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INTRODUCTION



Introduction générale

L’herpésvirus de type 6 est un virus ubiquitaire qui infecte presque 100% de la
population mondiale. Le virus est responsable de la roséole infantile chez les nourrissons. Il
est lié¢ a des symptdmes graves chez les immunodéficients alors que I’infection des adultes
immunocompétents est généralement asymptomatique.

Les HHV-6A et B ont la particularité de pouvoir s’intégrer dans le génome humain.
Cette forme de virus a été baptisée « CIHHV-6 » (chromosomally integrated HHV-6). Le
CIHHV-6 est retrouvé dans toutes les cellules nucléées du corps au niveau des télomeéres de
deux chromatides sceurs. Il est transmis verticalement par 1’hérédité.

A ce jour, le mécanisme d’intégration de ’'HHV-6 reste a élucider et le CIHHV-6 n’est
toujours pas lié a aucune pathologie alors que la prévalence de cette forme de virus dans la
population mondiale est estimée de 1 a 2%.

La taille du génome viral (environ 160 Kb) intégrant le chromosome humain nous a
intrigué et poussé a nous demander si cette intégration passerait inapercue ou a I’inverse, elle
pourrait induire des instabilités quelconques dans le génome intégré surtout qu’elle semble
avoir lieu au niveau des télomeéres connus pour leur fonction a assurer l’instabilité du
chromosome et donc du génome.

En général, une réactivation de I’HHV-6 latent dans certaines circonstances peut
conduire & de graves complications notamment chez les patients transplantés.

Bien que la réactivation de certains herpésvirus (EBV, CMV, HHV-7) ait été rapportée
lors de la maladie du DRESS, la réactivation accrue de ’'HHV-6 a souvent été observée
durant ce syndrome d’hypersensibilit¢é médicamenteuse.

Normalement, lorsqu’un HHV-6 est en stade de latence, son ADN est présent dans le
noyau de la cellule héte sous une forme épisomale circulaire. Depuis la découverte de la
forme intégrée de I’THHV-6, elle était considérée comme un stade de latence n’aboutissant pas
a la formation de virions. Alors nous étions curieux pour savoir si des médicaments

incriminés dans le DRESS pourraient faire réactiver le CIHHV-6 ou pas.
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PARTIE 1 : L’HERPESVIRUS HUMAIN DE TYPE 6

I.  Herpésvirus : classification

Les herpesvirus appartiennent a la famille des Herpesviridae dont les membres ont en
commun notamment la structure des virions. Environ 100 herpésvirus ont été caractérisés,
infectant les animaux ou les humains (Braun et al., 1997). A ce jour, 8 virus sont identifiés
comme étant strictement humains (Tableau I).

En se reposant sur certains critéres dont la structure du génome, le pourcentage de GC
de la séquence nucléotidique, les sites de latence et le tropisme in vitro, les herpesvirus
humains sont classés en trois sous-familles : a, p et y et 6 genres (De Bolle et al., 2005)

Les Alphaherpesvirinae comportent : les herpés simplex virus de type 1 (HSV-1) et de
type 2 (HSV-2) ainsi que le virus de la varicelle et du zona (VZV). Ces virus sont neurotropes
et ont un cycle réplicatif court, d’environ 15 a 18h heures pour HSV et de 9 a 12 heures pour
VZV (Reichelt et al., 2009). Les Betaherpesvirinae regroupent le cytomégalovirus humain
(HCMYV), I’herpesvirus humain de type 6 (HHV-6), et I’herpésvirus humain de type 7 (HHV-
7). Ces virus sont lymphotropes et ont un cycle réplicatif relativement long (48-72 heures).
Les Gammaherpesvirinae comprennent le virus d'Epstein-Barr (EBV) et I’herpésvirus humain
de type 8, lié au sarcome de Kaposi (HHV-8 initialement appelé KSHV). lls infectent
spéecifiquement les lymphocytes B et les cellules épithéliales avec un cycle de réplication
d’environ 48 a 72h.

Les herpésvirus humains sont caractérisés par leur capacité a rester dans un état de
latence ou de persistance dans 1’hote qu’ils infectent, puis a se réactiver ultérieurement

notamment pendant des épisodes d’immunosuppression (Krueger et Ablashi, 2003).
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Taille Princinaux siéges Principales
Famille Sous-familles Genres Virus du Culture in vitro b g pathologies
. de la latence g
génome associées
Lésions faciales,
HHV-1 (HSV-1) labiales et oculaires,
Nombreux . .
. . . encéphalites
Simplexvirus 152 kb systemes ) — —
Alphaherpesvirinae cellulaires Neurones, _ggngllons Lesmps ggnltales,
HHV-2 (HSV-2) sensitifs herpes néonatal
dissémine,
Varicellovirus HHV-3 (VZV) 126 kb F'E roblgstes Varicelle, zona
umains
140-170 o .
) HHV-6 Kb Lymphocytes et Monocytes Roséole infantile
.% Roseolovirus 145-153 lymphoblastes Lymphocytes, Non formellement
= HHV-7 Kb humains cellules associé a une
2 Betaherpesvirinae endothéliales maladie
(5]
_8 Fibroblastes Cellules mon?)m?::g?s? ue
S Cytomégalovirus HHV-5 (HCMV) 229 kb X hématopoiétiques ) eosique,
7 humains infections
a8 CD34+, monocytes o
= congénitales
T Mononucléose
infectieuse,
lymphome de
Lymphocryptovirus HHV-4 (EBV) 172 kb Burkitt, lymphome
Lignées cellulaires de Hodglin,
Gammaherpesvirinae degl mphocvtes B Lymphocytes B carcinome
ymphocy nasopharyngé
Sarcome de Kaposi,
Rhadinovirus HHV-8 140 kb lymphome des

séreuses, maladie de
Castleman,

Tableau | : Caractéristiques des 8 herpesvirus humains
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Il. Découverte

En 1986, Salahuddin et ses collaborateurs ont été les premiers a isoler et caractériser un
nouvel herpésvirus a partir de cellules mononucléées du sang périphérique de 6 patients
souffrant de désordres lymphoprolifératifs, dont deux étaient aussi porteurs du virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) (Salahuddin et al., 1986). Ce nouveau virus isolé s’est
révélé étre un herpésvirus, différent des autres herpés sur les plans génomique et antigénique
ainsi que pour ses propriétés de croissance. Le virus a été nomme initialement «<HBLV»
(Human B-Lymphotropic herpésvirus), a cause de son tropisme pour les cellules B in vitro
(Josephs et al., 1986). Cependant d'autres études ont mis en évidence un tropisme préférentiel
pour les lymphocytes T CD4+. Par conséquent, il a été rebaptisé HHV-6, une appellation
indépendante du tropisme cellulaire du virus (Ablashi et al., 1987; Lusso et al., 1988).

Ultérieurement et en se basant sur des criteres moléculaires et biologiques, deux
groupes d’isolats d’HHV-6 ont été distingués (Schirmer et al., 1991). lls différent par les
séquences nucléotidiques de leurs génomes, le profil de restriction par les endonucléases, leur
réactivité vis-a-vis d’anticorps monoclonaux spécifiques et par leurs propriétés de croissance
in vitro (Ablashi et al., 1991). En conséquence, ils ont été désignés comme deux types
différents, nommés HHV-6A et HHV-6B (Dominguez et al., 1999).

Des souches prototypes ont eté identifiées pour chacun des deux types d’HHV-6 :

» Pour ’HHV-6A :
» La souche « GS », isolée aux Etats-Unis, a partir d’un patient atteint de désordre
lymphoprolifératif (Salahuddin et al., 1986).
= Lasouche «U1102 », issue d’un patient originaire d’Ouganda et séropositif pour le
VIH (Downing et al., 1987).
» Pour ’HHV-6B :
= La souche « HST », isolée a partir d’un patient japonais atteint d’exanthéme subit

(Yamanishi et al., 1988).

= La souche «Z29 », issue d’un patient originaire de Zambie et séropositif pour le
VIH (Lopez et al., 1988).
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I11. Morphologie de THHV-6

Le diamétre du virion de ’'HHV-6 est d'environ 200nm (2000 Angstroms) (Biberfeld et al.,
1987; Yoshida et al., 1989). Comme pour tous les herpesvirus, son ultrastructure est

composée de quatre éléments structuraux (Figure 1) (Pellett et Dominguez, 2001):

- Un core cylindrique, dense aux électrons, d’environ 60 nm de diamétre contenant le

génome viral sous forme d’un ADN bicaténaire, linéaire,

- Une nucléocapside de symétrie icosaédrique de diamétre allant de 90 a 110 nm. La
protéine « MCP » (Major Capsid Protein) constitue la structure de base des blocs de
capside. Les protéines MCP sont arrangées en 150 hexameéres et 12 pentameéres soit
162 capsomeres. D'autres composants minoritaires de la capside comprennent par

exemple la « SCP » (Small Capsid Protein) et la protéase virale.

- Un tégument se présentant sous forme d’une couche fibreuse dépourvue de structure
apparente, composeé d'un mélange de phosphoprotéines (Ul1, Ul4, U25...) et
d’enzymes nécessaires a la réplication de I’ADN. Cette couche occupe I'espace entre

I'enveloppe et la nucléocapside avec une épaisseur comprise entre 20 et 40 nm,

- Une enveloppe composée d’une bicouche lipidique dérivée de la membrane de la
cellule hote, dans laquelle des glycoprotéines virales sont encastrées (gB, gM, gN, gO,
gH, gL et gQ) et jouent un réle dans 1’adsorption du virus et la fusion de I’enveloppe
virale avec la membrane cellulaire, ce qui permet la pénétration du virus dans la

cellule
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Spicules

(b)

Tégument

ADN

Figure 1 : Ultrastructure des herpésvirus
(@), représentation schématique (http://www.nishikigoionline.com/phpbb2/album_pic.php?pic_id=13572)
(b), photographie en microscopie électronique (http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hsv-3bc.gif)

IVV. Structure génomique

Les ADN viraux de deux souches d’HHV-6B (Z29 et HST) et de la souche U1102
d’HHV-6A, ont été entierement séquencés (Gompels et al., 1995; Dominguez et al., 1999;
Isegawa et al., 1999). Le génome de ’'HHV-6 est composé d’une molécule d’ADN double
brin linéaire de 160 kb pour le type B et 162 kb pour le virus type A. L’architecture
génomique (Figure 2) consiste en un segment central d'environ 141 kb de séquence unique
« U », flanqué de deux répétitions directes terminales, orientées dans le méme sens, appelées
DRL (Direct Repeats Left) et DRR (Direct Repeats Right) de 8 a 9 kb, (selon le nombre de
passage du virus in vitro). La séquence unique est interrompue par trois répétitions
intermédiaires R1, R2 et R3, dans la région IE-A (immediate early A). Les répétitions directes
contiennent des éléments génétiques qui sont nécessaires pour la réplication et I’encapsidation
de I'ADN viral (Lindquester et Pellett, 1991). Les DR comprennent aussi deux petits blocs de
séquences repétees en tandem, similaires a celles trouvees au niveau des télomeres des
chromosomes humains (TTAGGG)n, appeles TRS (Telomere Repeat Sequences) (Thomson et
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al., 1994). Il a été supposé que ceci pourrait intervenir dans 1’intégration virale dans le
génome humain. Cette hypothése sera discutée plus en détail dans la partie « intégration de
I’HHV-6 dans le génome humain ». Aux extrémités du génome, il existe des eléments pacl et
pac2 adjacents aux motifs répété (TTAGGG)n. lls permettent la circularisation du génome
(par une simple liaison de téte-a-queue) en formant une jonction (pac2-x-pacl) ou X est un

site putatif de clivage jouant un role dans 1’encapsidation du génome.

Le génome de I’HHV-6B contient 97 genes codant 119 cadres de lecture ouverts
(ORFs), dont 9 absents chez ’'HHV-6A, nommés Bl a B9 (Figure 3). En méme temps, 9
autres ORFs de ’HHV-6A n’ont pas de correspondance chez ’HHV-6B, du fait de mutations
dans le cadre de lecture (Dominguez et al., 1999). Les ORFs encodés dans les répétitions
directes terminales sont identifiés par le préfixe « DR » allant de DR1 a DR7, alors que ceux
de la région unique sont nommeés « U » pour « unique », allant de U1 a U100, a partir de

I'extrémité gauche du génome.

Plusieurs génes de I’HHV-6 sont conservés et présents dans le génome de tous les
herpesvirus. lls sont regroupés en 7 blocs (annotés de | a VII) au sein de la région unique.
IIs codent principalement des protéines structurales du virion et des enzymes nécessaires pour
le métabolisme nucléotidique. Un bloc supplémentaire comportant 17 genes (U2 a U19) est
spécifique aux B-herpesvirinae. Il existe également des génes spécifiques aux roseolovirus
comme par exemple U20-21, U23-24, U26, U85 et U100. Enfin deux genes sont spécifiques
aux deux HHV-6: U83 et U94. U83 code une chimiokine fonctionnelle jouant un role
important dans la propagation de ’HHV-6 in vivo, par l'activation et I’acheminement des
cellules mononucléées vers les sites de la réplication virale (Zou et al., 1999). Le produit du
géne U94, lui, joue un réle dans la régulation de I'expression des génes viraux, permettant
d’instaurer et/ou maintenir 1’état d'infection latente (Rotola et al., 1998).

Dans I'ensemble, I'nomologie de séquence nucléotidique entre I’HHV-A et ’'HHV-6B
est de 90%, ce pourcentage variant en fonction des régions. Certaines régions sont conservées
entre les deux types a plus de 95% (U94, 98%), et d'autres montrent des divergences plus

élevées, avec une homologie inférieure a 75% (IE-1, 31%) (Dominguez et al., 1999).
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Figure 2 : Représentation schématique de 1'organisation du génome de P"HHV-6
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Figure 3 : Distribution des blocs de génes de I'HHV-6B.

B1-B9, ORF uniques de PHHV-6B ; U2-U19 génes conservés caractérestiques des bétaherpesvirinae ; 101K,
proténe antigénique du virion, produit du gene U1l ; PF, Factor-séquence de la polymérase ; RR, ribonucléotide
réductase ; Teg, grande protéine de tégument ; Pol, ADN polymérase ; gB, glycoprotéine B ; MDBP, protéine
majeure de liaison a ’ADN ; HP, complexe protéique hélicase/primase ; gH, glycoprotéine H ; MCP, protéine
majeure de capside ; Exo, exonucléase alcaline ; OBP, protéine de liaison a I’origine ; 1E1, géne trés précocel ;
Rep, géne homologue a rep de I’adeno-associated virus type 2 (AAV-2). D’aprés Dominguez et al.

18



V. Tropisme

L'HHV-6 ne peut se répliquer que dans des cellules d’origine humaine.

In vitro, les 2 types de ’'HHV-6 se répliquent efficacement dans des cellules T CD4+
(Takahashi et al., 1989). La souche GS de ’'HHV-6A est souvent propagée dans la lignée
humaine lymphoblastoide T HSB-2 alors que la souche UI102 est fréquemment cultivée sur la
lignée lymphocytaire T, J JHAN (Wyatt et al., 1990). La lignée lymphocytaire T, Molt-3 est
utilisée pour cultiver la souche Z29, alors que les cellules lymphoblastoides T humaines MT4
sont les plus adaptées pour cultiver la souche HST (Naesens et al., 2006). D’autres types
cellulaires sont infectés avec succés par I’HHV-6A et I’HHV-6B mais qui présentent une
faible permissivité aux virus, tels que les cellules tueuses naturelles NK, les fibroblastes, les
cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules microgliales, les astrocytes foetaux
et les oligodendrocytes (Albright et al., 1998). Cependant, seul ’THHV-6A peut provoquer une
infection productive dans les cellules astrocytaires humaines. La réplication virale semble étre
moins efficace dans les cellules mononuclées du sang périphérique ou des lymphocytes du
sang de cordon qu'elle ne I'est dans les lymphocytes T (Ablashi et al., 1987; Luka et al., 1990;
Simmons et al., 1992; Chen et al., 1994).

In vivo, THHV-6A et ’"THHV-6B se répliquent de maniére efficace dans les lymphocytes
T CDA4+ (Lusso et al., 1988; Takahashi et al., 1989; Lusso et Gallo, 1995). Les lymphocytes T
CDB8+ ne sont infectables que par ’'HHV-6A (Grivel et al., 2003). Cependant les molécules
CD4 et CD8 ne sont pas des récepteurs membranaires du virus. In vivo, ’THHV-6 peut infecter
une gamme plus large de cellules et il est possible de le trouver dans le tissu amygdalien, les

glandes salivaires, le cerveau, le foie, et le tissu endothélial.

L’HHV-6A et certaines souches de I’HHV-6B sont capables d'infecter les cellules gréace
a leur récepteur CD46 qui est une glycoprotéine ubiquitaire exprimée a la surface de la
majorité des cellules humaines (Santoro et al., 1999). Elle intervient dans la régulation de
I’activation du complément (Riley-Vargas et al., 2004). Récemment, une étude publiée dans
PNAS, a montré que la molécule CD134 (membre de la superfamille des récepteurs au TNF,
Tumor Necrosis Factor) est un récepteur cellulaire spécifique pour l'entrée de ’'HHV-6B
(HST et Z29).
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V1. Cycle réplicatif

VI1.1. Attachement, entrée dans la cellule hote

L'HHV-6 entre dans la cellule hote par un mécanisme d'endocytose. Le type A et
certaines souches de type B, utilisent la glycoprotéine membranaire CD46 en tant que
récepteur pour la fusion et I’entrée dans la cellule cible (Santoro et al., 1999) (Figure 4).
CD46 se lie aux fractions C3b et C4b du complément et les inactive, conduisant a la
protection de la cellule héte des dommages causeés par les facteurs du complément. (Liszewski
etal., 1991).

Les herpésvirus possedent plusieurs glycoprotéines associées a leur enveloppe. Les
glycoprotéines gL, gH, gM, gN et gB sont présentes chez tous les herpésvirus et jouent un
role dans I’entrée du virus dans la cellule cible. La glycoprotéine gQ, est unique aux
Roséolovirus, elle se lie au complexe gH/gL pour former le complexe gH/gL/gQ codé
respectivement par les genes U48, U82 et U100. Il a été décrit que dans le cas de ’"HHV-6A,
ce complexe sert de ligand pour le récepteur CD46 (Mori et al., 2003a; Mori et al., 2003b).
Puisque I’entrée du virus ne se fait pas dans toutes les cellules, ainsi I’existence d’un

corécepteur encore inconnu est évidente.

Récemment, une équipe japonaise a montré que la glycoprotéine gB de ’'HHV-6B et
I’HHV-6A avec le complexe gH/gL/gQ1/gQ2 sont nécessaires et suffisants pour la fusion de

I’enveloppe virale a la membrane cellulaire (Tanaka et al., 2013).

Tang et ses collaborateurs ont montré que certains HHV-6B (HST et Z29) rentrent dans
la cellule par le récepteur CD134 en interagissant avec le complexe gH/gL/gQ1/gQ2 (Tang et
al., 2013).

gH et gL peuvent former un complexe avec gO (codé par U47), ce complexe gH/gL/gO
se lie a un autre récepteur que le CD46 et qui n’est toujours pas identifié (Pedersen et
Hollsberg, 2006).

Apres la fusion de I’enveloppe virale a la membrane cellulaire, la nucléocapside ainsi
que la majorité des protéines de téegument sont libérées dans la cellule. Certaines de ces
protéines permettent I’initialisation de la synthése des composants viraux par les cellules.
Cependant, toutes les protéines du tégument ne sont pas détachées de la capside lors de

I'entrée. Il a été démontré que les proteines de tégument qui sont proximales de la capside
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restent associées a la capside jusqu'a ce qu'elle se fixe sur les pores nucléaires. La
nucléocapside virale entrant est transportée a travers le cytoplasme, trés probablement par
interaction avec le réseau de microtubules, jusqu’aux pores nucléaires ou le génome de 'ADN

viral est libéré dans le nucléoplasme.

V1.2, Transcription et production de protéines virales

Le virus utilise la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle de la cellule infectee
pour produire 3 classes de protéines virales : trés précoces ou immediate early (IE), précoces

ou early (E) et tardives ou late (L) (Figure 4, 5).

Les protéines IE ou a sont synthétisées quelques heures apres I'infection, les ARNm

sont en effet souvent détectés 3h apres ’infection. Elles sont pour la majorité des protéines

transactivatrices régulant I’expression d’autres génes.

Les protéines E ou B sont impliquées dans le métabolisme et la réplication de I'ADN

(par exemple I’ADN polymérase virale, produit du géne U38). L’expression des genes E
dépend de la synthese des protéines IE. Leurs ARNm peuvent étre détectés entre 3 et 8h apres

I’infection.

Les protéines L ou y sont parfois glycosylées. Leur expression est partiellement ou

totalement dépendante de la réplication de I'ADN viral. Ce sont des composantes de la
particule virale mature. Certaines sont des protéines de structure du virion, comme des
protéines de la capside (par exemple MCP, produit du gene U57), ou de I’enveloppe (par
exemple gH, produit du géne U48), d’autres sont impliquées dans 1’assemblage du virion. Les

ARNmM des génes tardifs sont détectés entre 8 et 72h apres 1’infection.

Il existe des mécanismes de rétrocontréle négatif dans la cascade transcriptionnelle du
génome de I’HHV-6 (Figure 4) : les protéines les plus tardives peuvent réguler négativement la

transcription des génes les plus précoces.
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Figure 4 : Schéma représentatif de contréle d'expression des génes viraux

Aprés son entrée dans le noyau, I’ADN viral se circularise par juxtaposition des DRs.

La réplication de I’ADN est controlée par 7 facteurs codés par des génes viraux. Tout
d’abord, la protéine de liaison a I’origine (Origine Binding Protein, OBP), codée par U73 et
présentant 97% d’homologie de séquence en acides aminés entre ’THHV-6A et HHV-6B, se
lie a ’origine de réplication « ori-lyt » localisée entre le géne U41 codant la protéine majeure
de liaison et le gene U42 codant un transactivateur (conservé chez les herpésvirus). La liaison
de « OBP » a « ori-lyt » provoque une dénaturation d’une partie de 1’épisome qui va donner
lieu a un « gap » ou « bulle de réplication » se traduisant par un espacement entre les deux
brins d’ADN. Cette bulle sera maintenue stable par un complexe hélicase/primase (composé
des produits des génes U43, U74 et U77) qui fournit également les amorces ARN qui
serviront plus tard a la synthése du brin d’ADN. Dans la bulle de réplication, I’ADN simple
brin est stabilisé par la protéine majeure de liaison a I’ADN (codée par U41), jusqu’a ce que
la synthése du deuxiéme brin soit catalysée par I’ADN polymérase (pU38) sous 1’action d’un
facteur de processivité codé par U27. Il existe aussi quatre protéines codées par les genes U79
et U8B0 qui sont soupconnés étre impliquées dans la réplication de I’ADN, mais leur réle n'est

pas encore connu (Taniguchi et al., 2000).

Au fur et a mesure de la synthése de nouveau brin d’ADN, un cercle roulant de
réplication est formé. Ceci génére de longs concatémeres correspondants a plusieurs copies du

génome les unes a la suite des autres.
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V1.3. Clivage, encapsidation

Certaines des protéines y produites (comme la MCP, la SCP, des protéines
d’échafaudage...) s’auto-assemblent sous forme d’hexameéres et de pentameres, qui serviront
a former les pro-capsides. Ces derniéres sont des capsomeéres creux permettant la pénétration
du génome viral.

