) ont notamment

montré une augmentation significative du taux d’anticorps anti-HHV-6 chez des patients
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hodgkiniens faisant une rechute alors que des cas de rémission étaient accompagnés d’une
décroissance du taux sérique d’anticorps, suggérant ainsi une valeur pronostique de la sérologie
anti-HHV-6 dans ce contexte. lyengar et al. (1991) ont mis en évidence grace a la technique
ELISA un fort pourcentage d’anticorps anti-HHV-6 (anti-p38/41 qui sont des protéines precoces)
chez des patients atteints de lymphome de Burkitt et de LH, dénotant ainsi une infection active de
ce virus.

Plusieurs études ont depuis visé a détecter la présence du génome de ’HHV-6 dans des cas
de LH, en utilisant principalement des techniques permettant la détection de séquences de
génome viral (PCR, Southern blot, hybridation in situ, PCR quantitative) (tableau 7).

La fréquence de détection de I’ADN de ’HHV-6 dans des ganglions lymphatiques de
patients atteints de LH est trés variable entre ces différentes études (de 0 a 82 %), mais il est
possible qu’elle s’explique simplement par la différence de sensibilité des techniques utilisées, et
la variété des populations étudiées. Le variant B a été identifié nettement plus fréquemment que
le variant A, et 'HHV-6 semble de fagon générale étre majoritairement présent chez les patients
de sous-type scléro-nodulaire (Torelli et al., 1991 ; Valente et al., 1996 ; Collot et al., 2002 ;
Lacroix et al., 2007).

Quelques études se sont attachées a quantifier le nombre de copies de génomes viraux dans
des échantillons provenant de patients hodgkiniens. Ohyashiki et al. (1999) ont observé une
quantité significativement supérieure d’ADN viral chez des patients atteints de désordres
lymphoprolifératifs, comparativement a des contréles. Valente et al. (1996) ont obtenu des taux
supérieurs a 10000 copies de génomes viraux/ug d’ADN, et Collot et al. (2002) ont observé des
quantités variant de 100 a 864640 copies/pug d’ADN, dans des ganglions lymphatiques de patients
hodgkiniens.

Certaines études ont également permis, par [’utilisation des techniques d’immuno-
histochimie, de détecter ’HHV-6 dans I’infiltrat cellulaire entourant les cellules RS, notamment
au niveau des lymphocytes, mais pas au sein méme des cellules RS (Alexander et al., 1995 ; Rojo
etal., 1994 ; Krueger et al., 1994 ; 2001).
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Cas positifs

Références Méthode de détection Echantillon Nombre de patients pour V?rlant de Observations
. I'HHV-6
I'HHV-6
Torelli et al.. 1991 PCR Ganglions Patients : 25 12% Non determine Tous les cas HHV6+ appartiennent au sous-type
N lymphatiques Contrdles : 41 0% scléro-nodulaire ou & déplétion lymphocytaire
i Patients : 14 64,3% Non déterminé
Sumiyoshi et al., 1993 PCR Ganglions R 0
lymphatiques Contrdles : 56 98,2%
Southern blot ) 14 0%
Trovato et al., 1994 PCR Ime":)nhga:tli?]nuses 15 (pédiatriques) 7% Non déterminé
Hybridation in situ 15 0%
PCR Patients : 52 73% 2A&B/ 36B
i Controéles : 19 68,4%
Valente et al., 1996 o Gangll_ons o o
Hybridation in situ lymphatiques 57 82,4% Aucune des cellules HRS ne s'est révélée positive
Southern blot Non indiqué 0%
Luppi et al., 1998 Hybridation in situ Gangll_ons 14 14.3% Non déterminé L'antigene précoce p41 de I'HHV-6 a été détecté dans
lymphatiques les cellules HRS de 2 cas
Schmidt et al., 2000 PCR Ganglions 83 13% 8A/ 3B
lymphatiques
A Ganglions T o
Shiramizu et al., 2001 PCR lymphatiques 47 (pédiatriques) 0%
I Ganglions o Tous les cas de LH HHV-6+ appartiennent au sous-
Collot et al., 2002 PCR quantitative lymphatiques 37 35,1% 1A/ 12B type scléro-nodulaire
Hernandez-Losa et al., PCR Ganglions Patients : 20 40% Non déterminé
2005 lymphatiques Controles : 52 33%
. o Ganglions o L'HHV-6 est détecté plus fréquemment dans le sous-
Lacroix et al., 2007 PCR quantitative lymphatiques 86 79,1% 5A/ 63B type scléro-nodulaire (83,6%)

Tableau 7 : Lymphome de Hodgkin et infection par ’'HHV-6 (d’aprés Ogata, 2009)
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VI. Traitements

V1.1. Traitements classiques

Selon le stade d’extension de la maladie, il est décidé d’appliquer une chimiothérapie
anticancéreuse et/ou une radiothérapie.

Si la maladie est dépistée préecocement (stades | et I1), une radiothérapie est adoptée. Le
LH est en effet trés radiosensible. Une irradiation étendue aux zones touchées et zones adjacentes
est généralement appliquée avec des doses comprises entre 20 et 40 Gray. La radiothérapie peut
cependant entrainer des effets secondaires tels que des pathologies thyroidiennes, des leucémies
aigués ou des cancers du sein secondaires.

Les patients dont la maladie a été dépistée au stade Il ou IV sont traités par
chimiothérapie. La poly-chimiothérapie MOPP (méchloréthamine, vincristine, procarbazine,
prednisone) est actuellement de moins en moins utilisée au profit du protocole ABVD
(adriamycine, bléomycyne, vinblastine, dacarbazine) ou BEACOPP (bléomycine, étoposide,
doxorubicine, cyclophosphamide, vincristine, procarbazine, prednisone). Il existe également le
protocole COPP/ABVD (cyclophosphamide, vincristine, procarbazine, prednisone / adriamycine,
bléomycyne, vinblastine, dacarbazine).

Le traitement ABVD semble actuellement le plus approprié pour le lymphome de
Hodgkin, et sa durée est de six a huit mois. Un traitement combinant chimiothérapie et
radiothérapie peut étre adopté pour les patients ayant un stade avancé avec beaucoup de nodules.

Une rechute entraine une reprise du traitement et peut conduire a une greffe autologue de

meelle osseuse ou de cellules souches.

V1.2. Nouvelles approches

Sachant que les cellules HRS ont des caractéristiques biologiques particuliéeres, de
nouvelles thérapies sont aujourd’hui a 1’¢tude. Les approches ciblant des domaines
extracellulaires consistent principalement en un panel d’anticorps dirigés spécifiquement contre
des récepteurs cellulaires de surface. L’approche intracellulaire comprend [’application de

molécules modulant les fonctions protéiques via interaction directe, ou une stratégie visant a
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supprimer D’expression de la protéine cible, telle que I’ARN interférence ou la technologie
antisens.

Plusieurs études ont été menées, visant les récepteurs CD30 et CD20. Alors que
I’anticorps anti-CD30 ne donne que de modestes résultats (Foyil et Bartlett, 2010), le traitement
anti-CD20 (rituximab) montre un taux d’efficacité allant de 86 a 100% selon deux études dans
lesquelles il a été utilise pour traiter des cas de LH a prédominance lymphocytaire (Ekstrand et
al., 2003 ; Rehwald et al., 2003). Les futurs essais d’anticorps thérapeutiques dans le traitement
du LH incluront peut-étre I’utilisation de I’anticorps anti-IL-13, I’anticorps anti-CD40, ou anti-
RANKL (Re et al., 2005a).

Au niveau intracellulaire, de nombreux composés ciblent la voie de signalisation NFkB.
Ce sont plus particulierement des inhibiteurs de IKK, des inhibiteurs du protéasome ou des
inhibiteurs directs de NFxB. La plupart des inhibiteurs sélectifs de IKK ciblent IKKf et sont
encore en phase préclinique de test. Le bortezomib a récemment été approuvé pour traiter les cas
de rechute ou de my¢lomes multiples. Il s’agit d’un inhibiteur réversible du protéasome 268S. Il
interfére donc avec la dégradation d’un panel de protéines incluant IkBa, qui retient NFxB dans
le cytoplasme (Zheng et al., 2004). Sachant que 1’expression des génes cibles de NFkB est sous
I’influence de corépresseurs et coactivateurs qui acétylent et déacétylent la protéine RelA, des
composés tels que le depsipeptide ou 1’acide hydroxamique suberoylanilide sont actuellement a
I’essai. Ces molécules inhibent les histone-déacétylases et interferent avec le potentiel
transactivant de NFxB. Les essais cliniques utilisant ces molécules ont montré des résultats
encourageants (Sandor et al., 2002 ; Kelly et al., 2003).

L’inhibition indirecte de NF«B via les voies impliquant TRAF (TNF receptor-associated
factor), MEK/ERK ou PI3K/AKT peut également représenter une stratégie judicieuse, et montre
des résultats probants in vitro. Il a été montré que des inhibiteurs de MEK/ERK et PISK/AKT
induisent I’apoptose dans des lignées cellulaires dérivées de cellules HRS (Zheng et al., 2003 ;
Georgakis et al., 2004).

L’utilisation de molécules antisens visant a éteindre 1’expression d’un geéne est €galement

envisagee. Des études sont actuellement menées sur ’efficacité de molécules antisens visant

STAT3, XIAP, et TRAIL (Re et al., 2005b).
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Travail expérimental

Le laboratoire de microbiologie de la faculté de pharmacie de Limoges étudie depuis
plusieurs années 1’implication de I’HHV-6 dans les pathologies qui lui sont associees ou

soupgonnées de 1’étre. Les travaux décrits dans cette thése se regroupent en deux volets distincts.

Dans une premicre partie sera étudiée 1’implication de I’HHV-6 dans les syndromes
d’hypersensibilité médicamenteuse ou DRESS.