La jonction formée par pacl et pac2 (pac2-a-a-pacl) est considérée comme un substrat
de clivage et d’encapsidation de I’ADN. Le clivage au niveau de la jonction pac2-pacl va
libérer le génome tout en fournissant de I'énergie (par hydrolyse de I'ATP) pour permettre
l'insertion de I'ADN viral dans la capside. L’encapsidation du génome est terminée lorsqu’un
deuxiéme événement de clivage survient au niveau de la jonction pac2-pacl suivante. Les

détails de ce mécanisme sont toujours inconnus.

V1.4. Bourgeonnement et libération du virion

Les capsides matures sortent du noyau vers le cytoplasme, elles acquiérent d’une
maniére temporaire, une membrane intermédiaire dépourvue de glycoprotéines. Une fois dans
le cytoplasme, et au sein de 1’appareil de Golgi ou du tégusome (ou les glycoprotéines virales
s’accumulent), les capsides acquierent un tégument et une enveloppe secondaire pourvue de
spicules. Ceux-ci seront successivement glycosylés dans des vésicules de transport avant la
sortie de la particule virale mature dans le milieu extracellulaire par exocytose (Torrisi et al.,
1999).

En revanche, il n’y a pas de glycoprotéines virales d’HHV-6 détectées au niveau de la

membrane cellulaire de la cellule infectée, ce qui n’est pas le cas pour les autres herpesvirus.

Le temps total pour la libération de nouveaux virions est de 72 h aprés I’infection (Figure 5).
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Figure 5 : Cycle réplicatif de I'HHV-6.

(TREMPE et al., 2011)

VII. Effet du virus sur les cellules hotes

L’infection par 'HHV-6 peut avoir différents effets sur la cellule-h6te, comprenant une
marginalisation de la chromatine qui a été observée d’une maniére considérable dans des
cellules MT4 infectées par ’HHV-6B (Nii et al., 1990). Un arrét de la réplication de I’ADN
(Di Luca et al., 1990) et une stimulation généralisée de la synthése protéique de la cellule
dépendante de la réplication de I’ADN viral, ont été observés au niveau de lymphocytes de
sang de cordon infectés (Balachandran et al., 1989; Black et al., 1992).

Ceci provoque un effet cytopathogéne (ECP) classique, caractérisé par une
«ballonnisation» des cellules infectées et conduit a la formation de cellules géantes
multinucléées (syncytia) (Salahuddin et al., 1986) (Figure 6). L’HHV-6 peut aussi moduler la
fluidité membranaire de la cellule et I’expression des récepteurs, ce qui pourra probablement

avoir une influence sur la surinfection par d’autres virus (Clark, 2000).
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Comme certains virus (HIV, EBV, CMV...) ’HHV-6 est capable de moduler
I’expression des cytokines et des lymphokines de la cellule-hote, dans le but d’échapper au
systéme immunitaire et de survivre. L’infection in vitro des cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC) par ’HHV-6 induit une augmentation de la production d’IFN-a, d’IL-
1B et de TFN-a (Flamand et al., 1991; Arena et al., 1997; Mossman, 2002). Mayne et al. ont
observé que I’infection de la lignée lymphocytaire T, Sup-T1 par ’'HHV-6A ou bien ’'HHV-
6B conduit a I’augmentation de I'expression des génes de I'lL-18, du récepteur de I'lL-2, des
membres des récepteurs de la superfamille des TNF-a, des MAP kinases (protéines kinases
activées par des mitogenes), et des protéines de signalisation Janus kinase (Mayne et al.,
2001). En revanche, il a été montré que cette infection conduit a la diminution de I’expression
d’IL-10, d’IL14 (Torelli et al., 1995), d’IFN-y (Arena et al., 1999) et d’IL2 (Flamand et al.,
1995). L’interaction du virus avec le récepteur CD46 inhibe la production de I’'IL-12 (Arena
et al., 1999) ; cette interleukine joue un réle-cl¢ dans I’orientation de la réponse immunitaire

vers une réponse humorale ou cellulaire.

Figure 6 : Effet cytopathogéne de I'HHV-6A sur cellules lymphoblastoides HSB-2
(grossissement x200).

L’infection par ’'HHV-6-A peut affecter ’expression de certains récepteurs cellulaires
de surface et d’antigenes. Elle va conduire a I’induction des molécules HLA-I et HLA-II dans
les cellules dendritiques immatures, et a I’inhibition du HLA-I dans les cellules dendritiques

matures.

L’infection par ’HHV-6 conduit a une diminution du niveau d’expression de CD3

(Lusso et al., 1991b) et a une augmentation de celle de CD4 (Mayne et al., 2001), y compris
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sur des cellules ne I’exprimant pas normalement, laissant penser a certains que I’HHV-6 peut

augmenter I’infectivité du VIH.

Il a été observé une augmentation de I’expression des TNFR1, récepteurs 1 pour le
TNF, a la surface de la lignée lymphocytaire T JJHAN CD4+ infectée par les types A ou B de
I’HHV-6, ce qui entraine 1'apoptose. Le niveau d’apoptose a €té augmenté par le TNF-a et les
anticorps anti-Fas. Curieusement, les cellules apoptotiques de ces cultures infectées abritaient
peu ou pas de virus, et I'apoptose a pu étre induite par des surnageants de culture sans virus,
ce qui indiqgue que des mécanismes indirects (via la production du TNF-a) peuvent

probablement étre a la base de I’apoptose observée (Inoue et al., 1997).

L’exposition (sans infection) des cellules in vitro a ’HHV-6A (strictement le type A)
induit I’apoptose des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes (Gardell et al., 2006).

Ainsi, il a été montré que I’infection par ’HHV-6A induit I’apoptose d’astrocytes
humains fétaux primaires PHFAs (primary human fetal astrocytes) via des voies caspases-

dépendantes et indépendantes (Gu et al., 2011).

Par contre d'autres études ont montré, sur différentes lignées cellulaires, que I’infection
par ’'HHV-6A ou B conduit & une protection des cellules contre 1’apoptose accompagnée
d’une augmentation importante du niveau d’expression de la protéine p53 (Takemoto et al.,

2004).

VIIl. Epidémiologie, transmission

L’HHV-6 est un virus ubiquitaire. L’infection par I'HHV-6 n'a aucune prédilection
sexuelle et peut survenir chez les personnes de toutes les races. En général, la séroprévalence
dans le monde est d’environ 100% & quelques exceptions pres.

Il n’existe pas un test sérologique discriminatoire entre les deux types de virus, c’est
pourquoi il est difficile de confirmer leur distribution mondiale.

La principale voie de transmission virale est la salive ou ’'HHV-6 est fréqguemment
détecté (Fox et al., 1990; Collot et al., 2002). Les glandes salivaires correspondent a des sites
de persistance pour le virus. L’infection par ’HHV-6 survient le plus souvent aprées la baisse
des anticorps provenant de la mere, ceci se produit généralement entre 1’age de 6 mois et de 3
ans (en moyenne : 9 mois), la phase d’incubation est d'une a 2 semaines. Le Vvirus est excrété

et probablement transmis par la salive des enfants séropositifs asymptomatiques. Cette primo-
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infection est causée par le type B de I'HHV-6 (Schirmer et al., 1991; Dewhurst et al., 1993).
L’age auquel survient I’infection par le type A de "'HHV-6 est moins bien défini car cette

infection est asymptomatique, mais il semble étre apres 1’acquisition du type B.

Une transmission intra-utérine est possible. L’infection congénitale par 'HHV-6 est
définie par la présence d'ADN de ’'HHV-6 chez un nourrisson a la naissance. Cet ADN
pourrait provenir du passage transplacentaire du virus suite a une réactivation d’un HHV-6
latent chez la meére, ou suite a une réinfection maternelle, ou encore par la transmission

héreditaire du virus intégré dans le chromosome (CIHHV-6).

De ’ADN de PHHV-6 a été détecté chez des feetus suite a des fausses-couches, et dans
des échantillons de sang de cordons ombilicaux, et ceci en absence d’immunoglobuline
sérique (IgM) (Aubin et al., 1992; Adams et al., 1998). Les auteurs n’avaient pas cherché s’il
s’agissait du CIHHV-6. En 2004, Hall et ses collaborateurs ont signalé la présence d’ADN de
I’THHV-6 dans le sang de cordon d’environ 1% des enfants a la naissance (Hall et al., 2004).
Le mécanisme par lequel ce virus est transmis n’est toujours pas tres clair.

La transmission périnatale semble peu probable, bien que des fragments d’ADN de
I’THHV-6B soient détectés dans le tractus génital de 20 % des femmes enceintes (Okuno et al.,
1995; Maeda et al., 1997).

La transmission fécale-orale est probablement rare, bien que I’HHV-6 soit détecté dans
les selles des parents des enfants atteints d’exanthéme subit (Suga et al., 1995; Suga et al.,
1998).

Deux modes de transmissions du virus ont ¢té associés a la forme intégrée de ’HHV-6
dans le chromosome humain : la premiere via la transplantation, les cellules transplantées
portant le virus intégré, la deuxieme de facon verticale. Ces deux modes seront détaillés

ultérieurement.

IX. Physiopathologie de I’infection et pathologie associé¢e

IX.1. Infection primaire

La primo-infection par ’HHV-6 survient généralement entre 1’dge de 6 mois et deux
ans (Asano et al., 1994). Elle est souvent asymptomatique. Sinon, elle peut provoquer un
« exantheme subit » (érythéme roséoliforme), cause fréquente de convulsions du nourrisson

dues a I’hyperthermie.
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1X.2. Persistance

La persistance correspond a un état d’infection chronique, caractérisé¢ par un bas niveau de
réplication virale avec production de virions.

Le principal siége de cette persistance est les cellules épithéliales des glandes salivaires
(Krueger et al., 1990). La persistance a été également observée dans des cellules nerveuses,
cutanées et pulmonaires (Caserta et al., 1994; Yoshikawa et al., 2002; Csire et al., 2007).

In vitro, une lignée cellulaire de lymphocytes T leucémique (TaY) est considérée
comme un modele de I’infection persistante par ’HHV-6B. Dans ce modele, les auteurs ont
rapporté I’expression des genes U16, U18, U20, U27, U82, U83, U85 et U94 de ’'HHV-6B
(Ohyashiki et al., 2005).

1X.3. Latence

Comme les autres herpésvirus humains, apres la primo-infection, I’HHV-6 est capable
de rester en latence dans I'n6te et de continuer de ’infecter le long de sa vie. On distingue
deux formes de latence :

a. Latence épisomale : le génome viral est présent dans le cytoplasme ou le noyau de la
cellule héte sous forme épisomale non réplicative. Il n’y a pas de production de virions
et I’intégrité de la cellule hote est préservée.

U94 est le transcrit majeur durant cette latence (Rotola et al., 1998; Rapp et al., 2000),
alors que d’autres genes tres précoces (U16/17, U39, U42, U81, U89,/U90, U91) n’ont
pas été detectés (Rotola et al., 1998). Le rdle de ce gene est décrit ultérieurement dans
ce manuscrit.

Cette forme de latence est essentiellement observée dans les monocytes et dans les
précurseurs des cellules souches (Kondo et al., 1991; Luppi et al., 1999). Elle est
également observée dans les oligodendrocytes du systéme nerveux central (SNC)
(Ahlgvist et al., 2005).

b. Intégration de ’'HHV-6 dans un chromosome : certains auteurs parlent de 1’intégration
du virus au niveau des télomeéres des chromosomes humains comme étant le dernier

stade de latence, par conséquent, il n’y a pas de production de virions. L’ADN viral
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intégré est transmis verticalement et de facon « héréditaire ». Cette partie sera détaillée

ultérieurement.

I1X.4. Réactivation

Durant la latence épisomale, des épisodes de réactivation du virus peuvent survenir ; ils
sont généralement dus a des périodes d’affaiblissement du systéme immunitaire de 1’hote.
Chez les immunocompétents, la réactivation est un phénoméne fréquent mais
asymptomatique, elle est contrdlée par I’'immunité de I’hote. Tandis qu’il peut y avoir des

complications graves suite a la réactivation de ’HHV-6 chez les patients immunodéprimeés.

X. Pathologies associées a I’infection par HHV-6
X.1. Maladies associées a la primo-infection

e Exanthéme subit (roséole infantile)

Bien que la primo-infection du nourrisson soit généralement asymptomatique, il se peut
qu’elle conduise au développement de 1’«exanthéme subit» (ES), encore appelé «sixiéme

maladie du nourrisson» ou « roséole infantile ».

Cette maladie est caractérisée par une forte fievre (>39,5°C), généralement persistante
pendant 3-5 jours suivie d'une défervescence rapide. Pendant, ou quelques heures apres, la
défervescence, il apparait une éruption cutanée exanthémateuse sur le tronc, les bras, le cou,
le visage et plus tard sur les membres inférieurs (Figure 7). Ce rash cutané correspond a des

papules roses, d’ou le nom de « roséole ». Cette éruption disparait en 1 a 2 jours

La relation entre la roséole et ’HHV-6 a été documentée pour la premiére fois en 1988,
par Yamanishi et ses collaborateurs, en se basant sur des tests sérologiques et de culture du

virus (Yamanishi et al., 1988).

L’HHV-6B est I’agent identifi¢ comme étant responsable de 1’exanthéme subit
(Dewnhurst et al., 1993; Hall et al., 1994) alors que ’THHV-6A n’est pas impliqué dans cette
pathologie fébrile.

Certaines complications peuvent survenir apres la primo-infection, comme des otites ou
des symptémes gastro-intestinaux ou respiratoires (Hall et al., 1994). HHV-6 a été associé a

des convulsions fébriles chez des enfants 4gés de moins de 5 ans, survenant dans environ 10%
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des enfants infectés (Hall et al., 1994; Ward et Gray, 1994; Barone et al., 1995). Des
complications séveres mais rares touchant le SNC ont été décrites comme des méningo-
encéphalites (Kato et al., 2003; Birnbaum et al., 2005). Souvent I’infection par ’'HHV-6 est
caractérisée par une forte fievre bénigne qui régresse spontanément. Néanmoins, de graves
pathologies peuvent survenir, comme des hépatites fulminantes (Asano et al., 1990; Tajiri et
al., 1990; Tajiri et al., 1997; Ishikawa et al., 2002), une thrombocytopénie (Yoshikawa et al.,
1993; Hashimoto et al., 2002) ou une lymphohistiocytose hémophagocytaire (Sugita et al.,
1995; Portolani et al., 1997).

L’infection primaire par I’HHV-6 chez [’adulte est trés rare, cependant les
manifestations de la maladie semblent étre plus graves que lorsqu’elle survient chez I’enfant.
Les quelques cas décrits correspondent a des mononucléoses infectieuses graves (Niederman
et al., 1988; Goedhard et al., 1995) ou a des hépatites fulminantes (Sobue et al., 1991) chez

des adultes immunocompétents.

Cependant, il n’est pas toujours aisé de faire la distinction entre une primo-infection et

une réactivation du virus.

Figure 7 : Exanthéme subit chez un nourrisson causé par I'HHV-6B.
(Source : http://www.dermis.net/dermisroot/en/11930/image.htm)
X.2. Maladies associées a la latence et/ou a la réactivation de PHHV-6 :

a. Pathologies survenant chez les patients immunodéprimés
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e Transplantation

- Greffe de moelle osseuse/cellules souches : la greffe de moelle osseuse (Bone Marrow
Transplant, BMT) est généralement suivie d’une réactivation asymptomatique de "HHV-6
due a une immunosuppression de 1’hote (Cone et al., 1999). Mais dans certains cas, cette
réactivation a été associée a différents symptdmes chez la personne transplantée, tels qu’un
rash cutané, de la fievre, la suppression de la moelle osseuse, une encéphalite (Drobyski et al.,
1994; Tsujimura et al., 1998; De Almeida Rodrigues et al., 1999), une pneumopathie (Cone et
al., 1993) ou une maladie du greffon-contre-1’héte (Graft-Versus-Host Disease, GVHD).

- Transplantation d’organe solide (solid organ transplant, SOT) : aprés une
transplantation d’organe solide (cceur/poumon, cceur, foie, rein), la réactivation de ’'THHV-6
est peu fréquente. Les manifestations cliniques sont rares. Il peut y avoir de fievre, diarrhée,
rash cutané (Delbridge et al., 2006) et plus rarement d’encéphalites, hépatites ou une

suppression de la moelle osseuse (Kotton et Fishman, 2005).

o SIDA

Aujourd’hui, méme si tous les auteurs ne sont pas d’accord, il existe I’hypothése que

I'HHV-6 contribuerait a la progression du SIDA.

L’HHV-6 est fréquemment isolé a partir de patients infectés par le VIH (Salahuddin et
al., 1986; Agut et al., 1988; Levy et al., 1990). Une réplication de ’THHV-6 est maintenue au
niveau des ganglions lymphatiques infectés par le VIH, cette réplication est associée a la
charge virale du VIH-1 (Knox et Carrigan, 1996; Emery et al., 1999).

En 1989, Esoli et ses collaborateurs ont montré que I'HHV-6 est un puissant
transactivateur du LTR (Long Terminal Repeat) du VIH (Ensoli et al., 1989). La co-infection
des lymphocytes T CD4+ par ’THHV-6 et le VIH peut accélérer la mort des cellules infectées
(Lusso et al., 1989).

Dans une étude publiée dans « Nature », Lusso et ses collaborateurs ont montré que
I’infection par 'HHV-6 induit I’expression de CD4 au niveau des lymphocytes T CD8+
matures, ce qui les rend susceptibles a une infection par I’HIV-1 (Lusso et al., 1991a).
Ensuite, plusieurs études ont rapporté que I’HHV-6 peut induire I'expression de CD4 chez des
cellules qui sont normalement CD4-, élargissant ainsi les types de cellules cibles sensibles a

I'infection par le VIH (Lusso et al., 1993; Furlini et al., 1996). Cette capacité a induire
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I’expression du CD4 a été également observée dans les cellules NK (Lusso et al., 1993) et

dans la lignée de cellules progénitrices hématopoiétiques, KG- 1 (Furlini et al., 1996).

La réactivation de ’HHV-6 chez le sidéen conduit de maniere rare a des pneumopathies
(Nigro et al., 1995), des retinites (Qavi et al., 1995) ou des méningoencéphalites séveres
(Corti et al., 2011).

b. Cancers et hémopathies

Depuis le premier isolement de ’HHV-6 a partir des patients atteints de désordres
lymphoprolifératifs, beaucoup d'études se sont intéressées a découvrir un réle possible de
I’HHV-6 dans différents cancers. Il a ét¢ montré qu’une partie du génome de 'HHV-6
possede la capacité de transformer des lignées cellulaires de fibroblastes murins (NIH3T3) et
de kératinocytes humains (RHEK-1) (Razzaque, 1990; Razzaque et al., 1993). Ensuite, la
capacité de transformation a été attribuée a un seul ORF codant une protéine transactivatrice,
il s’agit de ’ORF1 comportant le géne DR7 (Kashanchi et al., 1997).

L’HHV-6 a été associé au lymphome de Hodgkin (Torelli et al., 1991). Ce lymphome
est caractérisé par la propagation ordonnée de la maladie d’un groupe de ganglions
lymphatiques vers un autre, par le développement de symptomes systémiques ainsi par la
présence de grandes cellules B atypiques et multinucléées appelées cellules de Reed-
Sternberg (RS). Le virus a été détecté fréquemment chez les patients atteints de ce lymphome
(Sumiyoshi et al., 1993; Valente et al., 1996; Collot et al., 2002), surtout quand la maladie de
Hodgkin est scléro-nodulaire (Torelli et al., 1991; Collot et al., 2002; Lacroix et al., 2007).
C’est type B de 'HHV-6 qui est le plus souvent associe au lymphome hodgkinien (Schmidt et
al., 2000; Lacroix et al., 2007).

Au sein de notre laboratoire, la protéine DR7 de ’'HHV-6B (DR7B) a été détectée dans
le cytoplasme des cellules RS chez 73.7% (28/38 patients) patients négatifs pour I’EBV et
positifs pour ’HHV-6. Une colocalisation de I'EBV et de ’'HHV-6 a été observée dans les
cellules de RS chez les patients doublement infectés. Il a été ensuite montré que la protéine
DR7 (A et B) se lie a la protéine humaine p53. Une augmentation de 1’expression des ARNm
de pl05-p50/p65 ainsi que 1’activation de NFyB ont été observées dans les cellules Hep-2
lorsque la protéine virale DR7B était exprimée. L’expression de maniére stable de la protéine
DR7B dans les cellules BJAB a induit une augmentation du niveau d’expression des

transcrits/et des protéines « 1d2 » (inhibitor of DNA binding 2) (Lacroix et al., 2010), un
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inhibiteur du facteur transcriptionnel E2A qui a été rapporté comme étant impliqué dans la
reprogrammation du phénotype des cellules B des cellules de RS ainsi que dans la
prolifération de ces cellules (Zhao et al., 2008).

L’HHV-6 (types A et B) a été associé a des lymphomes non hodgkiniens, notamment a
des lymphomes angioimmunoblastiques (AITL) (Luppi et al., 1993a; Zhou et al., 2007), des
lymphomes a cellules T matures survenant chez I’adulte agé.

D’autres types de cancers ont été associés a I’HHV-6: leucémie aigué myéloide
(Salonen et al., 2002), cancers du cerveau (Li et al., 2009) et tumeurs gliales (Crawford et al.,
2009; Amirian et Scheurer, 2012; Chi et al., 2012).

c. Les atteintes de systeme nerveux central

L’infection active par I’THHV-6 peut conduire chez des patients immunodéficients ou
parfois chez des sujets immunocompétents a des maladies séveres du SNC caractérisées par
une démyélinisation multifocale fulminante.

L’ADN de ’'HHV-6 (type A ou B) est freqguemment détecté au niveau des différentes
régions du cerveau. Le taux d'incidence des personnes ayant une PCR positive pour I’'HHV-6
au niveau du cerveau est de 32 a 85% (Cuomo et al., 2001; Donati et al., 2003). Ceci prouve
le critére neuro-invasif de ce virus. Parfois les deux types d’HHV-6 sont détectés mais dans
des régions distinctes.

Dans une large étude sur 2716 LCR provenant d’enfants atteints d’ES aigu (Hall et al.,
1998), il a été détecté durant la phase active de I’infection soit de ’'HHV-6B soit de ’'HHV-
6A mais pas les deux a la fois. Chez les patients doublement infectés par les deux types du
virus, seul 'HHV-6A persiste dans le LCR. Ceci suggéere que I'HHV-6A posséde
probablement un plus grand neurotropisme que ’HHV-6B.

De ’ADN d’HHV-6 a été détecté a 2.3% dans un groupe de patients tunisiens
immunocompétents atteints de troubles neuro-méningés (Nahdi et al., 2012).

Des encéphalites et des méningites, ont souvent été associées a la réactivation du virus
latent apres immunosuppression (Corti et al., 2011; Nishimoto et al., 2012; Bhanushali et al.,
2013). Forest et ses collaborateurs, ont rapporté en 2011 le cas d’'un homme de 61 ans ayant
subi une encéphalite 1étale associée a I’THHV-6 aprés une greffe a partir de sang de cordon
(Forest et al., 2011).
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En 2012, Chi et ses collaborateurs ont suggéré 1’implication de I’infection a ’HHV-6
dans la pathogenése des gliomes. Un fort pourcentage d’ADN et de protéines d’HHV-6 a été
détecté dans des tissus provenant de patients atteints de différents types de gliomes
(astrocytomes, glioblastomes et oligodendrogliomes) par rapport a du tissu cérébral sain (Chi
etal., 2012).