La stimulation de la réplication virale de I’HHV-6 par diverses molécules
médicamenteuses associées a des cas cliniques de DRESS fut étudiée in vitro, en utilisant la
souche HST du variant B de ’HHV-6 qui est cultivé par co-culture avec la lignée MT4 de
lymphoblastes T humains. Ce travail effectué en partenariat avec 1’équipe du professeur Vincent
Descamps a 1’hopital Bichat-Claude Bernard a Paris, a donné lieu a deux publications dans
Journal of Clinical Virology et dans European Journal of Dermatology.

Un autre travail, effectu¢é dans le cadre d’une étude multicentrique, a consisté en
’obtention et ’analyse des données virologiques d’une cohorte de patients souffrant de DRESS.

Ce travail collaboratif a donné lieu a un article publié dans Science Translational Medicine.

Le deuxiéme axe de cette thése consiste en 1’étude de ’'HHV-6 dans la maladie de
Hodgkin. La protéine DR7, présentant des propriétés oncogéniques, est étudiée depuis plusieurs
années au sein du laboratoire de virologie de I’EA 4021. Cette équipe étudie notamment
I’implication de ’'HHV-6 dans le lymphome de Hodgkin via cette protéine. L’objet du travail
présenté ici consiste en 1’é¢tude des dérégulations cellulaires entrainées par la surexpression de
DR7 dans la lignée lymphocytaire B BJAB. Les résultats obtenus sont présentés au sein d’une

étude plus globale dans Clinical Cancer Research, et d’une publication soumise dans Leukemia.
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Partie 1 : Etude du role de PHHV-6 dans le

syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse

I. Pathogenése du DRESS : hypothéses

Les mécanismes par lesquels ’'HHV-6 réactive au cours des syndromes d’hypersensibilité
médicamenteuse sont encore inconnus. Les éléments necessaires au déclenchement du DRESS
sont : la molécule médicamenteuse, le virus, et leur interaction avec le systéme immunitaire. Les
drogues associées au DRESS incluent plusieurs molécules anti-épileptiques. Une prédisposition
génétique a été corrélee au DRESS. Les anticonvulsivants aromatiques (phénytoine,
phénobarbital, carbamazépine) sont, par exemple, partiellement métabolisés en époxydes
aromatiques par les enzymes de la superfamille du cytochrome P-450. Des patients ayant un
défaut de ce systeme de détoxification ont été sujets a des DRESS (Shear et Spielberg, 1988 ;
Moss et al., 1999). Ceci suggere que de fortes concentrations en drogue jouent un réle dans la
survenue de la réponse immunitaire.

Le DRESS a été principalement associé a I’infection par ’THHV-6 (Descamps et al., 1997),
mais également par d’autres membres de la famille des herpesvirus humains : ’'HHV-7, ’EBV et
le HCMV (Seishima et al., 2006 ; Suzuki et al., 1998 ; Descamps et al., 2003b ; Aihara et al.,
2001). Un groupe japonais a effectué un parallele entre les développements cliniques du DRESS
et du rejet de greffe induit par une réactivation virale, qui montrent de la méme maniére une
réactivation séquentielle de ces herpesvirus au cours du temps (Shiohara et al., 2006 ; Kano et al.,
2006a).

Les éléments définissant la pathologie du DRESS sont une réaction immunitaire et une ou
plusieurs réactivations virales (et principalement la réactivation de ’HHV-6). Cependant il n’est
pas encore défini laquelle de ces conditions est la cause et laquelle est la conséquence.

- Le déclenchement pourrait étre une réaction allergique a la molécule medicamenteuse, qui
entraine une stimulation des lymphocytes T contenant les genomes viraux des herpésvirus, ce

qui expliquerait la cascade de réactivation de ces virus initialement latents. L’activation de

74



cellules T en présence de carbamazépine ou de ses métabolites, phénytoine, ou de dérivés
sulfonamides antimicrobiens a notamment été montrée (Wu et al., 2006 ; Mauri-Hellweg et
al., 1995).

- Inversement, la réactivation virale pourrait étre responsable d’une réaction immunitaire et

donc du déclenchement du syndrome.

Katsafanas et al. (1996) ont démontré in vitro la réactivation de ’HHV-7 et de ’'HHV-6B
latents dans des PBMCs. L’activation de cellules T entraine tout d’abord la réactivation de
I’HHV-7, qui entraine a son tour la réactivation de ’HHV-6B. A ce stade, ’THHV-6B devient
prédominant et ’HHV-7 disparait. La réactivation séquentielle de plusieurs herpesvirus avant et
pendant le déroulement du syndrome joue potentiellement un réle important dans le DRESS. En
effet, la réactivation d’herpésvirus latents, tel que I’EBV, peut étre initiée longtemps avant le
début des symptdmes cliniques, et une forte réponse immunitaire résulterait alors en une
réduction des charges virales et I’apparition des symptdmes. Suivant cette théorie, la
symptomatologie inhérente au syndrome serait alors principalement dirigée par une expansion de
cellules T activées spécifiques du virus.

Ainsi le scénario selon lequel les symptdmes du DRESS sont induits par une activation et
expansion de cellules T antivirales, plutdét que par une réponse T uniquement spécifique du
médicament, pourrait notamment expliquer pourquoi il est fréquemment observé une aggravation

de la symptomatologie malgré un arrét de I’administration de la drogue responsable du syndrome.

Par ailleurs, il a été montré que des drogues fréqguemment responsables de DRESS sont
capables d’induire une déficience du systtme immunitaire, ce qui expliquerait
I’hypogammaglobulinémie transitoire apparaissant en début de syndrome, observé chez les
patients sujets au DRESS (Kano et al., 2004). A partir de cette hypothese, Shiohara et al. (2006)
ont suggeré que l’arrét de la prise médicamenteuse permettrait une restauration rapide de la
réponse immunitaire antivirale (suite a 1’immunosuppression transitoire) et déclencherait
I’apparition des symptdmes, expliquant ainsi pourquoi la charge virale n’est pas toujours

détectable en début de maladie (figure 17).
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Réponse immunitaire antivirale

Charge virale

Figure 17 : Déroulement du DRESS (hypothése) (d’apres Shiohara et al., 2006)

I1. Etude de la réplication virale en présence de moléecules associees au DRESS

Dans I’hypothése ou la réactivation de ’HHV-6 se produit dans un premier temps lors du
déroulement du DRESS, et induit ensuite une réponse immunitaire dirigée par les cellules T et
entrainant ’apparition des symptomes, I’infection par ’'HHV-6 se déclenche donc durant la prise
médicamenteuse, bien que les mécanismes de réactivation soient inconnus.

Afin d’apporter des éléments de réponse, nous avons étudié le comportement de la
réplication virale de la souche HST du variant B de "'HHV-6, en présence de molécules
fréquemment associées a des cas cliniques de DRESS (valproate de sodium, carbamazepine,
phénytoine, sulfasalazine ou amoxicilline), le variant B de ’'HHV-6 étant trés fréquemment
détecté dans les DRESS.

Le valproate de sodium, la phénytoine et la carbamazépine sont trés utilisés dans le
traitement de 1’épilepsie, la sulfasalazine est utilisée dans le traitement anti-inflammatoire de la
polyarthrite rthumatoide, et I’amoxicilline est un antibiotique utilisé dans le traitement des

infections bactériennes a germes sensibles.
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La réplication virale de virus autres que I'HHV-6 a été montrée comme étant stimulée par
certaines de ces molécules. Le valproate de sodium entraine une augmentation de la réplication
de ’HHV-8 (Shaw et al., 2000) et du HCMV (Kuntz-Simon et Obert, 1995). La réplication du
VIH a été montrée comme étant stimulée par le valproate de sodium, la carbamazépine et la
phénytoine, via une transactivation du promoteur des séquences LTR (long terminal repeat)
(Robinson et al., 2006).

La souche HST du variant B de ’HHV-6 est cultivé par co-culture avec la lignée
lymphocytaire T MT4. Afin d’étudier la réplication virale de fagon précise et reproductible, nous
avons procédé a des infections synchrones des cellules MT4. Cette étape consiste en la mise en
contact de virions préalablement purifiés avec les cellules par centrifugation, afin d’obtenir de
celles-ci qu’elles soient infectées en méme temps, ce qui permet d’observer par la suite une
synchronisation du cycle de réplication viral entre les différentes cellules infectées.

Il a donc été nécessaire de constituer au préalable un stock de particules virales purifiées.
Dans cet objectif, de grandes quantités de cultures virales ont été groupées. Puis les cellules ont
été éclatées par la succession de deux cycles de congélation/décongélation, et les débris
cellulaires ont alors été éliminés par centrifugation. Les surnageants ainsi obtenus ont ensuite été
soumis a une ultracentrifugation (1 heure, 100000g), et les virions purifiés se trouvant dans le
culot ont été regroupés en un stock global de particules virales.

Ce stock a ensuite été titré, afin de déterminer la dose a utiliser pour induire une
multiplicit¢ d’infection ou M.O.I. (multiplicity of infection) voulue dans un nombre fixe de
cellules. Diverses dilutions de ce stock ont donc été utilisées pour infecter 5x10° cellules MT4.
L’infection synchrone a été réalisée par centrifugation : 1 heure a 37°C, 2000 rpm (rotations par
minutes). Apres 24 heures d’incubation, le pourcentage de cellules infectées a alors été déterminé
par immunomarquage, en utilisant un anticorps dirigé contre une protéine précoce de ’'HHV-6, la
protéine p41 (facteur de processivité de I’ADN polymérase virale), puis un anticorps secondaire
couplé a la fluorescéine ou FITC (fluorescein isothiocyanate). Le pourcentage de cellules
infectées a ensuite été déterminé par comptage au microscope a fluorescence. Elles sont aisément
reconnaissables par leur aspect ballonisé (formation de syncytia) et leur couleur verte due au
marquage fluorescent (figure 18). Pour chaque essai, deux opérateurs indépendants ont compté

trois champs de cellules marquées, et la moyenne des résultats obtenus a été calculée (tableau 8).
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— . Volume de stock . , Nombre de cellules
Dilution du stock viral utilisé (ul) % de cellules infectées infectées/5.10° cellules
1/16 125 6 35.10°
1/8 25 10 50.10°
1/4 50 19 95.10°
1/2 100 37 185.10°
pur 200 62 310.10°

Tableau 8 : Titrage du stock de virions purifiés.

Figure 18 : Immunomarquage de la protéine virale p41 sur des cellules MT4 seules (a), ou co-
cultivées avec la souche HST de I’'HHV-6B (b), photographies de miscroscopie a fluorescence
(x200). (c) : zoom (x640) sur une cellule infectée : localisation nucléaire de la protéine p41.

La réplication virale a été quantifiée en utilisant deux techniques différentes. La premiére
technique a consisté en un immunomarquage fluorescent dirigé contre le facteur de processivité
de I’ADN polymérase virale de ’HHV-6, la protéine p41, comme décrit précédemment pour le
titrage du stock viral. La PCR quantitative en temps réel a parallelement été utilisée pour
quantifier la réplication virale. Basée sur la chimie Tagman, la technique utilisée permet
I’amplification d’un fragment de 99 pb du geéne U22 du génome de ’'HHV-6 (Collot et al., 2002).
Ce gene est present de facon unique sur le génome viral. La quantification du nombre de copies
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du géne U22 est donc directement représentative du nombre de génomes viraux dans chaque
essai. La quantification se fait grace a I’utilisation d’une sonde spécifique de la région amplifiée
du géne U22, et marquée par une molécule fluorescente FAM-TAMRA (6-
carboxytétraméthylrhodamine) a 1’exptrémité 5°, et par une molécule « quencher » a I’exprémité
3’. Celle-ci inhibe la fluorescence du FAM-TAMRA lorsqu’elle est a sa proximité. Lorsque la
séquence cible est amplifiée, la sonde qui y est hybridée spécifiquement est alors dégradée gréace
a Pactivité 5’-3 exonucléase de la polymérase utilisée, permettant ainsi de « libérer » un signal

fluorescent quantifiable, produit par le marquage FAM-TAMRA.

Afin d’évaluer la cytotoxicité des molécules étudiées sur les cellules MT4, la technique de
coloration par le 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium bromide (MTT) a été
utilisée. Elle est basée sur le clivage du sel de tétrazolium MTT jaune, en cristaux de formazan
violets insolubles en milieu aqueux. Ce clivage s’effectue grace a diverses enzymes cellulaires
actives, dont les principales sont des déshydrogénases. Cette conversion se produit donc
uniquement dans les cellules vivantes, et la quantité de formazan formée est proportionnelle au
nombre de cellules viables. Les cristaux de formazan formés peuvent alors étre solubilisés dans
du DMSO (diméthylsulfoxide) et la solution colorée résultante peut étre quantifiée au

spectrophotomeétre par mesure de I’absorbance a 540 nm.
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Figure 19 : Représentation des molécules étudiées vis-a-vis de leur influence sur la réplication
virale de ’'HHV-6B.

Les deux articles présentés ci-aprés regroupent les résultats obtenus pour cette étude. Le

second article présente les résultats obtenus pour I’amoxicilline, regroupés avec une étude menée

sur des patients atteints de DRESS et ayant été traités par de I’amoxicilline.
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1. Article 1

Early effects of drugs responsible for DRESS on HHV-6 replication in vitro

Laurent Mardivirin, Vincent Descamps, Aurélie Lacroix, Sylvie Delebassée, Sylvie Ranger-
Rogeza

Journal of Clinical Virology, Volume 46, Issue 3, November 2009, Pages 300-302
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V. Article 2

Amoxicillin-induced flare in patients with DRESS (Drug Reaction with Eosinophilia and
Systemic Symptoms): report of seven cases and demonstration of a direct effect of amoxicillin on
Human Herpesvirus 6 replication in vitro

Mardivirin L, Valeyrie-Allanore L, Branlant-Redon E, Beneton N, Jidar K, Barbaud A, Crickx B,
Ranger-Rogez S, Descamps V.

Eur J Dermatol. 2010 Jan-Feb;20(1):68-73. Epub 2009 Oct 12
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V. Discussion des articles 1 et 2

L’objectif de cette étude a donc été d’étudier I'influence de molécules fréquemment
incriminées dans des cas cliniques de DRESS sur la réplication de I’THHV-6B. Pour cela des
cellules MT4 ont été pré-incubées durant 24 heures en présence de différentes concentrations
thérapeutiques de chaque molécule considérée avant d’étre infectées par la souche virale HST de
I’HHV-6B de facon synchrone. Ceci permet d’observer par la suite des cellules infectées qui sont
toutes en phase dans le cycle viral. La réplication virale a ensuite été évaluée 24 et 48 heures
post-infection. La durée du cycle de réplication virale de ’THHV-6 étant de 72 heures, nous
n’avons pas souhaité quantifier la réplication virale au dela de 48 heures dans cette
expérimentation. En effet, le virus entame un deuxiéme cycle de réplication a partir du troisiéme
jour post-infection, donnant ainsi lieu a des infections secondaires pouvant fausser 1’analyse, au
vu de leur caractere aléatoire.

La principale difficulté de cette expérience a été la reproductibilité. En effet, la réplication
de ’HHV-6 in vitro semble tres sensible aux facteurs environnementaux (température, état des
cellules hotes, stress cellulaire dii aux centrifugations...) et il ne fut pas rare de voir une série
d’expérimentations invalidée a cause d’une infection synchrone ne donnant pas la M.O.l.
attendue dans I’essai témoin (cellules infectées en absence de molécules).

Les expérimentations ainsi réalisées ont permis d’observer une stimulation de la
réplication de ’HHV-6B in vitro en présence de concentrations thérapeutiques de valproate de
sodium, carbamazépine ou amoxicilline. En effet, une augmentation significative de la réplication
virale a été constatée pour ces trois molécules, et de fagon similaire entre les deux techniques de
quantification utilisées.

L’augmentation de la réplication virale par le valproate de sodium, la carbamazépine et
I’amoxicilline semble Etre restreinte a une certaine gamme de concentrations dans notre mod¢le
cellulaire. 1l est probable que la cytotoxicité induite par des concentrations supérieures a 750uM
de valproate de sodium et 75uM de carbamazépine entraine un stress cellulaire tel que la
réplication virale s’en trouve affectée. L’amoxicilline n’a cependant pas induit de cytotoxicité
notable sur les cellules MT4, pour P’intégralité des concentrations testées, et seules les
concentrations de 25 et 50ug/ml ont induit une stimulation de la réplication virale.

Les essais réalisés en utilisant différentes concentrations de phénytoine ou sulfasalazine
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n’ont pas induit de phénomeéne notable sur la réplication de I’THHV-6, malgré une faible toxicité

de ces molécules sur la viabilité des cellules MT4 (figure 20).

140

120
120
T 1 100 &——= T F -
0 . .
E 00 —r 2 1 S,
5 — . § \f/“ 5 - ¢ A
2 i 5 & N
8 80 = i\ E Y
0
E ‘3 60
w60 F—
2 8
'S -';“ 40
o 40
S —48h ° —-— 48h
- 72h ° - 72h
20 20
0 0

0 56 160 15‘0 260 2 0 56 160 1%0 260
Phénytoine (uM) Sulfasalazine (uM)

Figure 20 : Courbes de viabilité cellulaire des cellules MT4, en présence de concentrations

thérapeutiques de phénytoine et sulfasalazine.

Les délais d’action sur la réplication virale observés entre les différentes molécules
considérées suggerent des mécanismes d’action différents. En effet la carbamazépine ne stimule
par exemple la réplication que 48 heures post-infection, alors que le valproate de sodium entraine
un phénomeéne visible & 24 et 48 heures post-infection. Le mode d’action par lequel la réplication
virale est augmentée differe donc probablement entre les différentes molécules testées. Robinson
et al. (2006) ont montré que le valproate, la carbamazépine et la phénytoine stimulent la
réplication du VIH via une transactivation des LTR, et Kuntz-Simon et Obert (1995) ont
également montré que le valproate transactive le promoteur des géne IE 1 et 2 du HCMV. De
facon analogue, il est probable que dans notre modéle d’étude, les molécules entrainant une
augmentation de la réplication de ’HHV-6 générent des phénomeénes cellulaires qui, bien que
différents selon la molécule considérée, résultent en une stimulation de la cascade de
transcription du génome viral.

Les mécanismes par lesquels I’amoxicilline stimule la transcription de ’'HHV-6 restent

inconnus. Il est probable que le valproate de sodium et la carbamazépine agissent via leur
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capacité a inhiber les histones déacétylases cellulaires. Ce mécanisme a notamment été démontré
concernant la stimulation du valproate sur la réplication du HCMV (Michaelis et al., 2005), et la
carbamazépine a été montrée comme ayant une activité inhibitrice des histones deéacétylases
(Beutler et al., 2005).

L’absence de phénoméne induit par la sulfasalazine et la phénytoine dans cette
expérimentation, peut étre due bien siir a ’abscence d’action de la molécule sur la réplication de
I’HHV-6B, ou bien au choix du modele cellulaire utilisé. Witvrouw et al. (1997) ont étudié les
effets du valproate sur la réplication in vitro du VIH-1, et ont montré que ce phénoméne n’est

détecté que dans certains modéles cellulaires in vitro, parmi plusieurs testés.

Les résultats obtenus montrent donc une action certaine de molécules incriminées dans le
DRESS sur la réplication du variant B de ’'HHV-6, et étayent ’hypothése selon laquelle lors du
déroulement de ce syndrome, la réactivation de ’HHV-6 se produirait rapidement, au cours de la
prise médicamenteuse.

De plus, I’administration de ces molécules a des sujets souffrant de DRESS, mais dont le
diagnostic n’est pas encore affirmé, explique les poussées symptomatiques alors observées. Le
deuxiéme article sus-présenté rapporte 7 cas de patients souffrant de DRESS induit par une autre
drogue, puis ayant été traités par I’amoxicilline, ce qui a résulté en une aggravation de leur état
clinique. L’action stimulatrice de I’amoxicilline sur la réplication de ’HHV-6 peut expliquer un
tel phénomeéne.