Il a été observé, une surexpression de NF-kB (un facteur de transcription associé aux
facteurs anti-apoptotiques) dans les cellules gliales des patients infectés par ’'HHV-6B (Li et
al., 2011).

Il a été¢ montré que ’'HHV-6 (surtout le type A) pourrait induire I’expression de certains
facteurs conduisant a la nécrose des cellules précurseurs d’oligodendrocytes (Kong et al.,
2003).

Un réle de ’'HHV-6B dans 1’épilepsie mésiale du lobe temporal a été décrit. L’HHV-6B
peut provoquer des convulsions en agissant sur la capacité des astrocytes a transporter le

glutamate (Fotheringham et al., 2007; Fotheringham et al., 2008).

L’infection primaire par I’lHHV-6B qui se produit généralement chez les nourrissons est
le plus souvent la cause de crises convulsives induites par la fievre (Suga et al., 1993; Hall et
al., 1994).

Une association de 'HHV-6 & la sclérose en plaques a été suggérée pour la premiere
fois en 1995 par Challoner et ses collaborateurs. Cette maladie auto-immune est caractérisée
par la diminution puis la destruction de la myéline autour des axones neuronaux, ce qui
entraine des dommages axonaux et une altération des conductions de I'influx nerveux. De
I’antigéne d’HHV-6 a été détecté dans les oligodendrocytes des plaques démyélinisées. Mais
rien n’a été trouvé dans les oligodendrocytes des tissus non affectés qu’ils proviennent d’une
personne atteinte ou non par la sclérose en plaque (Challoner et al., 1995).

Des transcrits de génes d’HHV-6 (gene trés précoce U94 et gene tardif U58) ont été
détectés au niveau des tissus post-mortem des patients atteints de sclérose en plaques avec une
substance blanche d’apparence normale (NAWM) ou d’une sclérose en plaques lésionnelle.
Ces génes étaient exprimés avec des taux significativement plus élevés par rapport a des
échantillons témoins normaux (Opsahl et Kennedy, 2005).

Il a été proposé que ’HHV-6 joue un réle de cofacteur dans la leucoencéphalopathie
multifocale progressive (LEMP), une maladie démyélinisante du systéme nerveux central

(Mock et al., 1999; Daibata et al., 2001).
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d. Syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse (DRESS) :

Le DRESS est une pathologie potentiellement mortelle qui apparait généralement aprés une
exposition prolongée a certains médicaments. Elle est caractérisee par la triade, fievre, rash
cutané et éosinophilie, associée a de possibles atteintes viscérales. La réactivation de plusieurs
herpésvirus, dont principalement ’HHV-6, a été associée au DRESS (Descamps et al., 2001).

Cette partie sera détaillée ultérieurement.

XI. Diagnostic

La quasi-totalité de la population générale est infectée par 'HHV-6 pendant la petite
enfance. Le virus latent est détecté dans le sang (a de faibles niveaux) chez 30 % des
personnes ayant été infectées. Par conséquent, la question pertinente aujourd’hui n’est pas de
savoir si la personne posséde le virus ou non, mais plutét de connaitre 1’état de I’infection
(latente ou active), le type d’HHV-6 (A ou B) et sa charge. Depuis des années, plusieurs
méthodes ont été utilisées dans le but de répondre a ces questions. Chacune de ces méthodes

posséde ses propres avantages et inconvénients.

X1.1. Diagnostic direct
a. Isolement du virus par culture

Cette méthode a eté décrite en 1988 par Yamanishi et ses collaborateurs (Yamanishi et
al., 1988). Elle consiste en la co-culture de lymphocytes infectés par ’HHV-6 avec des
lymphocytes issus de sang de cordon. Elle peut aussi étre réalisée avec des lymphocytes issus
du sang périphérique (et dépourvus d’HHV-6), mais dans ce cas une activation par de la
phytohémagglutinine (PHA) ou par I’anticorps anti-CD3 est nécessaire et la culture s’effectue
en présence d’interleukine-2. La culture de I’HHV-6 se traduit par un effet cytopathogéne. La
réplication virale sera visible aprés 5 a 21 jours suivant la mise en culture, par une
ballonisation des cellules infectées. L’identification et le typage du virus sont réalisables par

des techniques complémentaires dont quelques-unes seront citées ci-dessous.

La culture de ’'HHV-6 est délicate et longue, elle n’est généralement plus utilisée en routine.
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b. Détection d’antigénes viraux :

Cette methode peut étre appliquée sur des cellules en culture ou sur des tissus provenant
d’un prélévement. Les cellules ou la coupe tissulaire sont déposés sur une lame puis fixés et
sont ensuite incubés avec un anticorps monoclonal primaire dirigé spécifiquement contre une
protéine virale puis, apres plusieurs lavages, ils sont incubés avec un anticorps secondaire
dirigé contre le fragment Fc de I’anticorps primaire et couplé a une substance permettant de
visualiser le marquage (fluorochrome ou enzyme révélée ultérieurement par son substrat)
(Figure 8). La détection d'un antigéne viral tardif permet de conclure que I’infection virale est
active. Cette méthode permet aussi de différencier les deux types A et B de ’HHV-6 en
utilisant des anticorps spécifiques de type. Cette technique peut étre utilisée de fagon semi-

quantitative mais est peu sensible.

Figure 8 : Détection de I'HHV-6 par immunofluorescence en FITC (vert)

c. Biologie moléculaire (PCR) :

La détection des acides nucléiques viraux (ADN/ARN) par PCR/RT-PCR quantitatives,
est la méthode la plus utilisée étant données sa grande sensibilité, sa spécificité et sa
reproductibilité.

Lorsqu’elle est appliquée sur des prélevements non cellulaires (sérum, plasma), cette
méthode permet avec plus au moins de précision d’identifier 1’état de 1’infection.

Concernant la PCR quantitative appliquée sur des extraits cellulaires d’ADN, une forte
charge virale quantifiée, montre un état actif de l'infection pouvant étre di a une primo-

infection ou a une réactivation virale. Mais cette technique ne permet pas de distinguer entre
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une infection active et un HHV-6 intégré dans les chromosomes. Ces deux cas sont associés a

une forte charge en ADN viral.

La discrimination entre un état de latence et une réplication virale peut se faire par la
détection de transcrits (ARNm) (Pradeau et al., 2006). En particulier, I'expression du géne
U94 (Caselli et al., 2006), en I'absence d'autres transcrits viraux lytiques (ex. U16/17, U39,
U42, U81, U89,/U90, U9l) (Rotola et al., 1998), est considérée comme un marqueur
moléculaire de latence virale. Pour décrire un état d’infection actif il existe aussi le protocole
décrit par André-Garnier et ses collaborateurs qui consiste a détecter les ARNm U100 (Andre-
Garnier et al., 2003), et un autre décrit par Pradeau et ses collaborateurs consistant a détecter
les ARNm U79/80 (Pradeau et al., 2006).

X1.2. Diagnostic indirect : Sérologie

Le diagnostic sérologique d’infection est classiquement défini par I’augmentation de 4
fois du titre des immunoglobulines G (IgG) entre deux préléevements a deux semaines
d’intervalle, associé¢ au développement d’IgM anti-HHV-6. Un fort titre d’IgG est trouvé au
cours de la primo-infection. Les IgM ne sont pas spécifiques de la primo-infection. La
détection des anticorps peut se faire par différentes techniques dont ’ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) et I’immunofluorescence indirecte, cette derniére permettant de titrer
les anticorps (Krueger et al., 1991). Cependant, il peut y avoir des réactions croisées, tout
particulierement avec les anticorps anti-HHV-7. La recherche des anticorps anti-HHV-6
devrait étre précédée d’une étape d’élimination des anticorps anti-HHV-7 par absorption.

Les tests serologiques actuels ne permettent pas de faire la discrimination entre les deux types
A et B de ’THHV-6, parce qu’il existe de nombreuses protéines qui sont hautement conservées

entre les deux types.

XII. Traitements

XI1.1. Thérapie antivirale

Dans la plupart des cas, ’HHV-6 cause des maladies bénignes (comme la roséole

infantile) qui guérissent spontanément, alors aucun traitement n’est indiqué. A I’inverse, la
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réactivation du virus, par exemple chez les personnes immunodéprimées ou au cours du

DRESS, peut entrainer des complications mortelles et nécessite une intervention medicale.

Actuellement, les médicaments antiviraux prescrits sont ceux utilisés dans la thérapie
des infections provoquées par le HCMV. Tous ces médicaments agissent directement ou

indirectement sur I’ADN polymérase pour aboutir a I’inhibition de son activité enzymatique.

a. Analogues nucléosidiques

Les analogues des nucléosides acycliques ganciclovir (GCV) et aciclovir (ACV),
(Figure 9), ciblent I'ADN polymérase virale. Leurs métabolites triphosphates inhibent sa
fonction enzymatique par compétition avec I’un de ses substrats naturels : la désoxyguanosine
(dGTP). Apres incorporation de ces molécules au niveau de I’ADN, I’ADN polymérase virale

ne pourra plus ajouter des nucléotides, ce qui aboutit a ’arrét de la réplication de I’ ADN.

Deux pro-médicaments, le Val-GCV et le Val-ACV, ont été développés pour améliorer
la biodisponibilité orale de ces molécules. Ces prodrogues ont une meilleure stabilité
chimique ainsi qu’une meilleure solubilité aqueuse. Elles interagissent de la méme maniére
que GCV et ACV apres la libération de la molécule valyl-ester.

L’activité de GCV et ACV est dépendante de leur conversion a la forme triphosphorylée
via des kinases cellulaires et virales. La phosphotransférase (pU69) codée par le géne U69 de
I'HHV-6 est responsable de la premiére phosphorylation, ce qui conduit & la formation des
métabolites monophosphorylés des analogues nucléosidiques (Ansari et Emery, 1999). Les
deuxiéme et troisieme phosphorylations sont assurées par deux enzymes cellulaires (Figure
10), la désoxyguanylate kinase (dGMP) et la nucléoside diphosphate kinase (NDP) (Matthews
et Boehme, 1988; Gallois-Montbrun et al., 2002).

Le traitement par le GCV a montré une plus grande efficacité que celui par 'ACV
(Agut et al., 1991; Yoshida et al., 1998). Toutefois, le GCV est moins efficace contre ’'HHV-
6B que contre le type A du virus.

Il a été mentionné des effets secondaires du ganciclovir, dépendants de la dose
administrée, notamment des leuconeutropénies, des thrombocytopénies et plus rarement des

troubles renaux ou neurologiques (McGavin et Goa, 2001; Gandhi et Khanna, 2004).
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Figure 9 : Guanosine Vs les analogue nucléosidiques, ganciclovir et aciclovir

b. Analogues nucléotidiques :

Le cidofovir (CDV), est un nucléoside acyclique phosphonate analogue de la
déoxycytosine monophosphate (dCMP). Contrairement au GCV et a I’ACV, le cidofovir ne
nécessite pas de métabolisation par une enzyme virale. En raison de la présence du
groupement phosphonate, deux phosphorylations par des enzymes cellulaires (pyrimidine
nucléoside monophosphate kinase et pyruvate kinase ou créatine kinase, respectivement) sont
suffisantes pour avoir le métabolite actif du cidofovir (Cihlar et Chen, 1996). La forme
diphosphorylée du CDV inhibe de maniére compétitive I'incorporation de la désoxycytidine
triphosphate (dCTP) dans I'ADN viral par I'ADN polymérase virale. L’incorporation de la
drogue interrompt le rallongement de la chaine nucléotidique (Figure 10).

Le CDV a montré une forte activité contre I'HHV-6 in vitro (Reymen et al., 1995).
Cependant, en raison de l'important risque de développer une néphrotoxicité, le CDV n’est
prescrit qu’en seconde ligne de traitement, lorsqu’une souche virale montre une résistance

pour le GCV ou le foscarnet (Ljungman et al., 2001).

c. Analogue du pyrophosphate :

Le foscarnet (acide phosphonoformique), est un analogue du pyrophosphate avec un
spectre d’activité large qui couvre tous les herpésvirus ainsi que le VIH. Cette molécule ne
nécessite pas d'activation par des enzymes cellulaires ou virales (Figure 10). Par une liaison

réversible, le foscarnet se lie directement a I’ADN polymérase, au niveau des sites de liaison
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du pyrophosphate en empéchant le clivage des désoxynucléotides triphosphates en
désoxyribonucléotides diphosphates et pyrophosphate inorganique (ppi).

Le foscarnet posséde une excellente activité contre ’HHV-6 (Reymen et al., 1995; De
Clercq et al., 2001), mais aux doses thérapeutiques, une importante néphrotoxicité peut étre
associée a I’utilisation du foscarnet (Deray et al., 1989). Par conséquent, il est utilisé en

deuxiéme intention apres le ganciclovir.
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XI11.2. Efficacité et avenir

De nombreuses études ont été menées in vitro dans le but de tester ’efficacité et la
sélectivité de ’ACV, du GCV, du CDF et du foscarnet.

Le traitement de cellules mononucléées de sang de cordon (CBMCs) infectées par
I'HHV-6A, en présence de ces différents anti-viraux, a montré que le cidofovir est la molécule
la plus active et la plus efficace contre 'HHV-6 (De Bolle et al., 2004). Elle est également la
plus sélective montrant une plus forte affinité pour I’ADN polymérase virale que pour celle de

la cellule.

Plusieurs études ont proposé administrer du ganciclovir ou du foscarnet aux patients
immunodéprimés atteints d’hépatite, de suppression de la moelle osseuse, de pneumopathie
ou d'encéphalite a HHV-6 (Zerr, 2006; Muta et al., 2009). Ces traitements ne sont pas
toujours efficaces (Ljungman et al., 2007; Ogata et al., 2013). Le ganciclovir s’est montré
efficace dans la réactivation d’HHV-6 chez des patients ayant subi une transplantation de
cellules souches. Suite au traitement, il a été observé une diminution de la charge virale de
I’HHV-6 dans la salive (Ljungman et al., 2007).

Le choix de nouvelles molécules thérapeutiques se base souvent sur la supposition
qu’un médicament agira de la méme maniere sur 'HHV-6 que sur 'HCMV. Dans ce contexte,
de nouvelles molécules ont été sélectionnées :

- le CMV423 (2-chloro-3-pyridin-3yl-5,6,7,8-tetrahydroindolizine-1-carboxamide) :
c’est un inhibiteur de I’activité de la tyrosine kinase. In vitro, cette molécule a montré une
sélectivité et une efficacité a inhiber la réplication virale de ’'HHV-6 dans un stade précoce,
supérieure a ce qui est obtenu par 1’utilisation de I’ACV, du GCV, du CDF ou du foscarnet.
Elle n’est efficace que contre la sous-famille des B-herpésvirus (De Bolle et al., 2004).

- ’artésunate : ¢’est un médicament utilisé contre le paludisme. In vitro, il a montré une
efficacité contre ’'HHV-6 (Milbradt et al., 2009). En 2013, un groupe d'enfants atteints de
myocardites associées a ’HHV-6B ont été traités par I’artésunate. Cet essai clinique a montré,
et pour la premiere fois, une efficacité de 1’artésunate a lutter contre ce genre de maladie sans
qu’il y ait d'effets secondaires (Hakacova et al., 2013).

- ’HDP-CDV (HexaDécyloxyPropyl-Cidofovir : c’est un conjugué lipidique du
cidofovir, encore appelé CMXO001. In vitro, I’efficacité de cette molécule a été prouvée contre

plusieurs herpésvirus (Williams-Aziz et al., 2005). Elle a montré une efficacité plus forte
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contre ’HHV-6A et B que le CDV lui-méme (Bonnafous et al., 2013). Aprés 1’administration
orale, elle reste intacte dans le plasma ; le CMX001 n’est pas une prodrogue. L’HDP-CDV ne
s’accumule pas dans le rein comme le fait le CDV, il est donc beaucoup moins néphrotoxique
que le CDV (Ciesla et al., 2003). Mais contrairement au CDV, le CMX001 est capable de
pénétrer en grande quantité dans le cerveau (Quenelle et al., 2010), les poumons, le foie, la
rate mais sans toxicité apparente. Le CMX001 a montré une efficacité a réduire la réplication
virale de I’HSV, en particulier dans le SNC des souris (Quenelle et al., 2010) .
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Partie 2 : Intégration chromosomique de ’HHV-6

I. Introduction géneérale

Suite a ’infection d’une cellule par un herpésvirus, I’ADN viral linéaire est acheminé
vers le noyau ou il se circularise formant ainsi 1’épisome viral. En fonction de plusieurs
facteurs, le cycle viral atteint soit un état actif ou un état de latence. Pendant 1’¢état de latence,
I’épisome viral est maintenu sous sa forme extrachromosomique. Toutefois, il a été observé
chez certains herpesvirus dont le virus de la maladie de Marek des volailles (MDV) et trés
rarement I’EBV, une intégration du génome viral dans le chromosome cellulaire. Pour ’EBV,
ce phénomene a toujours été considéré comme une exception, plutét qu’une caractéristique du
virus. L’intégration de I’’EBV a été observée dans des lignées cellulaires transformées d’un
lymphome de Burkitt. L’infection des poules par le MDV conduit fréquemment a des
intégrations, sans aucune préférence pour un chromosome. Ensuite, il a été découvert et
observé chez environ 1 & 2% de la population générale, I’intégration génomique de ’'HHV-6
dans les chromosomes. Cette forme de virus est désignée par 1’acronyme CIHHV-6
(chromosomally integrated HHV-6). Depuis, de nombreuses études ont été menées afin de

comprendre le mécanisme et 1’effet de cette intégration.

D’autres virus, n’étant pas des herpésvirus, sont capables de s’intégrer dans le génome
de la cellule hote, comme les AAV (adeno-associated viruses) (Kotin et al., 1990; Surosky et
al., 1997) ou les rétrovirus (Rohdewohld et al., 1987; Carteau et al., 1998). Cette intégration

leur est nécessaire pour compléter leur cycle viral.

Il. Découverte

Parmi les membres de la famille des Herpesviridae, ’HHV-6 est certainement celui

dont l'intégration dans le génome de I'hdte est la plus réguliérement observée.

Luppi et ses collaborateurs ont rapporté pour la premiere fois 3 patients possédant le
génome viral A’HHV-6 integré le génome cellulaire de leurs PBMC. Parmi ces 3 patients,
I’'un était atteint de sclérose en plaques et les deux autres souffraient de désordres
lymphoprolifératifs. Le virus était intégre au niveau des telomeres du chromosome 17 (17p13)
dans les 3 cas (Luppi et al., 1993b; Luppi et al., 1994; Torelli et al., 1995) (la Figure 11

représente une structure d’un chromosome métaphasique).
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Ensuite de nombreux articles ont été publiés décrivant divers cas de CIHHV-6 détecté.

Les deux types d’HHV-6 (A et B) ont la possibilité d'intégrer le génome humain. Le
CIHHV-6B est d’environ 2 fois plus fréequent que le CIHHV-6A (Nacheva et al., 2008;
Morissette et Flamand, 2010), et il ne semble pas y avoir de chromosome préférentiel, bien
que le chromosome 17 soit le plus freqguemment décrit porter ’HHV-6 intégré (>25% des cas)
(Morissette et Flamand, 2010). Le tableau Il résume les cas d’intégration d’HHV-6 rapportés
dans la littérature depuis 1993 (Tableau I1).

Télomeéres ’N

/

Chromatides
soeurs

> Bras court (p)

Centromere

Télomeres X‘ Bras long (q)

Y

Figure 11 : Schéma d'un chromosome métaphasique.
(http://www.assistancescolaire.com/eleve/TST2S/biologie/reviser-le-cours/chromosomes-et-
caryotypes-tst2s_bio09)

I11. Prévalence

En moyenne, la fréquence des sujets porteurs de CIHHV-6 est estimée de 1 a 2% de la

population mondiale. Les travaux publiés ont observé du CIHHV-6 avec une fréquence de :

- 1,6% des patients ayant des maladies neurologique (suspicion d’encéphalites) en
Angleterre (Ward et al., 2007).

- 1,5% des patients atteints de leucémie infantile en République Tcheque (Hubacek et
al., 2009a).

- 0,9% de la population italienne transplantée (Potenza et al., 2009).
- 0,8% des anglais donneurs du sang (Leong et al., 2007).
- 0,21 % de la population génerale au Japon (Tanaka-Taya et al., 2004).
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Type d'HHV-6
Site Total
d’intégration A B N.D (pourcentage
g
par site)
1944 0 1 1 2 (7,41%)
7022 1 0 0 1 (3,7%)
9q 0 0 1 1 (3,7%)
9934.13 0 0 1 1 (3,7%)
9934.3 0 2 0 2 (7,41%)
10g26.3 1 0 0 1 (3,7%)
11p15.5 0 1 0 1 (3,7%)
17p 0 0 1 1 (3,7%)
17p13.3 2 5 0 7 (25,93%)
18p11.3 0 1 0 1 (3,7%)
1823 2 0 0 2 (7,41%)
19q13.4 0 2 0 2 (7,41%)
224 0 0 1 1 (3,7%)
22q13 0 3 0 3 (11,11%)
2201 et 1944 0 1 0 1 (3,7%)
N.D. 35 54 3
( pou-ll’_c(:)(;tﬁlage) 41 (34.45%) | 70 (58.83%) | 8 (6,72%)

Tableau Il : Récapitulatif des cas de CIHHV-6 rapportés dans la littérature.

IVV. Diagnostic

Aujourd’hui, un diagnostic correct est essentiel pour distinguer entre un CIHHV-6 et
une infection virale active. En effet, dans les deux cas, le biologiste trouvera une charge virale
élevée voire tres élevée. Mais, bien évidemment, la forte charge en ADN viral chez des
patients portant du CIHHV-6, n’est pas affectée par les traitements antiviraux (Hubacek et al.,
2007; Caserta et al., 2010). La confusion entre un cas de virus intégré et une infection active
peut faire exposer inutilement le patient a des traitements antiviraux toxiques. Plusieurs
techniques de biologie moléculaire ou d’hybridation in situ, permettent de faire le diagnostic
de CIHHV-6.
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IV.1. Biologie moléculaire

Généralement, I’ADN de I’HHV-6 n'est pas présent, ou a de tres faibles taux (quelques
copies/mL) dans le sérum et/ou dans le plasma des personnes saines et n’ayant pas de
CIHHV-6 (Secchiero et al., 1995).

A T’inverse, ’ADN de ’HHV-6 est détectable par des techniques de PCR quantitative
dans le plasma ou le sérum lors d’une infection virale active. Mais chez les individus portant
du CIHHV-6, il existe au moins une copie par cellule. De ce fait, les charges en ADN
d’HHV-6 sont beaucoup plus élevées. On estime qu’en présence de CIHHV-6, on obtient les
résultats suivants par qPCR (Hubacek et al., 2007; Leong et al., 2007; Ward et al., 2007;
Clark et Ward, 2008; Caserta et al., 2010; Hall et al., 2010):

- >500 000 copies/mL sur le sang total,
- >3000 copies/mLdans le sérum,

- >1000 copies/mLdans le plasma.

Les patients transplantés atteints d’une encéphalite, ceux présentant la maladie du
greffon contre 1’hdte (GVHD) et les patients souffrant du syndrome d'hypersensibilité
médicamenteuse (DRESS), ont été rapportés d'avoir des charges d'/ADN comparables a celles
observées chez les personnes ayant du CIHHV-6, soit plus de 500 000 copies/mL de sang
total (Leong et al., 2007) . En partant du principe que le CIHHV-6 est présent dans toutes les
cellules nucléées, et pour effectuer un diagnostic différentiel avec une infection active, une
qPCR peut étre réalisée sur des follicules pileux du patient. En cas de CIHHV-6, elle doit étre
positive pour ’'HHV-6 (>1 copie/follicule pileux) (Ward et al., 2006).

En avril 2013, Ruth Hall Sedlak a présenté lors du 29éme congrés de « Clinical
Virology Symposium » en Floride, le développement d’un nouveau test de détection du
CIHHV-6, rapide et précis, en utilisant la troisieme génération de PCR : la ddPCR (droplet
digital PCR). Cette technique permet une quantification absolue de I’ADN d’intérét, elle est
10 fois plus précise et 100 fois plus sensible que la g°PCR (Hindson et al., 2011). Cette PCR a
éteé réalisée a 1’aide du « QX 100 droplet digital PCR system » (Bio-Rad, Hercules, CA) pour
I’HHV-6 et pour un gene de référence codant pour une ribonucléase (RPP30). Chez les
patients avec le HHV-6 intégré dans leur génome, le ratio attendu du nombre de copies

d’HHV-6 par cellule est > 1. Mais, il n’est pas encore démontré une supériorité de la ddPCR
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sur la gPCR conventionnelle pour le diagnostic du CIHHV-6, notamment lorsque le virus se

trouve en plusieurs copies dans la cellule sous une forme concatémérique.

IVV.2. Hybridation in situ

La technique FISH peut étre aussi utilisée pour confirmer I’intégration du virus dans le
génome. Elle consiste a mettre en contact une sonde fluorescente spécifique de I’ADN viral
avec des étalements chromosomiques des cellules en métaphase (Figure 12). Cette technique
n’est pas utilisée en routine, elle est longue, laborieuse et colteuse. Cette technique permet en

outre de visualiser quel chromosome porte le virus intégré.

Figure 12 : Marquage (en vert) du CIHHV-6 par FISH

(grossissement x100).

V. Acquisitio
n du CIHHV-6

V.1. Hérédité

Il est important de distinguer une intégration chromosomique héritée d’une intégration

sporadique, aprés une infection par ’"HHV-6. D’apreés la littérature, il est clair que le CIHHV-
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6 peut étre transmis entre générations. Certains auteurs on décrit le CIHHV-6 intégré sur les
mémes sites chromosomiques chez la descendance que chez les parents (Mori et al., 2009;
Arbuckle et al., 2010). Cette transmission par les cellules germinales, peut provenir d’un des
deux parents selon les lois de Mendel avec 50% de chance d’étre transmis & un enfant
(Daibata et al., 1998). Ainsi, en 1998, Daibata et ses collaborateurs, ont été les premiers a
suggérer cette hypothése de transmission héreditaire du virus intégré : ils ont rapporté la
présence du CIHHV-6 aux mémes sites chromosomiques, chez 3 membres d’une méme
famille. Cependant, d’autres auteurs ont expliqué ce phénomeéne par une tendance possible de

I’HHV-6 a intégrer le méme locus chromosomique (Luppi et al., 1998).

En 1999, Daibata et ses collaborateurs, ont rapporté le cas d’une fille ayant le CIHHV-6
dans deux de ses chromosomes, I’un était le 22q13 et sa mere portait le CIHHV-6 en 22q13,
I’autre était le 144 et son pére portait le CIHHV-6 en 1944 (Daibata et al., 1999). Hermont et
Minvielle ont critiqué ces observations en disant que les travaux expérimentaux n’étaient
réalisés que sur des cellules du sang périphérique (Hermouet et Minvielle, 2000). Ces cellules
pourraient étre infectées et/ou intégrées pendant 1’embryogénése ou durant la vie de
I’individu. Par ailleurs, notons que le cIHHV-6 est détecté chez quelques individus a moins
d’une copie par cellule, ce qui va a I’encontre de I’hypothése de la transmission héréditaire
(Luppi et al., 1998; Luppi et al., 2006).

Toutefois, aprés certaines observations, comme la révélation par FISH du CIHHV-6
dans des fibroblastes, la détection de I’ADN d’HHV-6 dans les follicules pileux, les charges
élevées d’ADN viral trouvées au niveau des différents tissus d’une personne ayant le CIHHV-
6, peu de doutes persistent aujourd’hui sur la transmission héréditaire du CIHHV-6. Un enfant
provenant d’un gameéte CIHHV-6 positif, présente au moins une copie d’ADN d’HHV-6 dans
toutes les cellules nucléées de son corps. A ce jour, il est confirmé que cette transmission de
CIHHV-6 se déroule au moins sur 3 générations (Daibata et al., 1998).

Le fait que le CIHHV-6 puisse étre transmis d’un parent a son enfant, suggére qu’a un
moment donné, ’HHV-6, au cours d’une réplication importante, s’intégre dans les cellules
germinales, ou bien directement dans I’embryon une fois I’embryogenése commencée.
Plusieurs études sont encore nécessaires afin de mieux comprendre ce phénomene.

En supposant qu’une infection des cellules somatiques par I’THHV-6 puisse conduire a
une intégration chromosomique du virus, dans ce cas, le nombre de cellules CIHHV-6

positives sera faible et indétectable. L’intégration de I’’HHV-6 apres une infection des
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cellules J JHan et HEK-293 a été montrée in-vitro par Arbuckle et ses collaborateurs, avec

une absence de forme épisomale de I’ADN viral. (Arbuckle et al., 2010).

V.2. Transplantation

Plusieurs cas ont été rapportés, montrant la possibilité de transmission du CIHHV-6 lors
des greffes de cellules hématopoiétiques ou de cordon ombilical d’un donneur sain ayant le
virus intégré vers la personne transplantée (Clark et al., 2006; Kamble et al., 2007; Jeulin et
al., 2009; de Pagter et al., 2010; Lee et al., 2011; Lee et al., 2012). Les conséquences de cette
acquisition de CIHHV-6 sont encore inconnues. Une augmentation de la charge d’ADN viral
est observée chez le transplanté. Il est possible de faire la confusion entre une réactivation du
HHV-6 engendrée par I’immunosuppression, et la présence du CIHHV-6.

Dans le sens inverse, le transfert des cellules hématopoiétiques d’un donneur sain a un
receveur possédant le CIHHV-6 peut conduire a une élimination compléte de I’ADN d’HHV-
6 des leucocytes (Hubacek et al., 2009b).

Aujourd’hui, les banques de transplantation ne recherchent pas 1’éventuelle présence de
CIHHV-6 chez les donneurs. Cette intégration ne sera pas considérée comme une menace tant

qu’elle n’est pas prouveée étre associéee a des pathologies ou a des anomalies géenétiques.

V1. Réactivation du CIHHV-6

Par définition, la latence est un stade du cycle viral qui peut survenir aprés une
infection ; ’ADN viral persiste dans la cellule hote sans qu’il y ait formation de nouvelles
particules virales. Toutefois, dans ces cellules le virus peut réactiver et former de nouveaux
virions infectant d’autres cellules, sans qu’il y ait besoin d’une nouvelle infection.

La question peut étre posée de savoir si le CIHHV-6 peut réactiver et infecter
secondairement d’autres cellules. Pour répondre de maniére concrete a cette question, il est
important de vérifier préalablement :

I’absence d’ADN viral épisomal. Ceci est possible par une analyse sur gel de Gardella.
Cette méthode utilise un gel d'agarose vertical capable de distinguer I’ADN
génomique cellulaire de I'ADN viral linéaire en réplication et de I'ADN circulaire

fermé de facon covalente (épisomes) (Gardella et al., 1984).
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- la capacité des cellules ayant le CIHHV-6 a infecter des cellules ne portant pas

d’HHV-6, puis Vérifier que le virus infectant correspond a celui qui était intégre.

VI1.1. Réactivation de CIHHV-6 in vitro

Les travaux d’Arbuckle et al., publiés dans PNAS en 2010, ont montré qu’une
réactivation du CIHHV-6 peut se produire dans des lymphocytes T d’un individu porteur du
CIHHV-6A, lymphocytes traités in vitro par de la trichostatine (TSA, histone deacetylase
inhibitor trichostatin A). 1l a été observé un nombre de copies d’HHV-6A de 1,5 a 2 fois
supérieur a ce qui était observe sans traitement. lls ont aussi montré que ’HHV-6 produit
dans les cellules T CIHHV-6+ activées peut infecter des cellules Molt3 (Arbuckle et al.,
2010).

Cet article a été critiqué, notamment par Morissette et Flamand (Morissette et Flamand,

2010), pour les raisons suivantes :

- Le séquencage du gene U94 a été effectué pour veérifier que le virus infectant les
Molt3 est le méme que celui intégré dans les lymphocytes T. Arbuckle et al. ont
conclu que le virus est identique. Mais leurs résultats ont montré la présence de
plusieurs mutations de polymorphisme entre les deux séquences. Ceci a poussé
Morissette et Flamand a dire qu’il est difficile d’en tirer une conclusion définitive sur
le fait que le virus réactive soit le CIHHV-6.

- Le virus intégré est ’HHV-6 de type A. Mais il est connu que ’'HHV-6A est
incapable d’infecter des cellules Molt3. Pour cela, il est possible que le virus réactivé
soit de ’THHV-6B non intégré et non 'HHV-6A du CIHHV-6. Pour cela le choix du
géne U94 pour comparer les souches n’a pas été judicieux, car ce géne possede >94 %
d’homologie entre les deux types d’HHV-6. Il aurait été préférable de choisir un gene
discriminatoire comme les génes gH ou gB pour confirmer la source de ’'HHV-6

réactivé.

V1.2. Réactivation de CIHHV-6 in vivo

En 2008, Hall et ses collaborateurs ont étudié le cas de 85 patients dont 43 avaient eu
une infection congénitale par ’'HHV-6 et 42 avaient été infectés apres leur naissance (Hall et
al., 2008). Ils ont montré que le principal mode de transmission congeénitale de ’THHV-6 (pour
86% des patients) était une transmission de CIHHV-6 par la lignée germinale. Dans les 14%
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restants, I’infection par ’HHV-6 avait été transplacentaire (83% des cas étaient de I’HHV-
6B). Un examen plus approfondi des parents et des enfants, a indiqué que l'infection
transplacentaire pourrait provenir de la réactivation et de la transmission du CIHHV-6 de la
meére. Toutes les méres portaient le CIHHV-6, mais ce n’était pas le cas pour les péres, ni
pour les enfants (résultat négatif de PCR sur follicules pileux). Mais, il n’a pas été déterminé
si I’acquisition de ’HHV-6 par cette voie transplacentaire était due a la réactivation du virus
non intégré (épisomale) et non pas de celui intégré dans les chromosomes (Hall et al., 2008).

En septembre 2013, Gravel et ses collaborateurs, ont étudié le cas de deux meres ayant
le CIHHV-6 (CIHHV-6A pour I'une et CIHHV-6B pour I’autre) (Gravel et al., 2013).
Chacune des deux méres avait un enfant positif pour ’HHV-6 et ’acquisition de virus était
transplacentaire. Ils ont amplifié et séquencé une partie du géne gB, chez les deux enfants
ainsi que chez leurs meres. De I’ADN d’HHV-6 avait été déetecté dans le sang de cordon chez
les enfants, mais avec une charge plus faible que celle vue pour les cas de CIHHV-6. En plus,
il n’avait pas été détecté d’ADN d’HHV-6 au niveau de leurs follicules pileux : les enfants ne
portaient pas le CIHHV-6. A I’issue du séquencage, des alignements de séquences du géne gB
ont été réalisés. Les séquences gB qui ont été détectées chez la mere et son enfant ayant tous
les deux de ’HHV-6A, semblaient étre identiques entre elles et différentes des 9 séquences
connues pour le type A du virus. De méme, pour I’autre couple mére/enfant ayant ’HHV-6B,
les séquences de gB étaient identiques entre elles mais différentes de 32 (89%) isolats connus
d’HHV-6B. Par conséquent, les auteurs ont conclu que les HHV-6 détectés chez les enfants
provenaient probablement de la réactivation du CIHHV-6 de leur mére pendant la grossesse.
Mais sans exclure la possibilité qu’il y ait un microchimérisme maternel dans lequel les
cellules d'origine maternelle peuvent traverser la barriére placentaire et atteindre la circulation
sanguine du bébé. Ou encore, avec une probabilité plus faible, un microchimérisme feetal ou

des cellules du feetus atteignent la circulation maternelle.

VIl.Mécanisme de ’intégration

Bien que l'intégration des herpés soit un phénomene bien connu, les principes

mécanistiques de ce processus restent a élucider.
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Le génome de I’HHV-6 est constitué d'un élément unique flanqué de répétitions directes
(DR) dans le méme sens qui sont & leur tour encadrées par des séquences Pacl et Pac2
impliquées dans le clivage et I'encapsidation du génome d’HHV-6. Il existe des séquences
terminales répétées (TRS) parfaites (TAACC)n adjacentes a Pac2 ; ce motif est identique a la
séquence terminale répétée du chromosome humain. Alors que les séquences adjacentes a

Pacl sont des motifs de répétitions hétérodimeriques imparfaites het(TAACC)n (Figure 13).

_— pac2 paci pac2
uo4
DR, DRx
het ( AAC )n ( )n het ( AAC )n‘ ' ( )”

Figure 13 : séquences terminales répétées de I'HHV-6.

Aujourd’hui, il est prouvé que I’intégration de I’ADN de I’HHV-6 dans le génome
humain se passe via une recombinaison homologue entre les TRS présentes dans le génome
du virus et dans les télomeéres. Arbuckle et Medveczky ont émis I’hypothése que les deux
facteurs protéiques TRF1 (TTAGGG Repeat Factor 1) et TRF2 (TTAGGG Repeat Factor 2)
se lient aux séquences répétées des DR de I’HHV-6, permettant ainsi 1’intégration, en
définissant I’orientation du génome viral par rapport aux télomeres du chromosome concerné
(Arbuckle et Medveczky, 2011) (Figure 14).

L’HHV-7 est le virus le plus proche de I’THHV-6 ; ils appartiennent tous les deux au
genre roséolovirus. Le génome de I’HHV-7 posséde les séquences TRS, mais ce virus n’a
jamais été détecté intégré dans le génome humain (cependant, il faut noter que cet aspect
d’HHV-7 n’est pas trés étudié) (Hall et al., 2004). Par conséquent, le seul fait d’avoir ces
séquences terminales, ne semble pas suffisant pour permettre au génome d’HHV-6 de
s’intégrer.

L’HHV-6 est le seul parmi les herpesvirus qui posséde dans son génome I’ORF U94,
codant une proteéine homologue a la REP68/78 de I’AAV-2 (Adeno-associated virus), avec

une homologie protéique de 24 % (Thomson et al., 1991).
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Figure 14 : mécanisme de I'intégration du génome de I'HHV-6 au niveau des télomeres chromosomiques.

D’aprés (Arbuckle et Medveczky, 2011).
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VIII. U94Rep et Rep68/78

VIII1.1. Rep 68/78 de ’AAV-2

L’AAV-2 est un parvovirus a ADN simple brin, non pathogéne nécessitant la présence
d’un adénovirus ou un herpésvirus pour pouvoir se répliquer dans la cellule. L’AAV-2
possede un génome linéaire d'ADN simple brin de taille 4,7 kb, contenant deux ORF majeurs,
Rep et Cap, qui sont flanqués par deux répétitions terminales inversées (ITR) de 145 pb

chacun (Figure 15).

L’AAV-2 est capable de s’intégrer dans un site spécifique transcriptionnellement
silencieux du génome humain situé sur 19913.42 appelé « AAVSL ». Cette caractéristique

requiert les propriétés fonctionnelles des polypeptides Rep68/78.

L’ORF Cap code des protéines de structure alors que Rep code 4 isoformes
polypeptidiques, Rep78, Rep68, Rep52 et Rep40. L’AAV possede dans son génome 3
promoteurs nommeés p5, pl9 et p40. Les polypeptides Rep78 et Rep68 sont synthétisés a
partir d’épissages alternatifs initiés par le promoteur p5 viral (Berns et Giraud, 1996). Il a été
montré que les protéines Rep sont indispensables pour la réplication de I'ADN d'AAV et le
contréle transcriptionnel des promoteurs viraux (Hermonat et al., 1984; Labow et al., 1986;
Tratschin et al., 1986). A I'exception de leurs extrémités C-terminales, les séquences d'acides
aminés des deux protéines sont identiques (Srivastava et al., 1983). Les protéines Rep68 et
Rep78 présentent également les mémes activités biochimiques (Tableau Il1). Elles possedent
une activité de liaison spécifique a ’ADN (simple brin) au niveau des sites RBE (Rep
Binding Element), séquences répétées en tandem composées d’un tétramére de motif
« GAGC » et localisé au niveau des ITR de ’AAV-2 et au niveau du site AAVS1 du

chromosome 19.

Ces protéines possedent aussi une activité endonucléase spécifique d’un site appelé trs
(Terminal Resolution Site). Rep coupent I’ADN simple brin entre les nucléotides 124 et 125
de '’AAV-2. La liaison de Rep a ’ADN semble étre indépendante de I’ATP, alors que
I’activité endonucléase est ATP-dépendante. Wonderling et ses collaborateurs ont montré que
la Rep68 posseéde une activité ATPase capable d’hydrolyser ’'ATP en AMP. Les protéines
Rep possedent aussi une activité hélicase dépendante de ’ATP, assurant le mouvement

de la protéine tout au long de ’ADN (Im et Muzyczka, 1990).
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Figure 15 : (a) Représentation schématique du génome d’AAV-2,

ITR, répétitions terminales inversées ; rep, ORF codant les protéines Rep ; cap, ORF codant les
protéines structurales. (b) Représentation schématique des produits du gene rep : Rep78 et Rep
68 partagent les mémes motifs assurant les activités de liaison a ’ADN, endonucléase, ATPase
et hélicase. NLS, sequence de localisation nucléaire ; Zn, domaine composé de doigts de zinc,
absent chez Rep68 et Rep40. D’aprés (Smith et Kotin, 2000).

Lors de la réplication virale, la protéine Rep 68 (ou Rep78) se lie au RBE, ce qui
provoque un réarrangement spatial du génome et aboutira a la libération du site trs qui
correspond au substrat de I’activité endonucléase de Rep. Suite au clivage, la réplication se
déroulera par la machinerie cellulaire a partir de I’extrémité 3’ libérée.

De ce fait, comprendre les activités fonctionnelles des Rep 68/78 est a la base de la
compréhension du mécanisme d’intégration de ’AAV-2 au niveau d’AAVSI1 du chromosome
19. 1l a été montré que 33 pb situées au niveau d’AAVS1 et comprenant la séquence RBE et
le site trs, sont essentielles et suffisantes pour permettre cette intégration Rep-dépendante

spécifique du site (Linden et al., 1996).

VII1.2. U94 de PHHV-6

L’HHV-6 est le seul parmi les herpesvirus qui posséde le géne U94. Il est compose de
1473 pb situées vers I’extrémité droite du virus (entre R3 et DRR). Un transcrit majeur de 2,7
kb a eté détecté par Northern-Blot ; il comporte 3 exons. Les exons 1 et 2 ne codent aucune
protéine alors que 1’exon 3 code la protéine U94 faisant une taille de 490aa (Mori et al.,
2000).
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Bien que U94 soit décrit comme un gene tres précoce par la majorité des travaux
(Mirandola et al., 1998; Oster et Hollsberg, 2002), il est parfois défini comme un gene
précoce (Tsao et al., 2009).

La séquence nucléotidique et celle des acides aminés difféerent d'environ 3,5% et 2,5%
respectivement entre ’'HHV-6A et ’'HHV-6B (Rapp et al., 2000). La divergence de la
séquence nucléotidique et de celle des acides aminés entre les différents isolats d’HHV-6B

(observé entre 17 isolats) est inférieure de 0.6% et 0.2%, respectivement (Rapp et al., 2000).

La séquence en acides amines de la protéine U94 de HHV-6 partage 24% avec celle des
protéines Rep68/78 de I’AAV-2. Aujourd’hui la protéine U94 de I’HHV-6 n’est que
partiellement caractérisée. Il a été montré qu’elle a une activité de liaison a I’ADN, mais les
activités endonucléase et ATPase-hélicase ne sont pas identifiées expérimentalement (Mori et
al., 2000; Dhepakson et al., 2002). Toutefois, U94 est supposée posséder ces activités.
L’analyse des acides aminés-clés pour ces deux fonctions chez Rep68/78 montre qu’elles sont
conservées chez U94 (Walker et al., 1997a, b) (Tableau Ill). De plus, Thomson et ses
collaborateurs ont montré in vitro que 1’apport de Rep d’HHV-6 a permis la réplication d’un
génome de I’AAV-2 déficient en REP68/78 (Thomson et al., 1994).

Toutes ces observations laissent penser que le géne U94 joue un réle dans 1’intégration

virale.
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+ 536 aa (68 Kda) - 623 aa (78 Kda)

* Activité: - Activité :

- ATPase et hélicase - ATPase et hélicase

- Endonucléase - Endonucléase

- Liaison a I’ADN - Liaison a I’ADN

- Régulation de I’expression des génes - Régulation de I’expression des génes
viraux viraux

Tableau 111 : Caractéristiques de la protéine U94 de I'HHV'6 et des protéines Rep68 et Rep68/78 de I'AAV-2.

490aa (<60KDa)
Activité :

ATPase et hélicase
Endonucléase

Liaison a ’ADN

Réle dans la latence
HHV-A/HHV-6B ~98%

d’homologie
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IX. Structure du virus intégre

L’ADN viral peut étre présent dans la cellule hote sous 3 formes : lineaire, épisomale ou
cocatémeérique. A ce jour, il n’est pas bien clair si ces trois différentes formes sont capables de
s’intégrer et si oui, la structure du génome intégré ainsi que le sort du provirus intégré ne sont

pas expérimentalement élucidés.

Théoriquement, lorsqu’un génome viral est intégré sous sa forme linéaire ou épisomale,
une seule copie d’HHV-6/cellule devrait étre quantifiée. Mais lorsque le virus s’est intégré
sous la forme concatémérique, il devrait étre possible de détecter plus d’une copie d’HHV-
6/cellule. Tel était peut-étre le cas, lorsque Leong et ses collaborateurs (Leong et al., 2007)
ont rapporté avoir quantifié 2 a 5 copies dans une cellule ayant ’HHV-6 intégré provenant
d’une population de donneurs de sang aux UK. Il est important de noter que seulement de
I’HHV-6B a été détecté. La quantification de I’ADN d’HHV-6 dans une cellule est effectuée
aprés comparaison du résultat de charge en ADN viral avec le résultat d’une qRT-PCR de la
béta-globuline. Flamand et ses collaborateurs ont supposé que dans le cas d’un CIHHV-6 sous
une forme concatémérique, un génome viral entier pourrait s’exciser, et ceci serait
probablement 1’étape qui précede une éventuelle réplication virale (Flamand et al., 2010).
Alors, En tenant compte du nombre de copies d’ADN viral/cellule, il est possible de prédire si

un individu est susceptible de produire des virions infectieux.

X. Pathologies associées

A ce jour, il n’existe pas de pathologie associée au CIHHV-6. Parmi les cas rapportés
dans la littérature, il est a noter que certaines pathologies reviennent de maniere récurrente
parmi les patients présentant 'HHV-6 intégré dans leur génome. C’est le cas de certaines

néoplasies hématologiques mais aucun lien direct n’a été démontré.