Cette molécule produirait alors un « effet boost » sur la réplication virale et ’intensité des
symptomes, lorsqu’elle est administrée a des patients ayant entamé un DRESS, et souffrant

encore d’une infection active par 'HHV-6.
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VI. Etude d’une cohorte de patients atteints de DRESS

Les différents travaux étudiant les données cliniques et biologiques de patients atteints de
DRESS n’ont jusqu’a présent porté que rarement sur un nombre important de patients. La rareté
de cette maladie en est probablement la principale cause. Une telle perspective présente
cependant un intérét certain. La plupart des descriptions cliniques faisant référence a un petit
nombre de patients, il est parfois difficile de généraliser les conclusions que ce genre d’étude
apporte.

Une étude multicentrique prospective, menée entre novembre 2002 et décembre 2005 et
engageant 26 différents services de dermatologie en France, a été mise en place. Celle-ci a permis
le recrutement de 40 patients atteints de DRESS, selon les critéres suivants :

- &ge supérieur a 18 ans

- apparition d’une éruption cutanée apres la prise d’un médicament connu pour induire le
DRESS

- atteinte viscérale, incluant une augmentation des ganglions lymphatiques, une hépatite, une
pneumonie interstitielle, ou une défaillance cardiaque ou rénale

- survenue d’une des anomalies biologiques suivantes: éosinophile (>700 cellules/mm?),
lymphocytose (>4000 celluless/mm?®), ou mononucléose (>1000 cellules/mm?).

Les patients infectés par le VIH, ou ayant recu des stéroides avant I’étude ont été exclus. Un suivi

systématique de ces patients a été réalisé, afin d’obtenir des données cliniques et biologiques, sur

une période prévisionnelle de 12 mois post-DRESS.

L’aspect immunologique du DRESS a été étudié sur cette cohorte de patients par le
professeur Musette et ses collaborateurs. La production de cytokines et la caractérisation des
sous-populations CD4" et CD8", des PBMCs issus de ces patients, ont notamment été étudiées.

Notre travail au sein de 1’équipe du professeur Rogez a consisté en 1’étude de I’aspect
virologique, par la détection des éventuelles réactivations d’herpevirus, a partir d’échantillons
issus de prélévements sanguins de chaque patient.

La réplication d’un ou plusieurs virus a différents moments du suivi clinique a été mise en
évidence par amplification du génome des virus recherchés. Une extraction d’ADN a été réalisée
pour chaque échantillon de lymphocytes et de sérum et une PCR quantitative en temps réel a été

réalisée ensuite sur ces échantillons d’ADN, afin de quantifier le nombre de génomes viraux de
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I’EBV, I’HHV-6, le HCMV et ’'HHV-7. Une sérologie a également été réalisée a 1’inclusion, afin
de détecter la présence d’anticorps dirigés contre I’EBV, ’'HHV-6 et le HCMV, et de déterminer

le statut serologique de ces patients vis-a-vis des différents virus, au début de I’enquéte.
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VII. Article 3

Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms (DRESS): A Multiorgan Antiviral T

Cell Response
Picard D, Janela B, Descamps V, D'Incan M, Courville P, Jacquot S, Rogez S, Mardivirin L,

Moins-Teisserenc H, Toubert A, Benichou J, Joly P, Musette P.
Sci Transl Med. 2010 Aug 25,;2(46):46ra62
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VIII. Discussion de ’article 3

Cette publication résulte d’un projet collaboratif, visant a étudier les ¢léments
immunologiques, cliniques et virologiques d’une cohorte de 40 patients atteints de DRESS.

L’objet de notre travail concerne les données virologiques : une quantification de quatre
herpésvirus potentiellement impliqués dans le DRESS, a éte réalisée par PCR en temps reel, sur
différents echantillons biologiques (lymphocytes et sérums) issus de la cohorte de patients
étudiée. Le nombre de copies de génomes viraux de I’EBV, de ’'HHV-6, du HCMV et de
I’HHV-7 a donc éte déterminé, en utilisant la technologie Tagman, suivant des techniques mises
au point et utilisées de facon routiniere par notre laboratoire (Lacroix et al., 2007 ; Pradeau et al.,
2006D).

Sur les 40 patients ¢tudiés, 38 ont pu bénéficier d’une analyse virologique.
Classiquement, une réactivation virale a été considérée lors d’une quantité de génomes viraux
anormalement élevée dans les PBMCs ou a fortiori dans le sérum. Une charge virale moyenne
associée a la présence d’IgM a également permis de conclure a une réactivation virale.

L’analyse des charges virales a montré une réactivation durant le premier mois du suivi
(entre JO et J30) chez 42% des patients (16/38) pour I’EBV, 45% des patients (17/38) pour
I’HHV-6, et 32% (12/38) pour 'HHV-7. Aucune réactivation du HCMV n’a été mise en
évidence parmi les 38 patients, dans les premiers jours ou tout au long du suivi. Une proportion
de 76% (29/38) des patients a été caractérisée par une réactivation virale, et une réactivation
multiple a été observée dans 34% (13/38) des cas.

Comparativement, des analyses similaires ont été réalisées a partir d’échantillons
provenant de 50 sujets sains, et aucune réactivation virale n’a été détectée pour ces sujets
«contréles ». De I’ADN viral a cependant été amplifié en faible quantité (<200 copies/pug
d’ADN) a partir de PBMCs de 40% des sujets sains concernant I’EBV, 14% concernant ’HHV-
6, et THHV-7 et 10% concernant le HCMV, correspondant vraisemblablement a du virus a I’état
latent. L’analyse des sérums par PCR quantitative n’a permis d’amplifier aucun des échantillons
provenant des sujets sains, pour chacun de quatre virus recherchés.

Le typage de ’HHV-6 (dont la technique est décrite dans Collot et al., 2002) a révelé
uniquement le variant B. La corrélation aux données cliniques a permis d’associer une

réactivation virale a une fréquence significativement plus forte d’apparition d’oedémes faciaux,
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de monocytoses ou de lymphadénopathies.

Les résultats immunologiques présentés par 1’équipe du professeur Musette confirment
par ailleurs I’hypothése selon laquelle la physiopathologie du DRESS est initiée par une réaction
immunitaire dirigée contre un ou plusieurs herpesvirus, plutét que dirigée contre la molécule
médicamenteuse incriminée. En effet, I’analyse des lymphocytes T CD8" des patients étudiés a
montré leur état d’activation, et une expansion oligoclonale de cette population a été observee
dans 39 des 40 cas considérés. Une surexpression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et
IFN-y a également été observée dans les lymphocytes CD8" circulants, de fagon proportionnelle a
la sévérité de I’atteinte viscérale.

De plus, le séquencage du CDR3 (complementarity determining region) de la région V de
lymphocytes CD8" activés issus de 19 expansions clonales, a permis d’observer une homologie
avec des régions CDR3 de lymphocytes CD8" spécifiques de ’EBV décrites dans la littérature,
pour 47% des séquences totales obtenues. La région CDR code pour une courte séquence
d’acides aminés dans la région variable (V) des récepteurs aux antigénes, et détermine la
spécificité et la nature du ligand. Une expansion des cellules T CD8" est donc dirigée contre
I’EBV dans une proportion importante des cas étudiés, ce qui permet de désigner 1’agent viral
comme responsable de la réponse T lymphocytaire et donc du déclenchement du syndrome dans
ces cas. De plus, une homologie de séquence du CDR3 avec des lymphocytes spécifiques de
I’EBV a été observée pour des patients pour lesquels une réactivation de I’EBV n’a pas été
constatée durant le suivi, ce qui suggere qu’elle a eu lieu avant le début de la maladie. La
présence de lymphocytes T CD8" spécifiques de I’'EBV a été confirmée par analyse en cytométrie
en flux.

Une homologie avec des régions CDR3 de lymphocytes CD8" spécifiques de ’EBV a
également €té observée a partir d’échantillons provenant de la peau de 4 patients et du foie d’un
patient ayant subi une transplantation aprés défaillance hépatique.

Une comparaison avec des séquences issues de lymphocytes T spécifiques de ’THHV-6 ou

de ’HHV-7 s’est révélée impossible car de telles séquences ne sont pas encore décrites.
Par ailleurs, une augmentation de la production d’EBV a été observée en présence de

sulfaméthoxazole, carbamazépine, allopurinol et valproate de sodium dans des lymphocytes B

immortalisés de patients atteints de DRESS. Il est intéressant de remarquer que cette
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augmentation de la réplication de ’EBV n’a pas uniquement été observée en présence de la
molécule initialement causale du DRESS, mais également en présence d’autres molécules parmi
les quatres sus-citées. Aucune production d’EBV n’a été observée en présence de gentamicine,
une drogue n’étant pas associée au DRESS, et des lymphocytes B immortalisés issus de sujets
sains n’ont pas permis de constater une augmentation de la réplication de I’EBV en présence de
sulfaméthoxazole, carbamazépine ou allopurinol. Ceci confirme 1’idée d’une action directe de la

molécule médicamenteuse, entrainant une stimulation de la réplication virale.

L’article 3 confirme donc 1’association du DRESS avec la réactivation d’un ou plusieurs
herpésvirus, et argumente en faveur d’un role primordial de cette/ces infection(s) virale(s) dans la
physiopathologie de ce syndrome, la détection d’expansions oligoclonales de lymphocytes T
spécifiques du virus en étant le principal argument. La logique du déroulement du syndrome tel
qu’il est ici supposé met en avant une réactivation virale qui se produit lors de la prise
médicamenteuse. Les résulats obtenus pour les expérimentations de quantification de la

réplication virale (de ’HHV-6 et de ’EBV) montrent la possibilité d’une telle occurrence.