Plusieurs auteurs pensent que I’intégration de 170 kb d’ADN viral dans le télomere d’un
chromosome ne devrait pas étre sans conséquences, surtout que les régions télomériques
possedent plusieurs activités, dont la contribution a I’intégrit¢ chromosomique et a
I’homéostasie cellulaire. Ainsi les téloméres codent des transcrits non codants appelés
TERRA, comportant un motif UUAGGG qui n’a été trouvé qu’au niveau du noyau ; ces ARN
proviennent d’un promoteur localisé en région subtélomérique (Azzalin et al., 2007). Le rdle

biologique de TERRA n’est pas encore bien élucidé. Certaines études ont révélé une
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corrélation entre le taux de TERRA et le raccourcissement des téloméres. Un niveau bas

d’expression de TERRA est détecté au niveau des échantillons de cancer humain (ou les

télomeres sont longs) alors il a été proposé pour TERRA un réle dans la limitation

télomérase-dépendante de 1’élongation des téloméres (Azzalin et al., 2007; Schoeftner et
Blasco, 2008).

Curieusement, les régions ou I’'HHV-6 s’intégre le plus souvent, sont associées a

certains syndromes rares. Par exemple, des syndromes caractérisés par des malformations

congénitales :

le syndrome de Miller-Dieker. Il est associé a une microdélétion et /ou une altération

du géne LIS-1 situé au niveau de 17p13.3.
Le syndrome de 18q, il est associé a une délétion au niveau de 18923.

- Le syndrome de délétion subtélomérique du chromosome 9q.

Le CIHHV-6 n’est probablement pas le responsable de ces maladies, mais il sera

intéressant de chercher si des altérations similaires pourraient survenir en conséquence de

I’intégration du HHV-6 au niveau de ces régions.

Le schéma ci-dessous (Figure 16) propose plusieurs hypothéses des conséquences de

I’intégration de ’'HHV-6 dans le génome de la cellule héte (Morissette et Flamand, 2010) :

Il est supposé qu’une intégration d’'un ADN de 170 kb dans la région télomérique,
pourrait altérer 1’intégrité du chromosome et conduire probablement a une sénescence
prématurée du chromosome,

CIHHV-6 pourrait provoquer des mécanismes de troncation au niveau des télomeres
L’ADN viral intégré pourrait avoir un effet sur ’expression des genes cellulaires
(proto-oncogenes ou autres),

Concernant le CIHHV-6 transmis de la mére a I’enfant, pourrait-il y avoir une
tolérance immunitaire pour des antigénes d’HHV-6, au cas ou des protéines d’HHV-6
sont exprimées lors de I’embryogéneése ?

Si certains genes de CIHHV-6 sont exprimeés et que leurs produits soient exposes,
comme des protéines cellulaires, & la membrane, est-ce qu’il est possible d’avoir des

réactions d’auto-immunité suite & une primo-infection ?
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Mais pour I’instant, il ne s’agit que d’hypotheses et il est difficile de prévoir les conséquences

cliniques de ces diverses situations.

Cytoplasme

Propagation virale
Activation des

proto-oncogenes 7. Tolérance immunitaire
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=" Réactivation virale/

P@ production de virions
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Figure 16 : Les différentes hypothéses des conséquences d’HHYV-6 sur la cellule hote.

(1) Pas de transcription des génes viraux ; (2) expression du gene viral, réplication et production de virions ;
(3) expression d'un ensemble de génes de PHHV-6 ; (4 et 5) impact de I’intégration de PHHV-6 sur la fonction
des téloméres, I’intégrité, et la stabilité des chromosomes ; (6) activation trans et/ou cis de I'expression du géne
cellulaire suite & I'intégration ; (7) tolérance immunitaire due a I'expression des génes de ’HHV-6 au cours de
I'embryogenese ; (8) destruction de tissus ou de cellules exprimant des antigénes d’HHV-6 suite & un

mécanisme de défense immunitaire développé en réponse a une infection naturelle par PHHV-6. (Morissette et
Flamand, 2010)
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XI. Le télomere

Tous les chromosomes linéaires des cellules eucaryotes se terminent par une structure
spéciale appelée « télomére ».

Les recherches sur les téloméres ont commencé a partir des annees 1929 lorsque deux
généticiens indépendants, Barbara Mc Clintock et Herman J. Maller travaillant sur le mais et
sur la drosophile melanogaster respectivement (McClintock, 1929; Miller, 1938;
McClintock, 1941), ont suggéré que les extrémités des chromosomes présentent des
caractéristiques spéciales qui les protégent et assurent leur stabilité. Muller a signalé que les
extrémités des chromosomes ont été scellées par un «gene terminal » qu’il a baptisé
« telomeros » (dérive du grec telos=fin et meros=partie). Mc Clintock a observé que les
extrémités cassées des chromosomes sont souvent réparées par des fusions entre elles, méme
pour genérer un réarrangement chromosomique. Il conclut que les télomeéres jouent un réle

fondamental dans l'intégrité des chromosomes.

XI1.1. Probléme de la réplication des extrémités d’ADN

Les extrémités des chromosomes raccourcissent a chaque réplication (Olovnikov, 1971;
Watson, 1972), ceci a eté appelé, par Watson, «the end replication problem» ou
« probléme de la réplication des extrémités ». James Watson a propose que les chromosomes
perdent de I'ADN au niveau de leurs extrémités a cause de 'ADN polymérase qui n’arrive pas
a synthétiser complétement 1’extrémité de I’ADN linéaire (Watson, 1972). Alors, plus la

cellule se divise, plus les extrémités d’ADN raccourcissent (Figure 17).
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Figure 17 : Représentation schématique du probléme de la réplication des extrémités d’ADN.

Un seul brin est représenté pour des raisons de simplicités. L’ADN polymérase nécessite une amorce
ARN (générée par ’ARN primase) pour initier la synthése dans la direction 5°-3’. Les nouveaux
brins synthétisés sont appelés « brins d’Okazaki » (dont chaque fragment est composé d’une amorce
ARN et d’un fragment d’ADN nouvellement synthétisé). Ensuite P’ADN polymérase supprime les
amorces ARN précédées par un 3°OH en les remplacant par de I’ADN. Puis les fragments d’ADN
sont reliés sous D’action de ’ADN ligase. Enfin, a ’extrémité 5° de chaque brin d’ADN néo-
synthétisé il y aura un trou (manque d’ADN).

X1.2. La télomérase

En 1978, Elizabeth Blackburn a déterminé la séquence des télomeres en examinant les
extrémités des génes d'ADN ribosomiques extra-chromosomiques chez Tetrahymena
thermophila (un protozoaire) et a constaté que les télomeres consistaient en environ 50
répétitions en tandem de CCCCAA/GGGGTT (Blackburn et Gall, 1978). C’est en 1988 que la
séquence répetée des téloméres humains a éte identifiée (TTAGGG)n (Moyzis et al., 1988).

En 1985, I’activité enzymatique synthétisant de nouvelles répétitions télomériques a été
découverte (Greider et Blackburn, 1985) chez Tetrahymea, puis chez la levure et chez
I’homme (Counter et al., 1997; Nakamura et al., 1997). Cette enzyme a été nommée
« transférase terminale » ou «télomérase » (Figure 18). La télomérase est composee de
protéines et d’un fragment d’ARN qui contient la séquence CAACCCCAA dont une partie
(AACCCC) est complémentaire a la répétition TTGGGG du télomére (protozoaire). Chez
I’homme, la séquence d’ARN matrice contient 450 nucléotides 5’-CAAUCCCAAUC... dont
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une partie est complémentaire a la répeétition TTAGGG. Cette enzyme utilise donc une
matrice ARN pour synthétiser de nouvelles répétitions télomériques et compenser la perte
d’ADN (Greider et Blackburn, 1989; Yu et al., 1990) (Figure 19). La sous-unité catalytique
de la télomérase est la hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase). Avec la hTERC
(human Telomerase RNA Component), elles constituent les deux sous-unités majeures de
I’enzyme. La télomeérase est aussi composée par des facteurs annexes comme par exemple la
dyskérine (DKC1) (Weinrich et al., 1997; Kirkpatrick et Mokbel, 2001) (Figure 18). Bodnar
et ses collaborateurs ont montré une relation entre la courte taille des teloméres et I’entrée des

cellules en sénescence (Bodnar et al., 1998).
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Figure 18 : La télomérase.

Elle est composée de deux sous-unités majeures HTERT et HTERC, d’autres facteurs annexes
comme la dyskérine (DKC1) et d’une séquence matrice d’ARN (Rajpar et al., 2011).
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Figure 19 : Mécanisme de l'intervention de la télomérase dans la réparation des extrémités
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\ J
|

Compensation de la

perte télomérique

télomériques (protozoaire).

(a) En noir brin matrice, en bleu brin complémentaire : suite a la réplication qui a eu lieu, il
existe un manque d’ADN a son extrémité 5°. (b) Fixation de la télomérase sur I’extrémité 5’ du
brin matrice. (c) (d) En utilisant sa matrice d’ARN, la télomérase ajoute un TTG ensuite
GGGTTG. (e) (f) (g) le brin matrice est maintenant plus long, des amorces ARN (en rouge) sont
utilisées pour construire le brin complémentaire par PADN polymérase. (h) ligation des
fragments (sous I’action de la ligase) (i) suppression de ’ARN, la perte en ADN est compensée et

le nouveau trou a eu lieu dans de ’ADN « extra » ou néosynthétisé.
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X1.3. Complexe de Shelterin

Chez la plupart des eucaryotes, les chromosomes se replient pour former une boucle a
leur extrémité. En 1999, Griffith et ses collaborateurs ont montré pour la premiére fois et par
microscopie électronique, 1’existence de ces boucles au niveau des télomeéres humains, ils les
ont nommé « T-loop » (boucle T pour télomérique) (Griffith et al., 1999). La formation de T-
loop nécessite la présence des répétitions télomériques et la queue d’ADN simple brin riche
en G. Ces séquences d'ADN recrutent une matrice de protéines de liaison spécifiques a I'ADN
des télomeéres, qui catalysent la formation de T-loop. L’extrémité 3’ de I’ADN simple brin
riche en G se lic a I’ADN double brin du télomére (a la séquence riche en C) formant ainsi

une deuxieme boucle appelée boucle de déplacement ou « D-loop » (Figure 20).

La télomérase n’est pas la seule protéine/enzyme pouvant interagir avec les télomeres. Il
existe un complexe télomérique appelé « Shelterin » ou « télosome » formé de 6 protéines
coiffant le télomere : TRF1, TRF2, POT1 (protection of telomeres), TIN2 (TRF1-interacting
nuclear protein 2), TPP1 (TIN2-interacting protein 1) et RAP1 (Repressor/Activator Protein
1) (Figure 20).

Ce complexe est impliqué dans la régulation de I’activité de la télomérase, régulation de
I’accessibilité au télomére et il sert également pour empécher que les extrémités des
chromosomes ne soient reconnues comme un dommage a I’ADN (de Lange, 2005; Palm et de
Lange, 2008). Les interactions dynamiques du complexe shelterin avec les télomeres, ainsi
que les interactions dynamiques entre les sous-unités du complexe shelterin, sont au centre de
la structure et de la fonction des télomeres. Cependant, les détails moléculaires de ces
interactions sont encore inconnus.

Au niveau de la boucle D, le brin déplacé est li¢ a une protéine de liaison a ’ADN
simple brin, POT1 qui signifie «protection des télomeres ». TPP1 est le partenaire
hétérodimérique de POT1 (Wang et al., 2007). Le complexe POT1-TPP1 est associé a des
protéines de liaisons a I’ADN double brin, TRF1 et TRF2, par un pont formé par TIN2 (Kim
et al., 1999; Takai et al., 2010).

L’inhibition de Potl entraine une augmentation de la longueur du télomere, ceci a été
expliqué par le fait qu’en absence de POT1 I’extension 3’simple brin devient accessible a la
télomérase (Loayza et De Lange, 2003). Au contraire, en 2007, une étude a suggéré un role
pour le complexe PROT1-TPP1 a la fois dans I'activation et la progression de la télomérase

(Wang et al., 2007).
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TRF1 et TRF2 sont les deux protéines majeures de liaison au télomére. TRF1 est une
protéine homodimérique jouant un role dans le repliement de I’ADN au niveau du télomere,
ce qui aide a la formation de boucles et a la stabilisation. Des études expérimentales ont
montré que la quantité de la TRF1 dans une cellule a un effet sur la longueur des télomeres.
La surexpression de la TRF1, type sauvage, va diminuer la longueur télomérique alors que la
surexpression d’un mutant de délétion de la TRF1 menera & une élongation des télomeres par
activation de la télomérase. TRF1 est donc un régulateur négatif de la longueur des télomeres
(Shay, 1999; Blasco, 2003).

Il est supposé que PINX1 (PIN2/TRF1-interacting télomerase inhibitor 1), un inhibiteur
de la téelomérase, soit recruté vers les télomeres via I’interaction avec TRF1 (Zhou et Lu,
2001).

La protéine TRF2 joue un r6le important dans la stabilisation des chromosomes. Des
¢tudes ont montré que la surexpression d’un mutant de délétion de la TRF2 conduit a la perte
de la liaison de cette protéine au télomere, la perte de 1’extension 3’ simple brin, l'induction
des voies dommages p53 dépendantes, la fusion des extrémités et un arrét de la réplication
(van Steensel et al., 1998). Le mode d’action de TRF2 semble indépendant de la télomérase.
La localisation de TRF2 au niveau de la jonction entre les deux boucles T et D suppose que
cette protéine joue un rdle dans la stabilisation de la structure de la boucle T en facilitant
l'invasion de I’extrémité 3’ simple brin (aprés repliement du télomere sur lui-méme) au niveau
de I’ADN télomérique double brin (Figure 20) (Fouche et al., 2006; Nora et al., 2010). Ceci
empéche une séquence simple brin d'étre reconnue comme une cassure de I'ADN ce qui

pourrait avoir comme conséquence l'activation de la réponse aux dommages de I'ADN.

TRF2 peut interagir avec la protéine RAP1 pour jouer un réle dans la régulation de la
longueur télomérique. La surexpression de la RAP1 peut provoquer un allongement des
télomeéres (O'Connor et al., 2004; Arat et Griffith, 2012).

TIN2 a été identifiée comme une protéine qui interagit avec la TRF1. L’expression d’un
mutant de delétion de la TIN2 conduit a une élongation des téloméres d’une maniére
dépendante de la télomérase (Kim et al., 1999; Kim et al., 2003). Ceci suggere que la fonction
de la TRF1 peut étre médiée par TIN2 et que cette derniere régule négativement la longueur

des télomeres.

En 2004, Kim et ses collaborateurs ont montré in vitro que TIN2 interagit aussi avec
TRF2. Un mutant de délétion de la TIN2 ne pouvant se lier ni a TRF1 ni & TRF2, induit une
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réponse de dommage a I’ADN et déstabilise TRF1 et TRF2 (probablement en les déplacant)
au niveau des téloméres (Kim et al., 2004). Les auteurs ont suggéré que les fonctions de TRF1
et TRF2 sont liées a TIN2.

TRF2

Rap1 i”’

D-loop

Figure 20 : Représentation schématique de la structure moléculaire du télomére.

(Oeseburg et al., 2010)

X4 ALT

Dans les cellules cancéreuses ainsi que lors d’une infection par des virus
immortalisants, le contr6le du cycle cellulaire et la réplication de I'ADN sont affectés, y
compris l'activation de la télomérase et le rallongement des télomeres. La plupart des
mécanismes viraux connus pour l'activation de la télomérase impliquent I'activation
transcriptionnelle de la reverse transcriptase télomérase humaine (hTERT). Cependant, 10 a
15 % des cellules cancéreuses par exemple utilisent la voie de réparation « ALT »
(Alternative Lengthening of Telomeres, allongement alternatif des télomeres). C’est un
mécanisme alternatif de rallongement des télomeres et indépendant de la télomérase. Il est
restreint aux cellules cancéreuses et aux lignées cellulaires immortalisées. Ces cellules sont
capables de survivre apres avoir été traitées par des inhibiteurs de la télomérase.
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Alors que la télomérase synthétise les répétitions télomériques en utilisant une matrice

d'’ARN, I’ALT s’appuie sur deux modeles possibles :

a. L’échange inégal de téloméres entre des chromatides sceurs (Unequal T-SCE)
(Figure 22a)

Dans ce modeéle, les chromatides sceurs se recombinent par recombinaison homologue,
¢changeant leurs positions sur le chromosome. Une trés petite partie de I'un des télomeres est
échangé vers un autre télomeére plus grand. Les échanges T-SCE donnent lieu a une cellule
fille avec un télomere rallongé et donc une capacité de prolifération prolongée, et une autre

cellule fille avec un télomére raccourci et une diminution de la capacité de prolifération.

b. La recombinaison homologue dépendante de la réplication d’ADN (RH) (Figure
22b)

Dans ce modéle, une seule extrémité simple brin d’un télomére envahit la séquence
double brin d'un autre télomere d’un chromosome adjacent. Ce brin sert de matrice pour
permettre 1’allongement des télomeéres.

Ce modele est privilégié par rapport au modele de T- SCE (Cesare et Reddel, 2010).
Dans le modele T-SCE les téloméres sont juste échangés, leur nombre n’augmente pas, alors

que le modele RH explique comment le nombre des télomeéres peut augmenter.

Les cellules qui réalisent un mécanisme ALT sont caractérisées par une association des
corps PML (promyelocytic leukemia) a I’ADN télomérique pour former le « APB » (ALT-
associated PML bodies, corps PML associés a ALT) (Figure 21).

Les corps PML sont des structures nucléaires dynamiques impliquées dans de nombreux
processus cellulaires. lls facilitent la modification post-traductionnelle et peuvent localiser les
protéines a leurs sites d’action. De nombreuses composantes des corps PML sont dites
« sumoylates ». En phase G2 du cycle cellulaire, le complexe Smc5/6 et des protéines de la
recombinaison homologue s’associent aux corps PML. Nse2 (non-Smc element-2) également
connu sous le nom Mms21 (non-structural maintenance of chromosomes element 2 homolog),
est une sous-unité du complexe Smcbh/6 qui posseéde une activité SUMO-ligase (small
ubiquitin-related modifier ligase). Généralement ce genre de modification joue un rdle dans la
régulation des propriétés biochimiques des protéines cibles (I’interaction protéines/protéines,

ADN/protéines...). Cette activité n'est pas nécessaire pour 1’association du SMC5/6 avec
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PML. Cependant, la sumoylation des composantes du complexe shelterin par Nse2 est
indispensable pour la formation de « APB » et pour la maintenance des télomeres au niveau
de ces APB. Ceux-ci favorisent la recombinaison homologue au niveau des télomeres.

CorpsPML

Figure 21 : Complexe moléculaire présent lors du rallongement des téloméres par
la voie ALT.

RH, recombinaison homologue ; S, sumoylation.
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Figure 22 : Mécanisme alternatif de rallongement des télomeres indépendant de la télomérase. (a) Unequal T-SCE; (b) recombinaison homologue dépendante

de la réplication d’ADN.

D’aprés (Cesare et Reddel, 2010).
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XI1.Virus et télomeres

L'infection virale peut avoir des effets graves sur la fonction des télomeres et la
maintenance du génome de la cellule hote. Elle peut induire la prolifération, I’immortalisation

cellulaire et I’augmentation de 1’activité de la telomeérase

c. EBV

La protéine membranaire de latence LMP1 codée par I’EBV, favorise directement
I'activation de la télomérase en agissant sur le niveau de transcription du promoteur de
hTERT. Ces effets sont médiés par I'engagement des voies NF-kB, MAPK (kinases activées
par les mitogenes) et ERK1/2 (Protéine kinase régulatrice extracellulaire1l/2) (Terrin et al.,
2008).

Les virus peuvent également provoquer un dysfonctionnement des téloméres
indépendamment de I'activation de la télomérase. Le dysfonctionnement des télomeéres est
causé par la déficience des mécanismes de contrdle qui maintiennent leur intégrité, ce qui
conduit a des ruptures des téloméres et a I'activation des réponses spécifiques de dommage de
I’ADN télomérique. La réparation imprécise résulte de la formation de répetitions
extrachromosomiques d'’ADN télomérique (Cesare et Reddel, 2008). L’EBNAI, un antigéne
nucléaire de I’EBV, est impliqué dans le dysfonctionnement télomérique via I’induction d’un
stress oxydatif (Gruhne et al., 2009; Kamranvar et Masucci, 2011). Les cellules des tumeurs
associees a I'EBV, y compris les cellules de Reed-Sternberg EBV+ du lymphome de Hodgkin,
peuvent ainsi avoir une morphologie et une organisation télomérique altérées (Knecht et al.,
2010).

d. HHV-8

L’ORF 73 de I’herpésvirus HHV-8 code un antigene nucléaire associé a la latence
(LANA) qui active hTERT via SP1 (Verma et al., 2004).

SP1 est un facteur de transcription a doigts de zinc, qui se lie aux séquences d’ADN
riches en GC (Berg, 1992). La séquence de hTERT contient 5 blocs riches en GC et qui sont
capables de lier SP1 pour réguler positivement I’expression de hTERT. LANA peut se lier a
SP1. Cette liaison active d’une maniére synergique les transcriptions médiées par SP1. Il est
proposeé que la capacité oncogénique de LANA soit due en partie a sa capacité a augmenter la
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transactivation du promoteur de hTERT, en ciblant le facteur de transcription Sp1, contribuant
ainsi a I'immortalisation des cellules (Verma et al., 2004).

La protéine LANA de I’HHV-8 a été montrée interagir a la fois avec TRF1 et TRF2, et
provoquer le raccourcissement des télomeéres (Shamay et al., 2012).

e. CMVH
Les virus non immortalisants peuvent également affecter I'activité de la télomérase dans
la cellule infectée. Il a été rapporté que 1’infection par le cytomégalovirus humain (CMVH)
augmente 1’activité de la télomérase par induction de la transcription de hTERT dans des
fibroblastes diploides humains, HDF (human diploid fibroblasts), probablement via SP1. La
transactivation de hTERT a été accompagnée par une augmentation des liaisons de SP1 au

promoteur hTERT. Cela a été proposé comme étant un mécanisme potentiel d’un effet

carcinogéne du CMVH (Straat et al., 2009).

f. HHV-6 et MDV

L’HHV6 et le MDV s’intégrent de maniére efficace dans I'ADN télomérique hote par
recombinaison homologue avec des séquences répétées télomériques (TR) présentes a
I’extrémité du génome viral. A ce jour, il n’est pas décrit un dysfonctionnement des téloméres
associé a I’intégration d’HHV-6. Mais, Huang et ses collaborateurs ont rapporté que la taille
du télomere porteur du virus a été plus courte (dans 45% des cas de CIHHV-6 étudiés) que
celle du chromosome non porteur (Huang et al., 2013).

Concernant le MDV, les TR aux extrémités de son ADN facilitent son intégration dans
le génome de la cellule hote (chez les poules). Cette intégration est importante pour
I’établissement d’un état de latence et la formation des lymphomes (Kaufer et al., 2011).
Pendant I'état latent de I'infection MDV, peu de transcrits et de protéines sont produits, ils
assurent la mise en place et le maintien de I'état de latence de I'infection. La protéine Meq
semble étre la protéine la plus importante produite pendant la latence et dans les tumeurs
associees a MDV. Elle sert de répresseur de 1’expression des genes viraux lytiques, elle est
également un puissant activateur de la transcription lorsqu’elle est dans un complexe
hétérodimérique avec la proto-oncoprotéine c-jun. La protéine Meq peut interagir avec P53 et
RB améliorant ainsi la transformation et la prolifération des cellules T (Liu et Kung, 2000;

Lupiani et al., 2004; Brown et al., 2006; Osterrieder et al., 2006).
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Un autre facteur semble étre important dans la tumorigenese induite par le MDV : ¢’est
I'’ARN de la télomérase virale (VTR), un homologue de I'ARN de la télomérase cellulaire.
Etant une partie du complexe de la télomérase, VTR assure une activité accrue de la
télomérase aux stades précoces de la lymphomagenése mais VTR peut également favoriser la
formation de tumeurs indépendamment de sa présence dans le complexe de la télomérase
(Kaufer et al., 2010).

g. HPV
La protéine E6 des papillomavirus humains (HPV) oncogénes, active la transcription de
hTERT par une voie cMyc-dépendante. E6 active hTERT et la télomérase a travers la
protéine ubiquitinine ligase « EGAP » en interagissant avec MYC et en modulant 1’activité
des répresseurs USF1 et USF2 (facteurs de stimulation amont 1/2, Upstream Stimulating
Factors 1/2), de certains facteurs de transcription nucléaires NFX1-91 (nuclear factor X box-
binding protéin 1-91) et des activateurs MYC-MAX (facteur X associe & MYC), SP1 et

histone acétyltransférases qui se lient au promoteur de hTERT (Howie et al., 2009).

E6 peut se lier directement 8 NFX123 pour augmenter le niveau d’expression de TERT
par des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels (Katzenellenbogen et al.,
2007).

Il a été montré que la protéine E7 des mémes virus permet la maintenance du télomére
en I’absence d’E6 et malgré une faible activité télomérase détectée. Alors il est suggéré qu’E7
utilise la voie ALT (Alternative Lengthening Telomeres) pour favoriser 1’allongement des

téloméres (Moody et Laimins, 2010).

Les protéines virales peuvent également se lier a des facteurs télomériques et modifier
leur capacité & maintenir la structure des télomeéres. Il a été montré que la protéine E6 d’HPV
peut interagir directement avec le complexe télomérase/ADN télomérique, ce qui contribue a

la transformation des kératinocytes par HPV (Liu et al., 2009).

h. HBV

Le micronoyau, est un indicateur de dommages chromosomiques. Il survient en
anaphase ou télophase du cycle cellulaire (Figure 23), lorsqu’un chromosome ou un fragment
chromosomique n'est pas incorporé dans l'un des noyaux fils. Ceci se manifeste dans

I’interphase par un petit noyau dans le cytoplasme de la cellule. Il a été signalé une instabilité
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chromosomique (présence de micronoyaux) et un raccourcissement des téeloméres dans les

cellules infectées d’une maniére chronique par le virus de I’hépatite B (HBV) ainsi qu’au

niveau des carcinomes hépatocellulaires associés a I’HBV (Lee et al.,

2009). Cela a été

accompagneé d’une augmentation d’expression des transcrits de TRF1, TRF2 et TIN2 et de la
protéine TRF1 (Oh et al., 2005). Les auteurs ont conclu que TRF1, TRF2, et TIN2 pourraient

étre impliqués dans

raccourcissement des télomeres.
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Figure 23 : Cycle Cellulaire.

(a) Deux grandes phases : interphase (phase
GO, état de repos/la cellule ne se divise pas ;
Gl; S, synthése d’ADN; G2) et mitose
(prophase, métaphase, anaphase et
télophase). Pendant D’interphase, la cellule
synthétise d’une maniére continue des ARN
et produisent des protéines tout en
augmentant en taille. Pendant la mitose, la
croissance cellulaire et la production des
protéines s’arrétent, la cellule va se diviser
pour donner deux cellules filles. (b) La
mitose.

(source :
http://lamalledesvt.chispasdesal.es/fr/svt-bio-
geo/3eme-30-e-s-o/genetique/).
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Partie 3 : Syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse

I. Historique : définition et nomenclature

Les réactions aux medicaments sont bien répertoriées depuis 1950, lorsque Chaiken et
ses collaborateurs ont décrit le premier cas (Chaiken et al., 1950). Il s’agissait d’un patient
atteint d’hépatite avec jaunisse et qui a développé un rash cutané (suivi de fievre) associé a
des lymphadénopathies et une atteinte multiviscérale, ceci 1 a 8 semaines aprés avoir démarré
un traitement par la phénytoine, anticonvulsivant aromatique.

De méme, en 1979, une réaction a la phénytdine a été rapportée par Haruda. Elle s’est
caractérisée par des éruptions cutanées, de la fiévre, une angine, une éosinophilie, une
lymphadénopathie et une hépatite (Haruda, 1979).

D’autres études ont rapporté une symptomatologie similaire peu de temps apres une
prise de phénobarbital (McGeachy et Bloomer, 1953) ou de carbamazépine (Pellock, 1987;
Shear et Spielberg, 1988), qui correspondent également a des médicaments anticonvulsivants.

En 1988, Shear et Spielberg ont baptisé cette pathologie « AHS », pour Anticonvulsant
Hypersensitivity Syndrome (Shear et Spielberg, 1988).

En 1996, il a été détecté, la présence des lymphocytes atypiques dans le sang d’un
enfant de 7 ans, apres qu’il ait eu un traitement a base de carbamazépine et phénytoine afin de
traiter ses convulsions (Gorlin et Ferry, 1996).

Saltzstein et Ackerman, ont décrit cette réaction médicamenteuse cutanée induite par
des médicaments anticonvulsivants, comme étant un pseudolymphome, en raison de certaines
similarités cliniques et histologiques avec un lymphome malin (Saltzstein et Ackerman,
1959).

Cependant, en 1996, une étude de Callot et ses collaborateurs, a fait la distinction entre
le syndrome d’hypersensibilité et le pseudolymphome induit par une drogue. Ils ont considéré
deux entités distinctes avec des caractéristiques cliniques et biologiques différentes. Le
pseudolymphome cutané n’entraine pas de symptomes systémiques ou d’atteinte viscérale
contrairement au syndrome d’hypersensibilité caractérisé le plus souvent par de la fievre, une
lymphocytose, une éosinophilie ou la présence de lymphocytes atypiques (Callot et al., 1996).

Afin d’éviter toute ambigiiité, le syndrome d’hypersensibilit¢ a ¢été renommé

« DRESS», pour Drug Rash with Eosinophilia and Systemic Symptoms (Bocquet et al.,

78



1996). Le terme « DIHS », pour Drug-Induced Hypersensitivity Syndrom est également
utilisé dans la littérature pour désigner cette pathologie (Shiohara et Kano, 2007).

Il a ét¢é montré par la suite qu’il n’y a pas que les anticonvulsivants qui soient
impliqués, d’autres molécules sont incriminées dans cette pathologie comme 1’allopurinol, les
sulfamides, la minocycline et bien d’autres... (Tableau V). Le terme « AHS » n’est donc plus

tres utilisé.

Classe Molécules

Carbamazépine, phénytoine, valproate de sodium,
phénobarbital, lamotrigine, hydantoine
Minocycline, amoxicilline, dapsone, métronidazole,
cotrimaxazole, spiramycine, vancomycine

Anticonvulsivants

Antibiotiques

Anti-inflammatoires non- Sulfasalazine, naproxéne, phénylbutazone, piroxicam,
stéroidiens diclofénac, fenbuféne, nalfon, ibuprophene
Antidépresseurs Desipramine, fluoxétine

Antithyroidiens de synthése | Benzylthio-uracile

Inhibiteurs de I'enzyme de
conversion

Captopril, enalapril

Allopurinol, sels d'or, azathioprine, abacavir, ranélate de
strontium, télaprévir, bocéprévir, névirapine, éfavirenz,
mexilétine, diaphénylsulphone, olanzapine,
hydroxychloroquine

Tableau IV : Médicaments susceptibles de déclencher un syndrome de DRESS (liste non exhaustive)

Autres

Il. Epidémiologie

L'incidence du DRESS est n’est pas encore bien définie. La fréquence de survenue d’un
DRESS varie selon le type de médicaments et 1’état immunitaire du patient. Elle varie de 1 a
5/10 000 patients exposés a des anticonvulsivants (la carbamazépine ou la phénytoine) et
semble étre plus élevée chez les patients prenant de la lamotrigine avec 1/300 adultes et 1/100
enfants exposés (Tennis et Stern, 1997; Guberman et al., 1999; Knowles et al., 2012). Les

personnes immunodéficientes semblent étre plus susceptibles de développer cette maladie.
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Une étude prospective, de sept ans, faite sur la population générale a I’Est de 1’Inde, a
estimé I’incidence annuelle a 0.9/100 000 (carbamazépine, allopurinol et minocycline
représentaient 2/3 des cas) (Muller et al., 2003). Le DRESS peut survenir chez les enfants,
mais la plupart des cas surviennent chez les adultes, sans prédilection de sexe (Cacoub et al.,
2011).

Les atteintes systémiques graves sont responsables d'une mortalité de 10 a 20%, dont la

plupart sont le résultat d’une insuffisance hépatique.

1. Symptdmes et progression clinique

Chez la majorité des patients qui développent un DRESS, les symptomes apparaissent 2
a 6 semaines apreés la prise du médicament (Roujeau et Stern, 1994; Bocquet et al., 1996). Ce
temps entre I'exposition au médicament et I'apparition des symptémes est beaucoup plus long
que pour la plupart des autres éruptions dues aux médicaments. Par exemple, I’apparition des
éruptions morbilliformes (la manifestation dermatologique la plus rencontrée dans le DRESS)
survient 5 a 10 jours aprés la prise médicamenteuse et 1’apparition d’un syndrome de Stevens-

Johnson (TEN/toxic epidermal necrolysis) entre 4 et 28 jours (Mockenhaupt, 2012).

Les premiers symptomes les plus courants sont une fiévre a 38°C-40°C, un malaise, une
lymphadénopathie, et une éruption cutanée. Ces symptdmes ne sont pas toujours tous présents
(Kardaun et al., 2007).

L’¢éruption apparait initialement au niveau du visage et de la partie supérieure du tronc
et des extrémités (Vittorio et Muglia, 1995). Elle débute sous forme d’une éruption
morbilliforme qui progresse, plus ou moins rapidement, vers un érytheme diffus avec
accentuation folliculaire. L’étendue de la surface atteinte est un marqueur important de la
gravité de la maladie. Dans la moitié des cas, un cedéeme facial associé a 1’érythéme peut
apparaitre.

Une lymphadénopathie diffuse, a été rapportée chez 30 a 60% des patients atteints de
DRESS (Cacoub et al., 2011). Elle est similaire a une lymphadénopathie d’origine virale ou a
une hyperplasie lymphoide bénigne.

Une défaillance multi-viscérale peut survenir. La sévérité de la maladie est associée a
’atteinte viscérale. Ces atteintes sont essentiellement hépatiques, rénales ou pulmonaires.

Cependant d’autres organes peuvent également étre atteints dont le cerveau, le pancréas, la
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thyroide, les yeux, les muscles et les nerfs périphériques (Knowles et al., 1999; Sekine et al.,
2001; Knowles et al., 2012).

Les anomalies hématologiques détectées chez les patients atteints de DRESS
comprennent une éosinophilie (dans 50 & 90% des cas) et une lymphocytose atypique avec de
grands lymphocytes activés, des lymphoblastes, des cellules ressemblant & celles trouvées

dans la mononucléose infectieuse (dans 30 a 70% des cas).

Généralement, le rash cutané et 1’atteinte viscérale guérissent progressivement apres le
retrait du médicament. Le délai moyen de guérison est de six a neuf semaines. Dans pres de
20% des cas, la maladie peut persister pendant plusieurs mois avec des pics successifs de
rémission et de rechute. Les rechutes ont été associées le plus souvent a la réactivation de
I’HHV-6 (Tohyama et al., 2007). Dans la tres grande majorité des cas cités en littérature sur
le DRESS, la réactivation de ’HHV-6 a été mentionnée (Shiohara et al., 2007; Cacoub et al.,
2011). Dans d’autres cas, il a été observé la réactivation d’autres virus comme par exemple
I’EBV, le CMV (Hashizume et Takigawa, 2005) et le paramyxovirus (Naniwa et al., 2007).

Au début de I’apparition des symptomes, il est observé une tres forte baisse du taux des
anticorps IgG, IgM et IgA dans le sérum. Les taux d’anticorps atteignent leur plus bas niveau
une semaine apres le retrait du médicament en cause, avant qu’ils subissent progressivement

un recouvrement complet (figure 24).

Prise médicamenteuse >3 semaines

Eruption ]
Titre Ig
Cellules B
Cellules NK

Fievre
Lymphadénopathie
Hépatite
Eosinophilie

Figure 24 : Progression clinique et biologique d'un DRESS.

Ce syndrome débute habituellement 3 semaines aprés la prise médicamenteuse par une fievre
suivie d’une éruption maculo-papuleuse. Des symptomes qui apparaissent, peuvent persister et
empirer méme aprés ’arrét de la prise médicamenteuse.

D’aprés (Shiohara et al., 2006). 81



V. Diagnostic

Il n'existe pas de norme fiable pour le diagnostic de DRESS. La difficulté réside dans le fait

que les cliniciens doivent exclure certaines pathologies, y compris les infections, les

processus néoplasiques, les troubles auto-immuns et les maladies du tissu conjonctif.

Aujourd’hui les critéres de diagnostic proposés, sont fondés sur I’analyse des résultats

cliniques et de laboratoire.

Bocquet et ses collaborateurs ont défini pour la premiere fois les criteres de ce

syndrome (Bocquet et al., 1996). Depuis, deux autres listes de critéres ont été développées,

I’'une par le « RegiSCAR » (European Registry of Severe Cutaneous Adverse Reaction )

(Kardaun et al., 2007) et I’autre par le j-SCAR (Japanese Research Committee on Severe

Cutaneous Adverse Reaction) (Tableau V), celle-ci étant la plus utilisée aujourd’hui (Shiohara

et Kano, 2007).

Bocquet et al.

RegiSCAR

J-SCAR

Eruption cutanée médicamenteuse

Eruption cutanée aigué

Eruption maculo-papuleuse
développement
>3 semaines apres
I’administration du
médicament incriminé

Anomalies hématologiques

Réaction suspectée étre liée au médicament

Prolongation des
symptdmes cliniques
apres l'arrét du médicament

en cause
Fiévre >38°C

e . Hospitalisation Cytolyse hépatique (ALT
Néphrite interstitielle Fievre >38°C >100 U/L) ou

autres atteintes viscérales

Pneumopathie interstitielle

Nombre de lymphocytes inférieur ou

Anomalies leucocytaires

supérieur & la limite normale 1)
Atteinte systémique Atteinte de >1 organe interne (>Iiig((:)%§<{tg§?|_)
Hépatite : transaminases . " . Lymphocytes atypiques >
hépatiques >2 fois la normale Anomalie de la numération sanguine 506

Eosinophiles >1,5x10"9/L
Présence de lymphocytes
atypiques

Eosinophiles > a la limite normale

Eosinophiles >1,5x10"9/L

Adénopathies : diamétre des

ganglions lymphatiques >2 cm

Augmentation du nombre de ganglions
lymphatiques impliqués > 2 sites

Lymphadénopathie

Cardite

Plaquettes < limite normale

Réactivation de 'HHV-6
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Tableau V : Les critéres de diagnostic du DRESS selon diverses classifications.
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V. Pathogenése et implication virale

Il existe une similarité entre les symptomatologies du DRESS et de la mononucléose
infectieuse, ce qui laisse penser qu’un virus pourrait étre impliqué dans le DRESS. Le DRESS
a comme caractéristiques le délai observé entre I’administration du médicament incriminé et
I’observation clinique des symptOmes, ainsi que les pics symptomatologiques qui peuvent
survenir malgré ’arrét de la prise médicamenteuse. Ces caractéristiques ne permettent pas de

conclure a une étiologie liée directement au médicament (Shiohara et Kano, 2007).

Il existe deux facteurs clés dans la pathogenese du DRESS : la réponse immunitaire
spécifique a la drogue et la réactivation d’un herpésvirus.

La réponse immunitaire spécifique a été montrée dans de nombreuses études par des
«patch tests» positifs, tests permettant de déterminer si une molécule spécifique est capable de
provoquer une réaction inflammatoire) chez un individu. Elle a aussi été montrée in vitro par

des tests de prolifération lymphocytaire (Elzagallaai et al., 2009; Santiago et al., 2010).

En 1997, le DRESS a été associé pour la premiere fois a une infection par ’'HHV-6
(Descamps et al., 1997). Une femme épileptique de 25 ans, traitée par du phénobarbital, avait
déclenché une éruption cutanée morbilliforme, de la fiévre (40°C), une éosinophilie, une
lymphadénopathie, avec une présence de lymphocytes atypiques et une atteinte hépatique.
Ces symptomes étaient associés a une infection active par ’HHV-6. La recherche d’autres
virus (VIH-1 et 2, EBV, HTLV-1, parvovirus B19, HCV, HBV et picornavius) s’était

montrée négative.

Cette association a été confirmée par plusieurs auteurs (Suzuki et al., 1998; Tohyama et
al., 1998). La réactivation de ’'HHV-6 semble survenir uniquement dans le DRESS et pas
dans les autres hypersensibilités médicamenteuses. Pour cela la réactivation de I'HHV-6 est
devenue aujourd’hui I’un des critéres du diagnostic du DRESS.

La réactivation séquentielle des autres herpesvirus a été montrée lors du DRESS dont
I’HHV-7, ’EBV, le HCMV et le HSV (Aihara et al., 2001; Descamps et al., 2003). Seishima
et ses collaborateurs ont décrit chez leurs patients une cascade de réactivations virales
sérigues commengant par celle de ’'HHV-6 et/ou ’'HHV-7 puis celle du HCMV et/ou de
I’EBV (Seishima et al., 2006).
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Ceci ne semble pas étre un ordre immuable. En effet, Kano et ses collaborateurs ont
étudié par des PCR quantitatives des échantillons séquentiels de sang provenant de 4 patients
atteints de DRESS. IIs ont observé les cascades de réactivation suivantes :

- patient 1 : HHV-6, puis EBV, puis HHV-7 et finalement HCMV,
- patient 2 : EBV, puis HHV-6

- patient 3 : HHV-6, puis EBV et enfin HCMV,

- patient 4 : HHV-6 puis HCMV.

Les auteurs ont suggéré que I’ordre de la cascade peut étre déterminé par le virus qui
réactive en premier et que ces virus sont liés « fonctionnellement » in vivo, la réactivation de
I’un conduisant a la réactivation de I’autre (Kano et al., 2006).

Une étude effectuée sur 40 patients atteints du DRESS, en réponse a la carbamazepine,
I’allopurinol ou a la sulfaméthoxozale, a montré une réactivation de I’EBV, de ’HHV-6 ou de
I’HHV-7 chez 76% des patients. Les lymphocytes T CD8+ ont été activés chez tous les
patients et une forte sécrétion d’INFy et de TNFa a été détectée (Picard et al., 2010).

V1. Role de PHHV-6 dans le DRESS

La réactivation des herpésvirus est susceptible de jouer un réle dans le DRESS, surtout

la réactivation de ’'HHV-6 qui semble survenir systématiquement lors de cette maladie.

A ce jour, deux grandes hypothéses s’opposent (Figure 25) (Descamps, et al., 2008) :

1ére

hypothése : la symptomatologie du DRESS et la réactivation de ’HHV-6 sont les

conséquences d’une réaction immunitaire initiale dirigée contre la drogue incriminée
(Shiohara et al., 2006) (Figure 25a).

Des études réalisées a partir de cellules mononuclées sanguines de patients atteints de
DRESS ont montré que les lymphocytes T peuvent étre stimulés in vitro en présence de la
drogue incriminée dans la maladie (Hashizume et al., 2002; Cordel et al., 2004). D’autres ont
montré par immunohistochimie effectuée sur des patients sensibles aux anticonvulsivants
(notamment le phénobarbital), que les cellules T CD4+ et les cellules T CD8+ s’infiltrent
dans la peau au niveau lésionnel. Ces etudes permettent de définir le DRESS comme une

maladie médiée par I'immunité.
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Une diminution du nombre de lymphocytes B (Kano et al., 2004) et de cellules NK a
été associée au DRESS (Inaoka, 2005; Yazicioglu et al., 2012). 1l est possible qu’une

réactivation du virus latent survienne en conséquence de cette immunodéeficience.

2™ hypothése : La réactivation de I’HHV-6 est la cause des manifestations cliniques du
DRESS (Figure 25b).

Dans une étude effectuée sur 100 patients atteints de DRESS (Tohyama et al., 2007), il
a eté détecté 2 a 4 semaines apres l'apparition des symptdmes, une augmentation du titre
d'anticorps contre ’HHV-6 dans environ 60 % des cas. Parmi les patients présentant une
augmentation de leur titre d’anticorps, 30% avaient une quantité importante d’ADN d’HHV-6
dans leur sérum, ce qui indique une réplication virale active chez ces patients. Les poussées
évolutives étaient liées a la détection de 'ADN d’HHV-6 dans le sang périphérique, suggérant
que la réactivation virale contribuait a la sévérité du DRESS (Tohyama et al., 2007).

La similitude des manifestations cliniques entre une infection primaire par ’HHV-6 et
le DRESS, y compris les manifestations cutanées et viscérales comme 1’hépatite, et des
modifications biologiques comme la lymphopénie, suggere que le virus peut étre lui-méme
responsable des manifestations du DRESS.

De plus, la détection d’ADN et d’ARNm de I’HHV-6, par PCR quantitative et par
hybridation in situ, au niveau des lésions de la peau d’un patient atteint de DRESS, soutient
cette hypothese (Chiou et al., 2008; Teraki et al., 2008).
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VII.Prévention et traitement

La reconnaissance précoce des effets indésirables du médicament et le retrait du
médicament en cause sont les deux étapes essentielles du traitement.

Le DRESS est traité par des corticostéroides par voie orale pendant une semaine. Une
amélioration de 1’état clinique du patient est observée en général quelques jours apres le début
du traitement (Bocquet et al., 1996; Shiohara et al., 2006; Gentile et al., 2010). Dans le cas ou
les symptomes persistent aprés le traitement par corticostéroides oraux, I’une des options
suivantes, ou leur combinaison, peuvent étre appliquées (Shiohara et al., 2006; Kito et al.,
2012) :

- méthylprednisolone, un glucocorticoide (30 mg/kg/jour par voie intraveineuse pendant
3 jours),

- plasmaphérese,

- administration d’immunoglobulines par voie intraveineuse.

Le traitement empirique par des antibiotiques ou des anti-inflammatoires ne doit pas
étre réalisé au cours de la phase aigué de la maladie, car il peut aggraver 1’état clinique des
patients en raison d'une réactivité croisée inexpliquée entre les médicaments.

Etant donné que la prédisposition génétique au DRESS est possible (Pirmohamed,
2006), il est recommandé de ne pas prescrire le méme médicament a un autre membre de la

famille.
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Objectifs

Les travaux de cette thése sont divisés en deux parties :

1-

HHV-6 et DRESS

Cette premiére partie comporte a son tour deux parties qui ont en commun la notion de la

« réactivation de ’HHV-6 » :

a-

2-

a-

Etude de la validation d’une technique de qPCR a été effectuée sur la salive dans la
détection et le suivi d’une réactivation des herpésvirus (HHV-6, EBV, CMV, HHV-7)
chez des patients atteints de DRESS. La gPCR effectuée sur la salive pourrait-elle

remplacer celle réalisée sur le sang ? (article I, publié).