Nous avons également étudié 1’influence du valproate de sodium, de la carbamazépine, de
la phénytoine, de la sulfasalazine ou de I’amoxicilline sur la réplication in vitro de I’EBV. Nous
avons pour cela utilisé trois lignées cellulaires dans lesquelles I’EBV est latent : les lignées Raji,
Namalwa et P3HR1. Les lignées Raji et Namalwa ne produisent pas de particules virales, alors
que la lignée P3HR1 est productrice de virions.

Les cellules ont été incubées durant 24 ou 48 heures en présence de différentes
concentrations des molécules considérées (identiques a celles testées pour ’HHV-6). La
réplication virale a ensuite été quantifiee par PCR en temps réel en amplifiant un fragment du
gene EBNAL, comparativement a des cellules cultivées dans les mémes conditions mais non
exposees aux molecules étudiées.

Les différentes expérimentations menées sur les lignés Namalwa et P3HR1 n’ont permis
d’observer une stimulation de la réplication de I’EBV dans aucun cas de figure. Concernant la
lignée Raji, le valproate de sodium (250 et 500uM) et I’amoxicilline (66uM) ont permis
d’observer un effet significatif. La figure 21 présente un récapitulatif des résultats observeés sur la

lignée Raji.
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Figure 21 : Réplication de ’EBV dans la lignée cellulaire Raji, en présence de carbamazépine,
amoxicilline, valproate de sodium (VPA) phénytoine ou sulfasalazine. (* : test t de Student,
p<0.05)

Ces derniers résultats suggérent que la mise en évidence d’une interaction drogue/virus in

vitro est fortement dépendante du modeéle lignée cellulaire/souche virale utilise.
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Partie 2 : Etude de ’oncoprotéine DR7 de

I’HHV-6

I. La protéine DR7

Les différents travaux visant a étudier I’implication de ’HHV-6 dans la lymphomagenese
ont mené a identifier DR7 comme un oncogene potentiel.

Une premiéere étude publiée en 1990 a montré la capacité du génome de la souche GS de
I’HHV-6 variant A, a transformer des fibroblastes murins NIH3T3, lorsqu’il est transfecté dans
son intégralité dans ces cellules. De plus, I’injection sous-cutanée de ces cellules transfectées a
des souris immunodéficientes (« nude ») entraine 1’apparition de tumeurs a croissance rapide
(Razzaque, 1990). L’expérience fut renouvelée par la suite en transfectant divers fragments du
génome de I’THHV-6 dans des kératinocytes humains RHEK-1, permettant alors la transformation
de ces cellules. L’injection des cellules transformées a des souris immunodéprimées entraina une
nouvelle fois I’apparition de tumeurs (Razzaque et al., 1993). Ces expérimentations suggerent
une capacité certaine de I’ADN de ’HHV-6 & induire in vitro un phénotype tumorigéne dans des
cellules humaines.

Le fragment Sall-L (issu d’une digestion du génome de ’HHV-6A par I’enzyme de
restriction Sall), contenant la région DR et une partie adjacente de la région unique U, a
notamment été montré comme ayant la propriété de transactiver la région LTR du VIH
(Thompson et al., 1994). La protéine DR7 correspondant au cadre de lecture ORF-1 (open
reading frame 1) contenu dans ce fragment a ensuite été indentifiée comme étant notamment
responsable de ’activité transactivatrice du promoteur de la séquence LTR du VIH, en absence
des sites de fixation Spl de ce dernier (Kashanchi et al., 1994). DR7 a montré également une
capacité de fixation a la protéine p53 et d’inhibition de la transcription que p53 active. Le
domaine de fixation par lequel p53 interagit avec DR7 est compris dans son domaine de fixation

a ’ADN. De plus, les cellules surexprimant la protéine DR7 sont tumorigenes lorsqu’elles sont
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injectées a des souris immunodéprimées, alors que des cellules produisant la protéine DR7
tronquee ne le sont pas. Par ailleurs, la séquence de DR7 a été détectée dans des tissus cancéreux,
notamment des ganglions lymphatiques issus de lymphomes hodgkiniens et non-hodgkiniens
(Kashanchi et al., 1997).

Le fragment Sall-L étudié alors par Kashanchi et al. (1997), est issu de la souche U1102
du variant A de ’HHV-6, et I’ORF-1 décrit est prédit comme contenant 357 acides amineés (aa).
Gompels et al., (1995), ont effectué en 1995 le séquencage complet de la souche U1102 et
prédisent le géne DR7 comme correspondant a une protéine de 363 aa.

L’analyse de la séquence du génome de la souche Z29 du variant B a permis de prédire
I’existence d’'un ORF nommé alors DR6 et comprenant deux exons nommeés DRG6EX1 et
DR6EX2. La comparaison de séquence a montré que les exons DR6EX1 et DR6EX2 présentent
respectivement 89,1% et 88,8% d’homologie avec les génes DR6 et DR7 de la souche U1102 du
variant A (Dominguez et al., 1999). Ceci suggére une divergence certaine inter-variants entre les
ORFs considérés, ou bien la possibilité d’une erreur de prédiction lors du séquengage de la
souche U1102 (figure 22). Schleiman et al (2009) ont montré que le produit du géene DR6 du
variant B est une protéine précoce, & localisation nucléaire, et formant un complexe avec le
facteur de processivité p41 de ’ADN polymérase virale.

La souche HST a été séquencée par 1I’équipe du professeur Yamanishi (Isegawa et al.,
1999), et la comparaison des séquences des ORFs avec ceux de la souche U1102 montre
notamment une différence au niveau du gene DR7, avec quatre autres genes (DR2, U86/90,
U89/90 et U95). Contrairement au reste du génome, ces génes présentent moins de 70%
d’homologie entre les deux variants. De plus, la prédiction d’ORF sur la séquence de la souche
HST, contrairement a la séquence de la souche Z29, permet de déterminer deux génes distincts au
niveau de DR6 et DR7, correspondant respectivement aux premier et deuxiéme exons du géene
DR6 prédit sur la séquence de Z29 (DR6EX1 et DR6EX2). La séquence du gene DR6 de HST
présente 84,5% d’homologie avec celle de U1102, alors que la sequence correspondant au gene
DR7 ne présente que 42,2% d’homologie. Cela est du a la présence de deux délétions et une
insertion dans la séquence du géne DR7 de la souche HST, induisant un décalage précoce du
cadre de lecture. Ces mutations ne sont cependant pas détectées au sein de la souche HST
cultivée au sein du laboratoire de microbiologie de la faculté de pharmacie de Limoges. La
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protéine DR7 issue de cette souche est ainsi relativement proche de celle correspondant a I’ORF-
1 décrit par Kashanchi et aux protéines DR7 décrites par Gompels (variant A) et Dominguez
(variant B souche Z29), puisque le décalage du cadre de lecture n’est pas retrouve.

Une divergence de séquence au sein de différentes souches du variant B de ’HHV-6 est
cependant constatée. Chou et Marousek (1994) ont suggéré une possible ségrégation des
différents isolats issus du variant B de ’'HHV-6, principalement basée sur une divergence de
séquence des régions trés précoces (génes IE et particulierement I’ORF U89) du génome.
L’analyse de cet ORF permettrait alors de classer les souches Z29 et HST dans deux groupes

différents (Isegawa et al., 1999).

A Génome de 'HHV-6 variant A : souche U1102

4725 6720

—_—

SAl-L 4720 e——————————————————————————————————————————————————————————— 054

ORF-1 5629 m—— O 7 (2
—5028/\5837

DR6 4725 6720

DR7 5629 m——— 6720

B Génome de I’HHV-6 variant B

3 1
T T
DR6 5530 6329
(souche Z229) 5027 7203
DR6
5025 36
(souche HST) e
DR7 6512 2150
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Figure 22 : Alignements des séquences des genes DR6 et DR7 issus des souches U1102 (variant
A), Z29 et HST (variants B) de ’'HHV-6.

125



Au sein du laboratoire de microbiologie de la faculté de pharmacie de Limoges, le géne
DR7 du variant B de ’'HHV-6 est étudié. Une étude antérieure réalisée par 1’équipe de recherche
a montré la présence de ’HHV-6 au sein de ganglions lymphatiques issus d’une cohorte de
patients atteints du lymphome de Hodgkin (LH), avec une forte prédominance du variant B
(Lacroix et al., 2007). Le sequencage de DR7 chez ces patients a montré que la sequence de ce
géne était proche de celle du géne de la souche Z29 (variant B) avec la présence possible de 7
mutations, deux trouvées fréquemment et cinq plus rarement, entrainant un changement d’acides
aminés selon le patient considéré (Pr Ranger-Rogez, résultats non publiés). L’ADN
correspondant a 1’équivalent de I’ORF-1 décrit par Kashanchi et al. chez le variant B de ’'HHV-
6, a par la suite été cloné a partir du prélévement d’un patient représentatif de la cohorte étudiée,

afin d’étre soumis a diverses études.

I1. Surexpression de la protéine DR7 dans la lignee BJAB

Afin d’étudier I’influence de DR7 sur le comportement cellulaire, une stratégie d’expression
constitutive a été choisie, en utilisant un vecteur permettant une transcription et traduction de ce
géne de facon durable : le plasmide pTRIN76.

Le géne DR7 a donc été cloné au sein du plasmide pTRIN76, puis le vecteur recombinant
obtenu a été utilis€ pour réaliser une transfection stable (figure 23). L’obtention de cellules
transfectées a été réalisée grace a une sélection de ces derniéres au G418, qui est un analogue de
la néomycine, le vecteur pTRIN76 possédant un géne de résistance a cet antibiotique.
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pTRIN76

Figure 23 : Structure du plasmide pTRIN76 (d’apres Sturtz et al., 1998)

PolyA : séquence de polyadénylation, issue du génome du virus SV40

Clal : site de restriction permettant le clonage du géne DR7

TRIP : promoteur répressible et inductible par la tétracycline (d’aprés Gossen et Bujard, 1992)
tTA : protéine transactivant le promoteur TRIP, sous le contréle d’un promoteur fort issu du
HCMV, et pouvant former un complexe (alors inactif) avec la tétracycline

IRES : séquence permettant le recrutement de ribosomes

Neo® : géne de résistance a la néomycine

Dans I’optique d’étudier le réle potentiel de DR7 dans le LH, nous avons choisi de
surexprimer cette protéine dans la lignée lymphocytaire BJAB. Cette lignée est issu d’un patient
atteint d’un lymphome de Burkitt, et ne contient ni le virus HHV-6 ni le virus EBV, sous quelque
forme que ce soit (latente ou réplicative). Les cellules BJAB sont des lymphocytes B matures, ce
qui correspond au type cellulaire duquel sont supposées dériver les cellules de Reed-Sternberg
(RS), qui sont les cellules cancéreuses typiques du LH, et dont la détection valide le diagnostic
(Kuppers, 2009).

L’étude présentée ci-aprés a donc visé a rechercher au sein de cellules BJAB
surexprimant DR7, la survenue d’éveénements cellulaires connus au sein des cellules RS, afin

d’étayer ou non I’hypothése selon laquelle DR7 participe a la physiopathologie du LH.

I11. Recherche de dérégulations détectees au sein des cellules de Reed-

Sternberg

Comme rappelé précédemment, les cellules RS possédent un phénotype particulier. Ces

cellules présentent notamment des réarrangements et des mutations somatiques au niveau de la
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région V du gene des immunoglobulines, une perte globale du programme d’expression génique

des cellules B, et la co-expression de marqueurs de differents types cellulaires.

Plusieurs facteurs clés interviennent dans la maturation des cellules B : EBF-1 (early B-
cell factor 1) exprimé faiblement dans les cellules RS, PAX5 dont la plupart des géne cibles sont
dérégulés dans les cellules RS, Notch-1 qui est un régulateur négatif du programme d’expression
génique des cellules B et qui est fortement exprimé dans les cellules RS, et enfin E2A. Le géne
E2A code pour deux facteurs nommes E12 et E47, qui sont exprimés normalement, mais dont la
fonction est inhibée par les facteurs ABF1 et 1d2 dans les cellules RS (Mathas et al., 2006). 1d2
est notamment fortement exprimé dans ces cellules RS (Renne et al., 2006).

De plus, les cellules RS co-expriment plusieurs marqueurs issus de différents lignages
cellulaires. Nous nous sommes intéressés dans cette étude a quatre protéines en particulier :

- Le récepteur CD30 est une protéine membranaire appartenant a la famille des récepteurs au
TNF. CD30 interagit notamment avec les facteurs TRAF2 et TRAFS5, et stimule le signal de
transduction cellulaire menant a ’activation de la voie NFkB (Aizawa et al., 1997). La
protéine CD30 est fortement exprimée dans les cellules RS.

- Le marqueur CD83 est une glycoprotéine appartenant a la superfamille des
immunoglobulines, exprimeée dans les cellules dendritiques matures (Cao et al., 2005). Une
étude menée par Sorg et al. (1997) a montré la présence de CD83 au sein de cellules
malignes dans des ganglions lymphatiques issus de LH de 22 des 23 patients étudiés. Par
ailleurs, Hock et al. (2004) ont montré une forte expression du CD83 dans plusieurs lignées
cellulaires dérivées de cellules de Reed-Sternberg.

- Le CD99 (ou MIC2) est une glycoprotéine exprimée de maniére globale par les leucocytes.
Son expression est plus particulierement forte dans les cellules progénitrices
hématopoiétiques (Dworzak et al., 1994). 1l a été montré que I’inhibition de ’expression de
CD99 dans les cellules BJAB entraine un phénotype proche des cellules RS, et que les
cellules RS (issues de patients ou lignées cellulaires) ont une expression réduite de cette
protéine (Kim et al., 1998). Cette méme étude montre également qu’une expression forcée de
CD99 au sein de cellules RS entraine I’abolition de leurs principales caractéristiques.

- La protéine GCET1 (germinal center B-cell expressed trancript 1, ou serpine A9 ou
centerine) est un inhibiteur de protéase a sérine exprimé dans les cellules B du centre

germinatif. Bien que son role reste encore inconnu, GCET1 a été montré comme un
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marqueur spécifique de cellules malignes issues de lymphomes dérivant du centre germinatif,
avec en particulier le type L&H de cellules RS retrouvées dans la forme a prédominance
lymphocytaire du LH (Paterson et al., 2008 ; Montes-Moreno et al., 2008).

Afin de comprendre I’implication de ’'HHV-6, et plus particulierement de la protéine
DR?7, dans la physiopathologie du LH, nous avons étudié les conséquences de la surexpression de
DR7 dans la lignée lymphocytaire B BJAB, en recherchant plusieurs dérégulations également
observées dans les cellules RS. La mise en évidence d’un phénotype proche des cellules RS,
induit par la protéine DR7, argumenterait alors en faveur d’un rdle possible de ’'HHV-6 dans la
lymphomagenese du LH.

Outre les caractéristiques accrues de proliférations cellulaires et de résistance a 1’apoptose
propres a un phénotype malin, nous avons étudié I’expression des marqueurs CD30, CD83, CD99
et GCET1 dans les cellules surexprimant DR7, comparativement aux cellules témoins.

L’expression d’Id2 a également ét¢ étudiée, au niveau transcriptionnel et traductionnel.

Le premier article présenté ci-dessous regroupe différents résultats obtenus au sein du
laboratoire, sur I’implication de DR7 dans le LH. Notre travail a été réalisée en collaboration
avec Aurélie Lacroix et concerne 1’étude de I’expression du facteur Id2 dans la lignée cellulaire
BJAB surexprimant DRY7.

Le second article présenté montre 1’influence de la surexpression de DR7 sur la
prolifération, la résistance a 1’apoptose et 1’expression des protéines CD30, CD83, CD99 et

GCET1 dans les cellules BJAB.
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V. Article 4

Involvement of human herpesvirus-6 variant B in classic Hodgkin's lymphoma via DR7
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I. Discussion des articles 4 et 5

L’implication de ’'HHV-6 dans le LH, notamment via la protéine DR7, est étudiée depuis
plusieurs années et sous plusieurs aspects au sein du laboratoire.

Une premiére étude réalisée sur une cohorte de patients atteints de lymphoproliférations, a
montré la présence du génome de I’HHV-6 au sein de ganglions lymphatiques de 35,1% des
patients atteints du LH, 22,2% des patients atteints de lymphomes a cellules B, et 23,1% des
patients atteints de lymphomes a cellules T ou NK (Collot et al., 2002).

Une seconde étude a visé a détecter simultanément la présence de ’HHV-6 et de ’EBV
par PCR quantitative en temps réel, au sein de ganglions lymphatiques d’une cohorte de 86
patients atteints de LH, I’EBV représentant I'unique implication virale actuellement reconnue
officiellement dans le LH. Des prévalences de 61,6% et 79,1% ont été observées pour ’EBV et
I’HHV-6, respectivement. En outre, une prévalence accrue de ’EBV a été montrée dans la forme
a cellularité mixte (80,0% des cas), alors que ’'HHV-6 a été détecté préférentiellement dans la
forme scléro-nodulaire (83,6% des cas). Parmi les échantillons positifs pour ’HHV-6, le variant
B a été trouvé dans une large majorité des cas (63 sur 68). Ces résultats suggerent un réle
potentiel de ’'HHV-6 dans le LH. Le fait que ’'HHV-6 soit détecté en absence de ’EBV dans 27
cas cliniques de LH sur 86 argumente en faveur de cette hypothese.

Ces ¢études ont mené notre équipe de recherche a considérer ’'HHV-6, et notamment le
variant B, comme un virus potentiellement oncogéne. L’HHV-6 a été initialement isolé a partir
de PBMC:s issus de patients souffrant de désordres lymphoprolifératifs (Salahuddin et al., 1986),
et diverses études ont depuis cherché¢ a comprendre le role de I'HHV-6 dans les
lymphoproliférations (Ogata, 2009). Les premieres études qui ont étudié le potentiel oncogénique
de ’HHV-6 ont consisté a cloner divers fragments du génome du variant A de ’HHV-6 puis a les
utiliser pour transfecter la lignée cellulaire murine NIH3T3. Seul le fragment Sall-L a montré
alors une activité transformante (Razzaque, 1990 ; Thompson et al., 1994). Il a ensuite été
démontré qu’un seul ORF était responsable des propriétés transformantes du fragment Sall-L :
I’ORF1 ultérieurement appelé gene DR7 (Kashanshi et al., 1997 ; Gompels et al., 1995).

Une interaction entre la protéine DR7 issue du variant A (DR7A) et la protéine p53 a été
montrée (Kashanshi et al., 1997). Notre laboratoire a montré que p53 interagit également avec

DR7B, et que la présence de DR7B entraine une augmentation de la transcription des sous-unités

150



p50 et p65 (ou RelA) du complexe NFxB, ainsi qu’une stimulation de 1’activité NFkB,
confirmant ainsi le caractére oncogeéne du variant B de ’'HHV-6.

Un anticorps polyclonal dirigé contre la protéine DR7B a été produit, et son utilisation a
permis a notre équipe de recherche de montrer la présence de cette protéine au sein de cellules RS
issues de ganglions lymphatiques de patients atteints de LH et n’étant pas infectées par I’EBV.
Cette derniére étude nous a conduit a suspecter un role potentiel de I’oncoprotéine DR7B dans la
formation des cellules RS.

Afin d’étayer cette hypothése, nous avons transfecté la lignée cellulaire BJAB afin d’y
surexprimer la protéine DR7B. Bien qu’une lignée cellulaire posseéde, par définition, un caractere
cancéreux, le fait que DR7B induise une capacité proliférative accrue confirme un aspect
oncogene certain de cette protéine. Par ailleurs, les cellules surexprimant DR7B ont également
montré une résistance a I’apoptose entrainée par une irradiation aux rayons ultraviolets (UV),
signifiant ainsi que DR7B est capable d’induire un signal anti-apoptotique. L’irradiation des
cellules BJAB par rayonnement UV & une dose de 100J/m? comme cela a été réalisé dans cette
étude, a été montré comme entrainant 1’apoptose, par Chatterjee et Wu (2001).