Déterminer si quatre molécules connues pour étre incriminées dans le DRESS (acide
valproique, sulfazalasine, phénytoine et amoxicilline) pourraient entrainer la
réactivation de ’HHV-6 sous sa forme intégrée. Ceci a été étudié par la recherche de
I’expression de deux transcrits viraux, U86 (tres précoce) et U22 (précoce), ainsi que

la protéine virale précoce p41 (article Il, soumis a Journal of Clinical Virology).

Détection du CIHHV-6 et étude des éventuelles conséquences de I’intégration
d’HHV-6 sur le génome de patients portant un CIHHV-6. Plusieurs aspects ont été
étudiés :

Est-ce que le CIHHV-6 pourrait engendrer un dysfonctionnement des télomeéres et des
aberrations au niveau du chromosome entier ?

Des éventuelles instabilités télomériques (doublet, délétion ou perte ou de télomeéres,
étude de la région subtélomérique) et chromosomique (délétion, dicentrique...) ont été
recherchées.

Télomérase Vs ALT :

Etude des mécanismes de maintenance des télomeéres dans des lignées cellulaires
établies a partir des patients porteurs du CIHHV-6. Etude de la radiosensibilité dans
deux de ces lignées (la détection des transcrits de protéines impliquées dans la
réparation de I’ADN).
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Travail expérimental
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Introduction aux articles I et 11

Le syndrome de DRESS est une réaction d'hypersensibilité aux médicaments. Un des
principaux critéres du diagnostic du DRESS, est son évolution prolongée de plus de 2
semaines apres 1’arrét du médicament. C'est parce les manifestations viscérales sont liées a
une réponse immunitaire systémique contre la réactivation sequentielle de certains
herpesvirus (HHVV-6, HHV-7, EBV et CMV) induites par le médicament en cause.

Il a été le plus souvent rapporté une association entre 1’infection active d’HHV-6
(primo-infection ou réactivation) et le syndrome du DRESS. Cette association semble plus
specifique du DRESS qu’elle ne I’est pour d’autres syndromes d’hypersensibilité
médicamenteuse. La détection de I’infection active d’HHV-6 a été considérée par un groupe
japonais (Shiohara et al., 2007) comme un critere essentiel du diagnostic du DRESS (Tableau
VI).

J-SCAR
Eruption maculo-papuleuse développement

>3 semaines apreés l'incrimination de

médicament
Symptdmes cliniques prolongés

apres l'arrét du médicament en cause

Fi¢vre >38°C
Anomalie hépatique (ALT >100 U/L) ou
autres atteintes viscérales

Anomalies leucocytaires (>1)
Leucocytose (>11000x106/L)
Lymphocytes atypiques > 5%
Eosinophiles >1,5x10"9/L
Lymphadénopathie
Réactivation de I'HHV-6

Tableau VI : Critéres du diagnostic d'un DRESS.

(Shiohara et al., 2007).

Aujourd’hui, la mise en évidence de la réactivation des HHV se fait par la détection de

copies d’ADN viral dans le sang total par des techniques de PCR quantitatives.
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La réactivation des HHV peut surgir au niveau de différent organe humain. Il est connu
que ces HHV persistent lors de I’infection latente au niveau de ’oropharynx (Kidd et al.,
1996; Yoshikawa et al., 2005). Les premiéres manifestations du DRESS, comme la
pharyngite, la lymphadénopathie cervicale et I’cedéme facial peuvent probablement montrer
que ’oropharynx serait le premier site de réactivation des HHV lors du DRESS. D’ou
I’intérét de regarder si des HHV sont excrétés dans la salive. Le suivi de la réactivation virale
dans le salive sera plus facile, rapide et moins drastique qu’un suivie dans le sang, il y aura
pas besoin de prélever les patients surtout dans les cas ou ils ne présentent pas des fortes

signes pathologiques.

Réactivation virale et molécules incriminées dans le DRESS

Au sein de notre laboratoire, il a été montré que le traitement de la culture HST/MT4
avec des molécules incriminées dans le DRESS, I’acide valproique, la carbamazépine
(Mardivirin et al.,, 2009) et I’amoxicilline (Mardivirin et al., 2010), conduit a une
augmentation significative de la réplication virale. Alors que le traitement de la culture
HST/MT4 avec de la sulfasalazine ou de la phénytoine n’a pas eu d’effet notable sur la
réplication de I’HHV-6.

En 2006, Oskaye et ses collaborateurs (Oskay et al., 2006) ont décrit des réactivations
de ’'HHV-6 et de ’'HHV-7 mais pas des autres herpésvirus humains, ceci chez des patients
traités par des anticonvulsivants : carbamazépine (12 patients), phénytoine (6 patients),
phénobarbital (4 patients) et gabapentine (1).

D’autres molécules sont capables de faire réactiver des herpésvirus, le 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) et le butyrate de sodium (un inhibiteur des histone
déaceétylases) (Luka et al., 1979).

Il est suggéré que I’THHV-6 puisse infecter d’une maniére latente les monocytes aussi
bien in vitro qu’in vivo (Kondo et al., 1991). Le traitement de ces monocytes in vitro avec du
TPA peut conduire a la reactivation de ’HHV-6 (Kondo et al., 1991).

En 2001, Gao et ses collaborateurs ont montré que le TPA induit la réactivation de
I’EBV dans les cellules de la lignée épithéliale gastrique « GT38 » via NF-kB et le facteur de
transcription AP-1 (Gao et al., 2001).
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L’HHV-6 peut se trouver intégré dans les chromosomes humains (CIHHV-6) au niveau
des télomeres. Ce stade a toujours été considéré comme une derniére étape de latence ou la
production de virions infectieux est absente.

A ce jour, il n’est pas clair si le CIHHV-6 réactive in vivo ou non. Lors du 8éme
congrées des HHV-6 &7 qui a eu lieu en 2013 a Paris, Endo Akifuni, dans sa présentation
orale (Chromosomally integrated human herpesvirus-6 was activated in a patient with X-
linked severe combined immunodeficiency) a rapporté un cas ou il a conclu a une réactivation
in vivo d’HHV-6 intégré dans une condition d’immunodéficience (transplantation). Les
séquengages des ADNc¢ d’HHV-6 provenant des cellules du patient, de son pére (ayant le
CIHHV-6) et des cellules de cordon qui ont été co-cultivées avec les cellules de sang

périphérique du patient, montrent que le HHV-6 est identique et que ¢’est du HHV-6A.

En 2010, Arbuckle et ses collaborateurs (Arbuckle et al., 2010) ont réussi a montrer in
vitro une réactivation de CHIHHV-6A aprés avoir traité des lignées HEK-293 portant le virus
intégré et 3 cultures de cellules T provenant des patients ayant le CIHHV-6, avec la TSA

(histone deacetylase inhibitor trichostatin A) ou le TPA.

Par ailleurs, il a été montré plusieurs fois que des patients ayant le CIHHV-6 peuvent
avoir aussi une persistance d’une infection avec un HHV-6 exogene. Pantry et ses
collaborateurs (Pantry et al., 2013) ont publié le cas de 4 patients présentant des symptémes
neurologiques (maux de téte, vision floue, troubles de mémoire ...) et ayant un CIHHV-6.
Par des RT-PCR suivies de séquengage réalisé sur I’ADNc du géne U100 (codant pour une
glycoprotéine tardive) les auteurs ont conclu a la présence d’'un HHV-6 réplicatif et que la
séquence de U100 ne provenait pas du CIHHV-6 mais d’un HHV-6 exogene. Ainsi les
symptdmes neurologiques ont été corrélés avec la baisse du taux de transcrits d’U100 apres
une longue période de traitement de I’infection 8 HHV-6 par des antiviraux valganciclovir ou

foscarnet.

Dans notre deuxiéme article, nous avons pose la question suivante : I’'HHV-6 sous sa
forme intégrée est-il capable de se réactiver aprés le traitement avec des molécules
incriminées dans le DRESS ?

Pour cela, nous avons réalisé une lignée lymphocytaire B a partir des cellules d’un
patient ayant le CIHHV-6. Cette lignée que nous avons nommeée GAN a été traitée par des
molécules incriminées dans le DRESS, la sulfasalazinz, la phénytoine, I’acide valproique ou
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I’amoxicilline. Deux autres molécules, le TPA et le butyrate de sodium, ont servi de témoins,
parce qu’elles sont connues pour leur capacité a induire la réactivation des herpésvirus latents.
La détection d’une réactivation virale a été effectuée par une technique de reverse
transcription des transcrit U22 (précoces) et U86 (tres précoces) suivie d’une PCR
quantitative en temps réel TagMan.

La patiente GAN ¢tait atteint d’'un lymphome a grandes cellules B associ¢ a ’EBV. Il a
ét¢é traité par de 1’acide valproique dans le but de faire réactiver ’EBV puis avec un anti-viral,

le valganciclovir.
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Article | : Saliva polymerase chain reaction assay for
detection and follow-up of herpesvirus reactivation in
patients with drug reaction with eosinophilia and systemic
symptoms (DRESS).

Descamps V, Avenel-Audran M, Valeyrie-Allanore L, Bensaid B, Barbaud A, Al Jawhari
M, Ranger-Rogez S; French Study Group of Cutaneous Drug Adverse Reactions.

JAMA Dermatol. 2013 May;149(5):565-9. doi: 10.1001/jamadermatol.2013.2018.
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Discussion des articles | et 11

Article |

Notre étude est la premiere qui propose la recherche du virus réactivé et excrété dans la
salive pour un suivi de DRESS. Nous supposons que la réactivation virale debute dans

I’oropharynx et que le virus est excrété dans la salive.

Les résultats obtenus pour la charge virale de ’'HHV-6 ont été trés proches entre les

prélevements salivaires et sanguins.

La limite majeure de cette méthode a été le suivi de 1’excrétion de ’EBV et de I’'HHV-
7. La charge virale de ’HHV-7 dans la salive a toujours été élevée dans le groupe contréle qui
était composé de 10 personnes immunocompétentes et 5 immunodéprimées. De la méme
maniére, la charge virale de I’EBV a été toujours élevée chez les immunodéprimés.

L’interprétation de la qPCR sur la salive est alors dépendante du type d’HHYV analysé. 1l
semble finalement que ce soit un bon outil pour la recherche des éventuelles réactivations
virales chez les patients atteints du DRESS. Ainsi que pour avoir plus facilement 1’accés aux
HHV excrété dans la salive pour étudier le virus en lui-méme (son type, comportement, son
rythme de réactivation, sensibilité aux traitements...).

Pour confirmer que ce teste peut remplacer définitivement celui fait sur le sang, il faut
avoir un plus grand nombre des échantillons salivaire et les comparer aux résultats obtenues

sur le sang.

Article 11

Les ARN messagers sont en général vite dégradés aprés qu’ils sont transcrits. Pour cela
nous avons choisi deux transcrits avec deux stades d’expressions différentes, 1’un est trés
précoce (U22), I’autre est précoce (U86).

Une détection aléatoire de transcrits dans les différentes cultures de GAN a été observe ;
cela semble d’étre indépendante du traitement. En effet, en absence de tout traitement, des
transcrits viraux ont été détectés. A noté que dans certains cas, seulement un des deux
transcrits recherché a été¢ détecté, ceci est toujours en absence de 1’expression de la protéine
précoce p4l.

Il se peut que les valeurs de réactivation que nous avons obtenues correspondent a une

réactivation de I’HHV-6 sur le niveau transcriptionnel sans production de virions. C’est ce
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qu’ont rapporté Yoshikawa et ses collaborateurs (Yoshikawa et al., 2002) apres avoir traité
avec du TPA une lignée cellulaire neuronale U251 infectée par de ’'HHV-6 latent. Ils ont
détecté par RT-PCR, des transcrits des geénes tardifs U31 et U39 mais ils ont rapporté
I’absence de la production de virus infectieux par des co-cultures, ainsi que 1’absence
d’antigénes viraux (protéines trés précoces, IEA/ex3 et protéines tardives OHV-3). Les
auteurs ont conclu qu’une réactivation au niveau transcriptionnel est induite par le traitement
de la lignée U251 avec du TPA sans formation de particules virales infectieuses. En méme
temps, une augmentation de la production de deux cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et

IL1pB) a été observée lors de 1I’induction des transcrits viraux (Yoshikawa et al., 2002).

Lors du DRESS, la période entre la prise médicamenteuse et I’apparition des
manifestations cliniques est longue. Il est probable que les 3 jours de traitement n’ont pas été

suffisants pour que le CIHHV-6 puisse se réactiver.

Arbuckle et ses collaborateurs sont les seuls qui ont réussi a faire réactiver in vitro du
CIHHV-6A (Arbuckle et al., 2010) et CIHHV-6B (Arbuckle et al., 2013). Dans leurs études,
les auteurs ont montré par séquencage que le virus réactivé était le méme que celui qui était
intégré.

A ce jour, la réactivation du CIHHV-6 in vivo n’est pas claire. Troy et ses collaborateurs
(Troy et al., 2008) ont rapporté le cas d’un patient immunocompétents ayant le CIHHV-6 et
qui a été atteint des encéphalites sévére. L’'HHV-6 qui a été détecté dans son LCR a diminué
apres un traitement avec le foscarnet et le ganciclovir corrélé a une amélioration nette des
signes cliniques. Les auteurs suggerent une possible réactivation de CIHHV-6. Mais ils n’ont
pas vérifié si ’THHV-6 qui est en cause de la maladie est originaire du CIHHV-6 qui a réactivé

ou bien d’une infection par un autre HHV-6 exogéne.

Kobayashi et ses collaborateurs ont étudi€ le cas d’un patient diagnostiqué pour avoir de
CIHHV-6 avant qu’il subisse une transplantation de sang de cordon (Kobayashi et al., 2011).
Ils ont suivi, par des PCR quantitatives, la charge virale ’HHV-6 pour plusieurs mois avant
et aprés la transplantation. Ils remarquent une baisse d’HHV-6 aprés la transplantation
surement d( au remplacement des cellules du patients par des autres de donneurs (chimérisme
100%, confirmer par FISH). Mais la charge en HHV-6 a monter de nouveau. Alors ils
suggerent qu’il a probablement eu une réactivation de CIHHV-6 présent dans des cellules

somatiques.
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Les mécanistiques exactes de I’intégration d’HHV-6 au niveau des télomeres ne sont
pas encore connues. Selon les modéles proposés par Morissette et ses
collaborateurs (Morissette et Flamand, 2010), il se peut que I’intégration de ’'HHV-6 ait
provoqué plus ou moins des dommages aux extrémités du génome viral, ce qui rend la
réactivation impossible. Cela peut étre dépendent de la forme du génome viral sous laquelle il
est intégré (linéaire, épisomal ou concatémérique). Il est possible que ces dommages ne soient
pas majeurs, ce qui permet la transcription de certains génes viraux mais non pas la formation
d’un virion.

La patiente GAN a été mis sous traitement avec de 1’acide valproique dans le but de
faire réactiver son EBV et le valganciclovir. Nous avons travaillé sur 3 prélevements, un
avant le traitement et 2 apres. Il est possible que le valganciclovir a réussi de stopper la

multiplication d’HHV-6 pourtant ¢a n’a pas été le cas pour ’EBV.
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Travaux d’Article 111

I. Introduction

L’intégration du génome viral dans le génome de la cellule hote est une étape essentielle
a la réplication de certains virus, dont les rétrovirus ainsi que I’AAV-2. En revanche, les
herpésvirus maintiennent leur génome sous forme extrachromosomique dans les noyaux des
cellules infectées et ils peuvent se répliquer sans avoir besoin d’intégrer le génome de 1’hote.
Cependant, plusieurs cas ont été rapportés d’herpésvirus intégrés, comme par exemple le cas
du MDV, de I’HHV-6 et exceptionnellement de ’EBV.

La prévalence du CIHHV-6 (chromosomally integrated HHV-6) est estimée dans le
monde a environ 1 a 2%. Les deux types d’HHV-6 (A et B) sont capables de s’intégrer dans le
génome de la cellule héte au niveau des télomeéres. Aucune pathologie n’a été encore associée
a cette forme de virus intégré. En septembre 2013 Huang et ses collaborateurs ont rapporté
que le télomere portant le CIHHV-6 est sujet a des troncatures qui résultent en la formation

d'un court-télomére.

Les téloméres sont les structures terminales des chromosomes. Ils se différencient du
reste de la chromatine par leur séquence nucléotidique, TTAGGG, et les protéines qui y sont
associées. Ces séquences sont hautement répétées, non codantes et trés conservées. Il a été
prouveé que la taille des télomeres diminue au fur et a mesure des divisions cellulaires (Bodnar
et al., 1998). En effet, a chaque division cellulaire, I’ADN polymérase ne parvient pas a
reproduire completement les séquences télomériques, ce qui entraine I'érosion cumulée des
télomeres (Chan et Blackburn, 2004). Les répétitions télomériques raccourcissent de 30-200
pb apres chaque cycle de division mitotique. Cette particularité¢ leur donne le role d’horloge
biologique et permet de donner un «age » a la cellule par une quantification de leur taille
(Hande et al., 1999). Cet age ne se mesure pas en unité chronologique mais en nombre de
divisions effectuées par la cellule (Harley, 1997). De plus, cette diminution est impliquée dans
le processus de senescence cellulaire (Lansdorp, 1995). Lorsque la taille des télomeres atteint

125


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24057213

un seuil critique, la stabilité du génome est menacée. Il existe plusieurs moyens d’inverser la
perte télomérique. Le plus connu est ’activation de la télomérase, une enzyme de type

transcriptase inverse permettant de rallonger les téloméres (Greider et Blackburn, 1985).

Les télomeres ont un réle essentiel dans le maintien de l'intégrité structurale des
chromosomes en empéchant la fusion des extrémités chromosomiques, la fusion bout-a-bout
des chromosomes et les recombinaisons atypiques (Lundblad et Szostak, 1989). Le télomeére
se replie a son extrémité (au bout du chromosome) pour former une grande boucle

appelée « boucle T » et une autre petite a I’intérieur de la boucle T appelée « boucle D ».

L'instabilité génomique due a un raccourcissement des télomeres a été liée a des
maladies associées au vieillissement, en particulier le cancer (Wu et al., 2003; Han et al.,
2009; Hurwitz et al., 2013; Walcott et al., 2013).

Les télomeres courts déclenchent la mort cellulaire pouvant contribuer a la réduction de
la progression tumorale (Greenberg et al., 1999). Cependant les télomeéres courts conduisent
également a une augmentation de la formation de tumeurs. Cette augmentation est susceptible
d'étre le résultat d'une instabilité génomique initiée par de courts télomeres dysfonctionnels
(Chin et al., 1999; Hackett et al., 2001; O'Hagan et al., 2002; Boardman et al., 2013).

La télomérase, utilise une molécule d'ARN intrinseque (hTR) contenant la région
complémentaire AACCCCAAC et la composante de la transcriptase inverse (nTERT), pour
synthétiser le nouvel ADN télomérique aux extrémités des chromosomes (Feng et al., 1995;
Lingner et al., 1997). Par conséquent, la télomérase compense I'érosion des télomeéres au
cours de la prolifération cellulaire et conserve l'identité des séquences télomériques. Il existe
également d’autres protéines pouvant interagir avec les télomeres comme par exemple le
complexe de Shelterin. Il est composé de 6 protéines coiffant le télomeére : TRF1, TRF2,
POT1, TIN2, TPP1 (TIN2-interacting protein 1) et RAP1 (Repressor/Activator Protein 1) qui

recouvrent le télomere et contribuent au mintien de la structure et des fonctions des téloméres.

La télomérase est activée dans la grande majorité des tumeurs (environ 85%), mais dans
une plus faible proportion de tumeurs, le raccourcissement des téloméres est empéché selon
un autre mode d’allongement alternatif des téloméres (ALT) (Bryan et al., 1997), qui
s'accompagne d'une extension du telomere via des recombinaisons homologues entre les ADN
télomériques (Dunham et al., 2000). Les cellules utilisant le mode ALT sont caractérisées par
une association des corps PML (promyelocytic leukemia) au niveau de la séquence d’ADN

télomérique pour former I’«APB» (ALT-associated PML bodies, corps PML associés a ALT).
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Le role exact de ces corps n’est pas encore bien élucidé, mais ils semblent étre importants
pour le recrutement des protéines de modification transcriptionnelle comme par exemple la
Nse2 (non-Smc element-2), une sous-unité du complexe Smc5/6 responsable de la
sumoylation des composantes du complexe de Shelterin, ce qui est indispensable pour le

maintien de I’APB et favorise le déroulement des recombinaisons homologues.

Le dysfonctionnement des télomeéres résultant d’un raccourcissement progressif dd a la
tumeur ou a 1I’absence de la télomérase, peut déclencher une réponse aux dommages de I'ADN

au niveau de ces télomeres.

Les molecules d'ADN peuvent étre endommageées de différentes manieres : dommages
spontanés dus a des erreurs de réplication, la désamination, la dépurination ou suite a des
expositions a des facteurs génotoxiques, tels que les rayonnements ionisants et les produits
chimiques. Dans notre environnement, il existe diverses sources d’irradiation (radiation
cosmique, imagerie médicale, radiation tellurique...). Les radiations ionisantes ont la
particularité de produire des ionisations de la matiére qu’elles traversent. Ces ionisations
peuvent provoquer une désorganisation des macromolécules telles que I’ADN. Elles ont pour
conséquences des altérations des bases et des cassures simple-brin (CSB) ou double-brin
(CDB) par des ruptures des liaisons phosphodiesters. Les effets de ces lésions peuvent aller de
I’arrét du cycle cellulaire pendant lequel la cellule tente de réparer les dommages, a la mort
cellulaire lorsque les lésions sont trop importantes. Les effets a long terme résultent en des

mutations non réparées provoquant la survenue de tumeurs.

Les dommages les plus sévéres de I’ADN sont les cassures double-brin (CDB). Elles
ont des conséquences dramatiques pour la cellule en menacant la stabilité génomique car elles
induisent la perte de régions chromosomiques entieres. Ces atteintes d’ADN sont les plus
difficiles a réparer de facon fidéle puisque les deux brins sont touchés. Une réparation fautive
d’une CDB donne lieu a la formation d’un remaniement appelé aberration chromosomique.
Ces aberrations sont classées en différentes catégories : les aberrations de nombre (ou un
chromosome entier est manquant) et les aberrations de structure. Pour les aberrations
chromosomiques de structure, nous distinguons les aberrations instables (environ 50% se
perdent a chaque cycle) et les aberrations stables. Cette distinction se fait en fonction de la
capacité des chromosomes a perdurer au cours des divisions cellulaires. En effet, seuls ceux
ayant une structure conforme peuvent segréger correctement lors de la mitose. De ce fait, les

aberrations instables sont :
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Les dicentriques : ce sont des chromosomes possédant deux centromeéres. C’est une
configuration chromosomique tres rare dans la population générale (Lloyd et al.,
1980). En général, les dicentriques sont des marqueurs d’irradiation. Le
dénombrement des dicentriques est la technique de référence pour la dosimétrie
biologique cytogénétique (Agence internationale de I'énergie atomique, AIEA
rapport annuel de 2011) apres une exposition accidentelle aux rayonnements

ionisants.

Les anneaux : il s’agit d’une délétion aux deux extrémités (délétion terminale au
niveau du brin p et g) du chromosome et fusion de ces deux extrémités, ce qui

aboutit a une structure annulaire.