Le BAY11-7082 est une molécule de synthese permettant de blogquer de fagon irréversible
la transduction du signal de la voie NFxB. En effet cette molécule inhibe la kinase responsable de
la phosphorylation de 1kBa (IKK) de fagon spécifique. IxBa, en se fixant sur NFxB, est un
facteur régulant négativement 1’action de ce complexe. La phosphorylation de IkBa entraine un
changement conformationnel ne lui permettant plus de lier le complexe NF«xB, et le laissant ainsi
libre de déclencher la transcription de genes cibles (figure 24). Le traitement de cellules BJAB
avec le BAY11-7082 a une concentration de 3uM entraine une forte diminution de la présence de
la forme phosphorylée de IkBa, comme montré par Terrin et al. (2008). Dans notre étude, le
traitement des cellules BJAB surexprimant DR7B avec le BAY11-7082 (3uM) a entrainé une
diminution significative de I’apoptose induite par un rayonnement UV, montrant que le signal
anti-apoptotique induit par DR7B implique la voie NFkB, apportant ainsi un élément
supplémentaire en faveur d’une stimulation de cette voie par DR7B, notamment via ’action de
IKK.
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Figure 24 : Mécanisme d’action de la voie classique NF«kB (d’apres Wikimedia Commons).

L’évaluation par Western-blot de 1’expression protéique basale des protéines anti-
apoptotique et pro-apoptotique Bcl-2 et Bax, respectivement, a confirmé que DR7B induit un
signal de résistance a 1’apoptose. En effet, lorsque DR7B est exprimé dans les cellules BJAB, la
protéine Bcl-2 est surexprimée, alors que Bax est sous-exprimé, comparativement aux cellules
BJAB témoins.

La sous-régulation de la protéine Bax n’est pas conforme a la littérature concernant les
cellules RS. En effet cette protéine semble étre exprimée fréquemment au sein des cellules RS.
Une étude basée sur une cohorte de 260 patients a par exemple montre la présence de Bax au sein
de cellules RS issues de ganglions lymphatiques de 245 de ces patients, soit 94.2% des cas
(Rassidakis et al., 2002). Bai et al. (2007) ont montré que I’expression de la protéine Bax est

significativement plus forte dans les cellules RS exprimant également Bcl-2, et suggeérent que la
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présence de Bcl-2 contre le signal pro-apoptotique dans ces cas de figure, contribuant ainsi a la
survie des cellules RS.

L’analyse de I’expression protéique de CD30, CD83, CD99 et GCETI s’est révélée
conforme a ce qu’il peut étre attendu quant a un phénotype proche de celui des cellules RS : les
protéines CD30, CD83 et GCETL1 sont surexprimées alors que CD99 est sous-exprimé dans les
cellules produisant DR7B, comparativement aux cellules témoins.

Enfin, le niveau d’expression d’Id2 s’est révélé fortement diminué, tant au niveau

transcriptionnel que traductionnel, lorsque DR7B est présent dans les cellules BJAB.

L’ensemble de ces résultats montre que la protéine DR7B est capable d’induire diverses
dérégulations entrainant un changement de phénotype qui tend alors vers celui des cellules RS :
capacité proliférative augmentée, résistance a 1’apoptose notamment via une stimulation de la
voie NF«xB, augmentation du niveau d’expression d’Id2, suggérant ainsi une perte relative du
programme d’expression génique des cellules B, et sur- ou sous-expression aberrante de protéines

de facon analogue aux cellules RS.
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Conclusions — perspectives

Ce travail de thése s’est articulé autour de deux grands axes distincts. Une premiére partie
a visé¢ a comprendre le role de ’'HHV-6 dans les syndromes d’hypersensibilit¢ médicamenteuse
ou DRESS, et I’objectif de la seconde partic a été de continuer et approfondir une étude menée
depuis plusieurs années au sein du laboratoire de virologie dirigé par le professeur Sylvie Rogez,
concernant I’implication de ’HHV-6B, et plus particulierement de la protéine oncogéne DR7B,
dans le lymphome de Hodgkin.

. HHV-6 et DRESS

Il a été montré depuis plusieurs années que le DRESS est associé & une réactivation de
I’HHV-6 principalement, mais également d’autres herpesvirus tels que I’EBV. Plusieurs
hypothéses ont été émises concernant la cause du déclenchement de ce syndrome. Les premiéres
études japonaises ont considéré la réactivation de I’HHV-6 comme une consequence des premiers
symptomes du DRESS (notamment une immunodéficience transitoire), capable d’alourdir le
bilan symptomatique global & court ou moyen terme. Une réaction immunitaire dirigée contre la
drogue était considérée comme la cause du déclenchement du syndrome (le terme «drug
allergy » était utilisé), et la réactivation virale comme un élément (non négligeable) des
symptdmes observés ultérieurement (Hashimoto et al., 2003).

L’hypothése mettant en avant la réactivation de ’'HHV-6 comme un événement précoce
et causal du déclenchement du syndrome a cependant été émise par I’équipe du docteur Kano a
partir de 2006 (Kano et al., 2006a ; Shiohara et al., 2006). Il a alors été suggéré que la
réactivation virale a lieu durant la prise médicamenteuse, et entraine par la suite une réaction
immunitaire antivirale specifique (expansion clonale T) responsable des symptomes du DRESS.

Cette réponse immunitaire spécifique du virus pourrait alors donner lieu a d’autres expansions
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clonales T secondaires, spécifiques de la drogue.

Les résultats obtenus dans ce travail ont permis d’étayer cette derni¢re hypothese (figure

25), en confirmant la fréquence de la réactivation de I’HHV-6 (ainsi que celle de ’EBV ou de

I’HHV-7) au sein d’une cohorte de patients atteints de DRESS, et en mettant en évidence une

action de la drogue in vitro, entrainant une stimulation de la réplication virale. Plusieurs points

sont importants a retenir :

Une éventuelle stimulation in vitro de la réplication virale par la présence de drogue semble
dépendre du modele cellule/virus utilisé. Le phénomeéne observé concernant I’EBV sur la
lignée Raji n’a par exemple pas été retrouvé en utilisant les lignées Namalwa et P3HR1.

Les mécanismes par lesquels les drogues peuvent entrainer une réactivation virale different
probablement selon les molécules considérées. Méme s’il est probable que le valproate de
sodium et la carbamazépine agissent via leur activité inhibitrice des histones déacétylases,
I’amoxicilline qui ne posséde pas une telle propriété s’est révélée capable de stimuler la
réplication de I’HHV-6. Il est alors imaginable que certains de ces mécanismes nécessitent
plusieurs populations cellulaires et ne soient pas observables in vitro.

La réactivation de I’HHV-6 en tant que conséquence d’une réaction immunitaire dirigée
contre la drogue incriminée, ou en tant qu’événement « opportuniste » suite a une situation
immunodépressive au cours du DRESS, n’est pas une hypothése a écarter. Ces cas de figure
sont notamment argumentés par la capacité de certaines drogues a activer des lymphocytes T
(Wu et al., 2006 ; Mauri-Hellweg et al., 1995), et par ’hypogammaglobulinémie transitoire
apparaissant en début de syndrome (Kano et al., 2004).

L’administration de drogues pouvant potentiellement avoir une action sur la réplication
virale, a des patients souffrant de DRESS, peut expliquer une recrudescence soudaine des
symptdmes. Ce phénomene est notamment observé pour les patients subissant un traitement
anticonvulsivant, développant un DRESS, et dont le traitement est alors arrété au profit d’une

autre molécule anticonvulsivante.

L’analyse virologique d’une cohorte de patients atteints de DRESS a permis de confirmer

une forte prévalence de ’THHV-6 associée a ce syndrome, et d’observer une prédominance nette

du variant B (100% des cas dans 1’étude présentée). L’EBV semble également étre retrouveé

fréquemment dans ce syndrome, alors que le HCMV et ’THHV-7 semblent avoir un role de
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moindre importance.

Il serait intéressant, en perspective a ce travail, d’étudier la réplication virale de ’'HHV-6 en

présence de drogues, au sein de PBMCs issus de patients souffrant de DRESS. Une telle

opportunité permettrait de s’affranchir de la condition d’une éventuelle prédisposition génétique,

et constituerait un modele d’étude particulicrement proche de la réalité. La difficulté d’obtention

et la courte durée d’utilisation de tels échantillons biologiques reste cependant une difficulté

majeure a la réalisation d’un tel projet.

Par ailleurs, 1’utilisation d’une lignée cellulaire comportant la forme latente de ’THHV-6,

permettrait d’étudier les conséquences de la présence de drogues associées au DRESS, sur la

réactivation (et non la réplication) de ’'HHV-6.

Prise médicalenteuse DRESS
Réactivation Réaction
virale (HHV-6, immunitaire
EBV, HCMV,
? HHV-7)
Intensité ?
Symptomes
Eosinophilie Hépatite
Immunodépression Syndrome
(hypogammaglobulinémie mononucléosique

Temps

Il. HHV-6 et lymphome de Hodgkin
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L’implication de 'HHV-6 dans le LH a fait I’objet de plusieurs études depuis sa
découverte, bien que ces derniéres aient abouti a des résultats discordants entre eux (Ogata,
2009). Quelques études ont cependant recherché la présence d’un antigéne de ’HHV-6 au sein de
tissus hodgkiniens mais elles se sont révélées peu ou non concluantes quant a un réle de ce virus
dans le LH (Trovato et al., 1994 ; Valente et al., 1996, Luppi et al., 1998). Seule I’étude menée
par I’équipe de Luppi (1998) a mis en évidence la présence de la protéine précoce p41 de 'HHV-
6, au sein de cellules RS chez deux patients issus d’une cohorte en comprenant quatorze.
Plusieurs publications ont rapporté une fréquence élevée de détection de I’ADN de I’HHV-6 dans
des ganglions de LH, avec une tendance accrue dans les formes scléro-nodulaires (Torelli et al.,
1991 ; Collot et al., 2002 ; Lacroix et al., 2007). La rareté de détection d’antigénes d’HHV-6 dans
les tissus cancéreux, et notamment dans les cellules RS, argumentait alors en défaveur d’un role
majeur de ce virus dans la lymphomagenése du LH.

De récents travaux issus de notre laboratoire ont cependant apporté de nouveaux éléments
dans cette interrogation, en montrant par immunohistochimie la présence de la protéine DR7 du
variant B de ’'HHV-6 dans des infiltrats de ganglions lymphatiques de LH, et notamment dans
des cellules RS. La protéine DR7A a précédemment été décrite comme oncogene, et notre équipe
de recherche a confirmé une nature similaire pour DR7B, en montrant sa capacité a lier la
protéine suppresseur de tumeur p53, et a stimuler 1’activité NFxB. Ces résultats suggerent alors
une action potentielle de DR7B dans la pathogenése du LH.

Lors de ce travail, la surexpression de DR7B dans la lignée lymphocytaire B BJAB a
permis de mettre en évidence des dérégulations propres a un phénotype cancéreux, que sont une
prolifération accrue, et une résistance supplémentaire a 1’apoptose. L utilisation du BAY11-7082,
un inhibiteur spécifique de IKK, a montré que cette diminution de la mort cellulaire en réponse a
un stress implique notamment NFxB, ce qui corrobore le fait que DR7B active de facon non
négligeable cette voie. L’évaluation de I’expression basale de Bax (pro-apoptotique) et Bcl-2
(anti-apoptotique) dans les cellules BJAB exprimant DR7B, a montré une sous- et une
surexpression respectives de ces protéines, confirmant ainsi un statut anti-apoptotique particulier.

Enfin, plusieurs dérégulations retrouvées dans les cellules RS ont été également détectées
dans les cellules BJAB produisant DR7B, suggerant ainsi que cette protéine est capable de
participer a la lymphomagenése du LH: sous-régulation de CD99, et sur-régulation des

marqueurs CD30, CD83, GCETL1 et Id2, la surexpression de ce dernier facteur suggérant une
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perte relative du programme d’expression génique des cellules B (figure 26).

HHV-6
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\
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\
\
\
\
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(142, CD30, CD83, CD99, GCET1)

Figure 26 : Actions de ’HHV-6 sur la cellule via le géne DR7

Les mécanismes par lesquels DR7B induit une dérégulation de I’expression d’1d2, CD30,

CD99, CD83 et GCET1 restent inconnus. Il a cependant ét¢é montré qu’une activation de la voie

NF«kB entraine la surexpression de CD83 et la sous-expression de CD99 (Dudziak et al., 2003 ;

Lee et al., 2001).

Ces résultats argumentent donc fortement en faveur d’un réle oncogéne de I’HHV-6 dans
le LH. A I’issue de ce travail, plusieurs remarques doivent rester a I’esprit :

- La lignée BJAB a été choisie dans ce modele d’étude car les cellules RS sont supposées
dériver de cellules B matures. Bien que de nombreux éléments argumentent en faveur de cet
état, ce n’est pas totalement avéré et la possibilité que les cellules RS dérivent de cellules T
ou encore de cellules dendritiques reste présente (Kuppers, 2009).

- Les déerégulations observées au sein de notre étude sont dues a une expression constitutive de

DR7B. Lors du travail de détection de DR7B par immunohistochimie sur des coupes de
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ganglions de patients atteints de LH mené par le laboratoire, cette derniere protéine a été
surtout observée dans les cellules RS comparativement aux cellules infiltrantes, avec un
marquage relativement intense. Le complexe de glycoprotéines virales gp116/54/64 a quant a
lui été observé dans les cellules infiltrantes dans la totalité des échantillons et dans une
moindre mesure dans les cellules RS. Il semblerait donc que la protéine DR7 s’accumule
dans les cellules RS, contrairement au complexe de protéines structurales gp116/54/64, ce
qui suggére un état réplicatif particulier de ’HHV-6 dans ces cellules.

- Bertelsen et al. (2010) ont confirmé la capacité de ’HHV-6B a entrainer une sous-régulation
de CD83. Ceci a été montré au sein de cellules dendritiques immatures. L’infection de ces
cellules par ’THHV-6B entraine leur maturation, mais ne semble pas permettre la production
de virions.

- Le degré de participation de ’HHV-6 a la pathogenése du LH reste encore a déterminer.
L’HHV-6 n’est pas détecté dans les ganglions lymphatiques de tous les patients atteints de
LH, et d’autres ¢léments sont actuellement a 1’étude quant a leur participation a la
lymphomagenése dans cette pathologie (mutations somatiques, réarrangements géniques,
EBV...). Peu de travaux ont jusqu’a présent recherché un réle possible de ’'HHV-6 dans le
LH, alors que les mécanismes par lesquels ’EBV participe a cette pathologie font par

exemple I’objet de nombreuses publications.

Il serait d’un intérét certain d’approfondir les connaissances des mécanismes par lesquels
DRY7 transforme la cellule. Plusieurs voies de signalisation cellulaires peuvent étre explorées
quant a leur implication dans 1’action de DR7 : les MAP kinases, les Janus kinases (Jak-Stat),
PI3K-Akt, Erk et AP1. Ces voies sont fortement sollicitées et dérégulées dans le LH, et une
action de DR7 sur ces derniéres renforcerait son implication en tant qu’oncogene. Le facteur
Notchl1, fortement exprimé dans les cellules RS, semble aussi étre un bon candidat d’étude dans
ce contexte.

Afin de déterminer de fagon plus large les conséquences cellulaires d’une surexpression de
DR7B, une stratégie d’étude des dérégulations du transcriptome par utilisation de puces a ADN,
permettrait de « balayer » les différentes voies de signalisation ou autres évenements cellulaires,
et ainsi de determiner quelles voies seraient intéressantes a etudier. Un tel travail est

actuellement en cours au sein du laboratoire. Des résultats préliminaires ont notamment permis
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d’orienter la recherche de dérégulations induites par DR7B vers les mécanismes de contréle du
cycle cellulaire.

Plusieurs autres protéines de I’HHV-6 ont été décrites comme aptes a transactiver le
promoteur du LTR du VIH : U94, U89 (IE-A), U16 (IE-B), U3 ou U27. Cependant chacune de
ces derniéres nécessite les sites de fixation Spl et NFkB, alors que DR7 n’a besoin que de la
boite TATA du promoteur du LTR. Par ailleurs, DR7 est I’unique géne de I’HHV-6 actuellement
décrit comme codant une protéine ayant des capacités transformantes (Doniger et al., 1999).
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Role de I’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6)
dans le syndrome d’hypersensibilté médicamenteuse et le lymphome de Hodgkin
Résumé
L’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) est un virus lymphotrope, présentant deux variants A et
B. Le variant B est associé au syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse ou DRESS (drug rash with
eosinophilia and systemic symptoms), et est également étudié pour son implication dans le lymphome de
Hodgkin (LH).

Le DRESS est une maladie rare, qui apparait en réponse a une prise médicamenteuse, se
manifestant par une fieévre élevée, une éosinophilie et une éruption cutanée importante et qui peut
s’accompagner d’une atteinte viscérale. La réplication in vitro de ’HHV-6 a été quantifiée en présence de
molécules causales du DRESS. Une stimulation de la réplication virale en présence de valproate de
sodium, carbamazépine et amoxicilline a été mise en évidence, suggérant que la réactivation de ’HHV-6
est un événement précoce dans le déroulement du DRESS. De plus, I’étude des données virologiques de
patients atteints de DRESS a permis de confirmer que la réactivation de ’HHV-6 est un phénomene
fréquent dans cette maladie.

Afin de préciser le role de ’"HHV-6 dans le LH, 1’action de I’oncoprotéine virale DR7 sur le
comportement cellulaire a été étudiée. Des dérégulations similaires a celles décrites dans les cellules de
Reed-Sternberg, caractéristiques du LH, ont été observées dans des cellules B surexprimant DR7. Ces
dérégulations aboutissent a une prolifération et une résistance a la mort cellulaire accrue, ainsi qu’a une
modulation de I’expression de marqueurs spécifiques.

Ces travaux ont permis de montrer que la réactivation de ’HHV-6 est un événement précoce et
causal dans le DRESS, et d’argumenter en faveur d’un réle pathogénique de ’'HHV-6 dans la
lymphomagenése du LH.

Mots-clés : HHV-6, syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse, lymphome de Hodgkin, DR7, cellule de
Reed-Sternberg

Role of human herpesvirus 6 (HHV-6)
in drug hypersensibility syndrome and Hodgkin’s lymphoma
Abstract

Human herpesvirus 6 (HHV-6) is a lymphotropic virus which exists as two variants named A and
B. B variant is associated with drug hypersensitivity syndrome or DRESS (drug rash with eosinophilia
and systemic symptoms), and is studied for its implication in Hodgkin’s lymphoma (HL).

DRESS is a rare, drug-induced reaction, characterized by high fever, eosinophilia, cutaneous
eruption and potential visceral involvement. HHV-6 replication in vitro was quantified in presence of
drugs responsible for DRESS. A stimulation of viral replication by sodium valproate, carbamazepine
and amoxicillin was shown, suggesting that HHV-6 reactivation is an early event in the time course of
DRESS. Moreover, virological data from DRESS patients allow us to observe that HHV-6 reactivation
is a frequent event in DRESS.

The role of HHV-6 in HL was studied through viral oncoprotein DR7 action on cellular functions.
B cells overexpressing DR7 exhibited deregulations similar to those reported for Reed-Sternberg cells,
which are characteristic cells of HL. Increased proliferation and cell death resistance, and modulation
of specific markers were observed.

This work showed that HHV-6 reactivation is an early and causative event in DRESS, and results
concerning DR7 argue in favour of a pathogenic role of HHV-6 in HL.

Keywords : HHV-6, drug hypersensitivity syndrome, Hodgkin’s lymphoma, DR7, Reed-Sternberg cell
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