Les acentriques : il s’agit d’une cassure du chromosome a I’extrémité du brin p ou q,
ou au milieu du chromosome. Ils ne possedent donc pas de centromeére et pas
forcement de télomeres. Nous distinguons trois types des acentriques: les
acentriques avec 2 télomeéres dits acentriques terminaux, les acentriques avec 4
télomeres issus d’une fusion de deux acentriques terminaux et les acentriques

interstistiels n’ayant aucun marquage telomeérique.

Les aberrations stables comportent :

Les translocations réciproques : des fragments de deux chromosomes différents sont
échangés.

Les translocations robertsoniennes : un chromosome entier est attaché a un
centromére d’un autre chromosome. Chez 1’homme, ces translocations ne se

produisent qu’entre les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22.

Les inversions : une partie du chromosome est détachée, tournée et remise en place,
donc le matériel génétique est inverse.
Les insertions : une partie d'un chromosome est supprimée de sa place normale et

insérée dans un autre chromosome.

Les délétions : une partie du chromosome est manquante. Il y a des maladies
connues chez I’homme dues a ce type d’aberrations. Par exemple, le syndrome de

Wolf-Hirschhorn, est causé par la delétion d’une partie du bras court du
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chromosome 4. Le syndrome de Jacobsen est également appelé maladie de la

délétion 11q terminale.

e Les duplications : une partie du chromosome est dupliquée, résultant en un matériel
génetique supplémentaire. Par exemple, la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type
1A peut étre causée par la duplication du géne codant la protéine de la myéline

périphérique 22 (PMP22) sur le chromosome 17.

Lorsqu’une CDB est survenue, une signalisation a ce dommage sera déclenchée (Figure
26) : des protéines senseurs (YH2AX, MRE11, Rad50, Nbs1) sensibles a ce signal vont activer
d’autres protéines transductrices (ATM, ATR, DNA-PKcs) qui a leur tour activent par
phophorylation des protéines effectrices (P53, RADSO0...), ce qui déclenche des cascades de
phosphorylation des protéines contribuant a la réparation, a 1’arrét du cycle cellulaire ou bien

a la mort cellulaire programmée (apoptose).

H2AX est une protéine de signalisation efficace des CDB. C’est une variante de
I’histone H2A présente a 10% dans I’ADN. Une cassure au niveau de la chromatine induit
rapidement une phosphorylation de la sérine 139 de I’histone H2AX pour générer le gamma-
H2AX (y-H2AX), ce qui signale les cassures double-brin de I’ADN et permet d’entamer le
processus de réparation (Kinner et al., 2008)). Dans la majorité des cas ou le y-H2AX
intervient, ¢’est au niveau des téloméres. Cette phosphorylation est réalisée par les kinases
appartenant a la famille des PIKK (phosphatidylinositol-3-OH-kinase-like) : ATR, DNA-PKc
et surtout ATM. Cette phosphorylation qui se passe d’une maniere amplifiée conduit a la
formation de ce qu’on appelle un foyer de y-H2AX. Les CDB sont quantifiables par la

détection de ces foyers via des techniques de marquage d’immunofluorescence

Au niveau des CDB, il a été également observé une accumulation d’une protéine
suppresseur de tumeur, la 53BP1. Elle est recrutée en quelques secondes apres la cassure
(Celeste et al., 2003). La phosphorylation de I'histone H2AX est nécessaire pour la
phosphorylation de 53BP1 par ATM. A son tour, la phosphorylation de 53BP1 est importante
pour I’activité d’ATM sur plusieurs de ses cibles en aval, y compris p53 (Anderson et al.,
2001; Panier et Boulton, 2013).
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Figure 26 : Schéma représentatif d'une réponse aux dommages de I'"ADN.

Suite a une cassure double brin de I'ADN, causée par une source irradiante par exemple, des
protéines senseurs sont recrutées au site du dommage pour induire PATM qui a son tour
phosphoryle une large gamme de protéines qui aident a la signalisation aux dommages de
I’ADN (comme la YH2AX) ainsi que d’autres protéines jouant un role dans la réparation des
cassures double brin ou bien I’arrét du cycle cellulaire ou I’apoptose. Source du schéma : cours
de Dietrich AVERBECK, 2013, d’aprés (Raleigh et Haas-Kogan, 2013)

La p53, est définie comme étant suppresseur de tumeur ; elle joue un réle-clé dans la
cellule, notamment dans 1’arrét du cycle cellulaire et dans 1’apoptose.
Lorsque la p53 est activée, elle peut a son tour conduire a I’activation de plusieurs

protéines (cycline G1, cycline B, p21, sestrinl, ZMAT3, PUMA, etc...) ayant chacune

différentes fonctions dans la cellule, comme par exemple dans la réparation de I’ADN ou dans
la prévention de dommages, I’arrét du cycle, I’apoptose, la sénescence et dans I’inhibition des
métastases... .

Il a été montré que la surexpression de la cycline G1 cause un arrét de la croissance
cellulaire en phase G1. Cette activité¢ d’arrét du cycle cellulaire est dépendante des voies des

protéines suppresseurs de tumeurs, ARF-P53 et pRB (Zhao et al., 2003).
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Une inhibition de I'expression de la protéine PUMA diminue 1’apoptose. PUMA est
susceptible de jouer un réle dans la médiation de la mort cellulaire induite par p53 via une
voie dépendent du cytochrome c/Apaf-1 (Nakano et Vousden, 2001).

La protéine sestrinl est induite par la p53. Elle joue un réle dans la réponse cellulaire
aux dommages a I'ADN. Cette protéine va conduire a l'inhibition de la croissance cellulaire
par l'activation de la protéine kinase activée par I'AMP (AMPK), ce qui conduit a lI'inhibition
de la mTOR (mammalian target of rapamycin ou cible de larapamycine chez les

mammiféres) et a I’arrét du cycle cellulaire (Budanov et Karin, 2008).

Le géne ZMAT3 (zinc finger, matrin-type 3) code une protéine contenant trois
domaines a doigt de zinc et un signal de localisation nucléaire. L'ARNm et la protéine de ce
géne sont régulés a la hausse par p53. La surexpression de ZMAT3 inhibe la croissance des
cellules tumorales, ce qui suggeére que ce géne puisse avoir un réle dans la voie de régulation
et de la croissance dépendante de p53 (Mendez Vidal et al., 2006; Vilborg et al., 2012).

Il a été observé une double fonction de p21 ; elle dépend probablement de I'étendue des
dommages. Dans le cas des lésions de I'ADN de bas niveau, I'expression de p21 est
augmentée, ce qui induit un arrét du cycle cellulaire, et protege de 1’apoptose. Cependant,
apres des dommages intenses a I’ADN, I'expression de p21 est diminuée et la cellule meurt

par apoptose (Cmielova et Rezacova, 2011).

Dans cette partie nous allons étudier d’éventuelles conséquences de I’intégration de
I’HHV-6 sur I’instabilité télomérique et chromosomiques dans les lymphocytes circulants des
patients ayant I’THHV-6 intégré dans leur génome. Nous avons aussi étudié la radiosensibilité
des lignées lymphoblastiques établies a partir des lymphocytes circulants de ces patients ainsi

que I’expression des protéines impliquées dans la réparation des CDB.
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1. Matériels

Nous avons initialement travaillé sur 249 échantillons de sang total appartenant a 249

patients provenant du département d’hématologie du centre hospitalier et universitaire (CHU)

de Limoges. Ces patients présentaient différentes pathologies comme il est montré dans le

tableau (Tableau VII) 1. Leur médiane d’age était de 60 ans (3-89 ans ; 16 patients < 16 ans),

le sexe ratio était de 1,24.

Nous avons aussi travaillé sur 165 échantillons de sang total appartenant a des patients

provenant du département de néphrologie du CHU de Limoges : leur médiane d’age était

égale a 58 ans (20-83 ans), le sexe ratio était de 1,21. Ces patients étaient transplantés ou en

attente de transplantation rénale.

Pathologies Nombre des
patients
Néoplasmes
e 56
myéloides
Néoplasmes Néoplasmes de cellules B 115
lymphoides Néoplasmes qe ceIIuIes.jI' (?t NK 40
(159) Lymphoides associes a 4
I’immunodéficience
Anémies 5
Autres 23
Total 249

Tableau VII : Répartition des 249 patients d’hématologie en fonction de leurs pathologies.
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111. Méthodes

111.1. PCR quantitative

L’extraction des ADN sanguins des patients a été réalisée a ’aide de 1’automate

EasyMag (BioMérieux, Lyon, France) en suivant les recommandations du fabricant.

La PCR quantitative a été réalisée en utilisant le kit «Light Cycler Fast Start DNA
Master hybprobe» (Roche, Meylan, France). L’amplification a été réalisée sur le géne U22
spécifique d’HHV-6, a I’aide de I’amorce sens 397F (5°-
TCGAAATAAGCATTAATAGGCACACT-3’), de Il’amorce anti-sens 493R (5°-
CGGAGTTAAGGCATTGGTTGA-3") et de la sonde TagMan 435T (5’-FAM-
CCAAGCAGTTCCGTTTCTCTGAGCCA-TAMRA-3’). Le mix de la réaction était composé
de MgCl;4 mM, de 0,4 uM de chagque amorce, de 0,2 UM de sonde, de 2 puL de mix Fast Start
et 5 uL d’ADN extrait du sang total de chaque patient ou de 5 uL (100 ng) de chaque point de
gamme (10" & 10°%) dans un volume final de 20pL. Le thermocycleur qui a été utilisé pour
I’amplification est le « Rotor-Gene 6000 » (Corbett Life Science, Mortlake, Australie). Le
programme était le suivant : dénaturation initiale de 10 min a 95°C suivie de 50 cycles de 10s
de dénaturation a 95°C, 60s a 60°C pour I’hybridation des amorces et de la sonde, avec une

acquisition de la fluorescence dans le vert.

I11.2. Typage du virus HHV-6

Le typage du virus a été réalisé par une technique de « nested PCR » sur le gene U31.
Le fragment amplifié contient un site de restriction Hindlll présent chez ’HHV-6B mais

absent chez le type A.

Une premiere PCR «externe » a été réalisée en utilisant les amorces H6/594 (5°-
TTAACGGTCGCGTTCTAACC-3") et H6/1809 (5’-ACGCCTCGTTGAATACTTCG-3’).
Le mix réactionnel contenait, 0,5mM de MgCl,, 0,4 uM de chaque amorce, 1X de tampon
d’enzyme (Qiagen, Courtaboeuf, France), 200 uM de chaque dNTP, 1U de Taq polymérase
(Qiagen) et 500 ng d’ADN. Le programme de thermocycleur (Applied Biosystems, 2720
Thermal Cycler, Saint Aubin, France) était le suivant : dénaturation initiale a 94°C pendant 6
min puis 40 cycles comprenant 30s de dénaturation a 94°C, 30s d’hybridation des amorces a
53°C, 45s d’¢longation a 72° C, et 10 min d’élongation finale a 72°C.
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Une deuxieme PCR «interne » a eté réalisée sur 1uL du produit de la premiere
amplification en utilisant les amorces H6/772 (5’-AAGAAGGCTATCACTTAGACACGG-
3’) et H6/1263 (5°-TTAGGATAAGAAGCTCGGCG-3’). Les conditions réactionnelles et le
profil d’amplification étaient les mémes que ceux de la PCR externe.

Un volume de 10pl du produit de la PCR interne a été mis en présence de 20 unités de
I’enzyme de restriction, Hindlll (New England Biolabs, Evry, France), pendant 1 heure a
37°C en présence du 1X NEBuffer 2.1 (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCI2, 100
ug/ml BSA, pH 7.9) puis I’ensemble a été soumis a une migration électrophorétique en gel
d’agarose. Le profil de migration attendu est de deux bandes pour ’'HHV-6B (370 et 122 pb
respectivement), alors que le type A du virus ne présente qu’une seule bande de 492pb, due a

I’absence de site de restriction pour HindllIl.

111.3. Obtention des lignées cellulaires

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) de 4 patients ayant de
I’HHV-6 intégré dans leur génome et ayant donné leur consentement, ont été séparées du sang
par centrifugation 40 min. a 1200 tours/min. a 20°C sur Ficoll (Eurobio, Courtaboeuf,
France). Elles ont ensuite été mises en culture avec 2-3 mL de surnageant d’une culture de
cellules B95.8 (EBV-producing marmoset B-cell line) filtré sur un filtre de 0,22uM en RPMI
1640 — glutamax, contenant 25 mM d’HEPES, 10% de sérum de veau feetal (Gibco, Paisley,
Royaume-Uni). La lignée lymphoblastoide B a été obtenue aprés 3-5 semaines de culture sous
5% de CO,.

I11.4. Obtention de métaphases

Les métaphases ont été obtenues pour certains patients a partir de la lignée B établie a
partir de lymphocytes sanguins, pour d’autres a partir de cellules mononucléées sanguines
(PBMC), ou a partir des deux.

111.4.1. A partir de PBMC

a. Culture et accumulation métaphasique :
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Il a été ajouté 0.5 mL de sang périphérique a 5mL de milieu de culture contenant du
RPMI 1640, 20% de sérum de veau feetal et 1% de phytohémagglutinine (PHA) (Invitrogen,
Saint Aubin, France), qui est une lectine a fort pouvoir mitogéne, afin de stimuler la
prolifération des lymphocytes T. La culture est ensuite incubée a 37°C pour 72h puis bloquée
en métaphase par 1’ajout de colchicine (Invitrogen, France) (un alcaloide tricyclique qui
bloque les cellules en métaphase) a une concentration finale de 0.1pug/mL, et ce pendant 1h a
37°C et sous 5% de CO,. Suite a cette derniére incubation, on obtient une accumulation de

cellules en métaphase.

b. Traitement hypotonigue et synchronisation des cellules en métaphase :

Les cellules sont ensuite soumises a un choc hypotonique. Pour cela, apres le traitement
par la colchicine, les cellules sont centrifugées pendant 7 min a 14000 tours/min. puis le culot,
contenant les chromosomes en métaphase, est suspendu (tout en vortexant) dans une solution
hypotonique de KCL 0,075M prechauffée a 37°C. Les cellules sont ensuite incubées pendant
20 min a 37°C. Les membranes cellulaires sont alors lysées et les cellules sont gonflées ce qui
permet 1’étalement des chromosomes dans les cellules. Ceci sert a optimiser la visualisation

de chaque chromosome et a minimiser leurs chevauchements

c. Pré-fixation, fixation des cellules

La préfixation est réalisée en ajoutant quelques gouttes de fixateur Carnoy 2
(éthanol/acide acétique 3:1 v/v) et en homogénéisant par retournements. Aprés une
centrifugation de 7 min. & 1400 tours/min., le culot est remis en suspension avec le fixateur
tout en vortexant, puis centrifugé pendant 7 min a 1400 tours/min. Cette étape est répétée
jusqu’a ce que les cellules soient bien en suspension.

Ensuite, pour la fixation, le culot cellulaire est remis en suspension dans un petit volume
de fixateur a 4°C pendant une nuit. La fixation des cellules cause la dénaturation et la
précipitation des protéines et des acides nucléiques, ce qui permet le durcissement de la

chromatine.
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111.4.2. A partir de cultures de lignées cellulaires

La procedure est la méme que celle utilisée pour I’obtention de métaphases a partir du
sang, sauf qu’une lignée cellulaire est en division permanente, alors la culture est directement

traitée par la colchicine sans avoir a stimuler la prolifération cellulaire par de la PHA.

111.4.3. Etalement des lames

L’étalement est réalisé sur des lames en verre, nettoyées a 1’eau, froide et humide. Les
lames sont donc lavées et plongées dans de I’eau distillée puis placées pour au moins 4h a
4°C. Pendant ce temps, une étape de fixation des cellules est refaite. Ensuite, environ 15uL de
suspension cellulaire sont déposés sur I’extrémit¢ d’une lame glacée sortie au dernier
moment, et positionnée verticalement pour que 1’étalement puisse prendre forme. Puis la lame
est remise a sécher a plat et a température ambiante (TA). La densité en cellules, la qualité et
la distribution des métaphases, sont contr6lées par un microscope a contraste de phase. Les
lames sont laissées une nuit a TA et a ’abri de la poussicre, avant de procéder au marquage,

ou a la congélation a -20°C.

I11.5. Synthése de la sonde de ’HHV-6

Une sonde fluorescente de 40 kpb a été réalisée a partir du génome de la souche virale
HST, puis marquée par incorporation de dUTP marqueés par des fluorochromes qui fluorescent

en vert ou en rouge, en utilisant la technique de « Nick Translation ».
a. PCR

Pour cela, 4 PCR ont été réalisées sur de I’ADN de la souche HST. Les 4 fragments
amplifiés étaient de taille d’environ 10 kpb chacun. Les amorces qui ont été choisies, couvrent
une partie de la séquence unique 2 jusqu’a une partie de la séquence unique 13 du génome
viral (Tableau VIII). Les amplifications ont été réalisées par I’enzyme TaKaRa Ex Taq
Polymerase (Chemicon, Millipore, Molsheim, France) dans un mix de 50 pL contenant, 30
pmoles de chague amorce, 1x de tampon contenant 20mM de MgCl,, 200uM de chaque
dNTP, 1,25U d’enzyme et 500ng d’ADN. Le programme d’amplification était de 30 cycles de
98°C (10 sec), 68°C (1min30) et 72°C (1min).
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L’amplification a été controlée par électrophorése sur gel d’agarose a 1%. Le produit
de PCR a ensuite été purifié sur colonne a membrane de silice par le Kit « NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up » (Macherey-Nagel, Hoerdt, France).

Amorce Position sur HST

1-S | 5>-GAGAAAGTTGATAGACGGCAGGT-3’ 9580 UposULL
1-RS | 5’-GATTCCCCAGTGTTGAGAAAAC-3’ 20643

2-S | 5-CGACATTAAACTTTCCTGAGGTT-3’ 20481 115010
2-RS | 5’-TGAGGGTAGGATGAGTATGTTTG-3’ 31537

3-S | 5-CGGGACTTCTGTGCAATAAAATT-3’ 31313 U10-5U28
3-RS | 5’-AGATTTTGGCTACAACAGAAAAT-3’ 42360

4-s | 5-AACACCAAGCATCTAAACCTGAG-3’ 42203 285U
4-RS | 5’-CGAGCTAGAGTGACATCTTTTAT-3 52268

Tableau VIII : Amorces utilisées pour la synthése de la sonde HHV-6.

b. Marquage

Un pool de 2pg d’ADN a été réalisé par mélange de 500 ng de produit de chacune des
PCR. Cet ADN a ensuite été marqué par « nick translation ». Les 2ug d’ADN ont été ajoutés
a un mix contenant 1x de tampon de nick translation, 100uM de dATP, dCTP et dGTP (33,33
MM de chacun), 50uM de dTTP, 1mM de spectrum orange ou vert dUTP marqué et 10 pL de
I’enzyme de nick translation (Abbott Molecular, Des Plaines, USA). La réaction se fait
pendant 8 heures a 15°C puis est arrétée par chauffage pendant 10 min. a 70°C.

c. Précipitation

Le produit de nick translation, a ensuite été précipité par de 1’éthanol a 100%, acétate de
sodium 3M, en présence de 18,2ug d’ADN COT-1 de sperme de hareng (Roche) et laissé
incuber 30 min. a I’abri de la lumiére dans de la glace puis centrifugé 35min. a 25 000 g a
4°C. Le culot a été lavé a 1’éthanol 70% et centrifugé a 5 000 g pendant 15 min. puis laissé
sécher 30 min. a I’obscurité. Le culot a ensuite été repris dans 27,3uL d’H,0 et 63,7uL de
tampon d’hybridation (Sigma, Lyon, France). Apres une incubation de 15 min. a 37°C, une
centrifugation a 15 000g pendant 15 min. a été effectuée, le surnageant a été récupéré et la

sonde était préte pour I'utilisation et stocké a 4°C.111.6.
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111.6. FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

111.6.1. Détection de ’ADN du CIHHV-6

Une lame étalée comme précédemment décrit a été deshydratée dans des bains
successifs d’éthanol a 70, 80 et 100% a TA pendant 5 min. chacun. Puis elle a été laissée
sécher avant de déposer 3 uL de la sonde marquée. La lame a alors été portée a 75°C pendant
2min pour permettre a la sonde d’étre dénaturée. La lame a ensuite été incubée a 37°C
pendant une nuit en boite d’hybridation en présence de formamide 50% - SSC 2X (NaCl 0,3
M, citrate de sodium 0,03 M), pH7. Le lendemain elle a été rincée en SSC 0,4X (pH7) a 72°C
pendant 3min, puis 1 min en SSCT (saline-sodium citrate buffer Tween 20 a 0,05%) 2X
(pH7) et 5 min en PBS 1X (Phosphate Buffer Saline : NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPQO,
10mM, KH,PO,4 1,76 mM). Ensuite les métaphases ont été contre-colorées par du DAPI-II
(4’,6’-diamidino-2-phénylindole) (Vysis, Abbott, Rungis, France) a une concentration de
125ng/mL pendant 3min. & TA. Enfin les lames ont été montées sous lamelles de verre avec
un réactif anti-« fade », la Para-PhényléneDiamine (PPD) (Sigma, France). Ce réactif permet
d’éviter I’extinction rapide des fluorochromes lorsqu’ils sont soumis a une forte excitation.

La lecture des lames a été realisée a I’aide d’un microscope a fluorescence
(MetaSystems, Altlussheim, Allemagne), doté du systeme Metafer4. Ce systéme est capable
de scanner automatiquement la lame et de générer par la suite une galerie de métaphases

capturées.

111.6.2. Doubles marquages, virus/chromosome

Pour identifier le chromosome dans lequel le virus était intégré, un double marquage du
virus et du centromére ou du télomére du chromosome suspecté a été effectue.

La procédure de marquage est la méme que celle appliquée pour marquer le virus seul,
mais avec un mélange de sondes (sonde de virus: sonde spécifique du centromére ou
téloméres du chromosome suspecté d’étre intégré, Cytocell, Compiégne, France) dans un

rapport de 1 :1.

111.6.3. Marguage des télomeres et centromeres
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Le marquage de tous les télomeres et centromeres de tous les chromosomes a été
effectué a I’aide des sondes PNA (Applied Biosystems, Californie, USA). La sonde PNA
télomérique (CCCTAA); marquee avec la Cyanine 3 (Cy3) de fluorescence rouge (Perceptive
Biosystem) est complémentaire a la séquence répétitive télomérique (TTAGGG). La sonde
centromeérique PNA couplée a I’Isothiocyanate de Fluorescéine (FITC) de fluorescence verte,
est spécifique a la séquence centromérique. Les cellules étalées sur lames sont décongelées la

veille du marquage chromosomique.

Les lames sont rincées pendant 5 min avec du PBS 1x, puis fixées au formaldéhyde 4%
(VWR Prolabo®, Fontenay-sous-Bois, France) pendant 2 min, et a nouveau rincées 3 fois
pendant 5 min avec du PBS 1X. Les lames sont incubées pendant 7 min & 37°C avec de la
pepsine (0.5pg/ml). Cette enzyme hydrolyse les liaisons peptiques, ce qui permet de digérer
les protéines interagissant avec ’ADN des cellules, et d’obtenir une meilleure accessibilité
des sondes a I’ADN. Ensuite, les lames sont rincées pendant 30 secondes au PBS 1X, et a
nouveau fixées au formaldéhyde 4%, rincées 3 fois 5 min au PBS 1X, puis déshydratées dans
des bains successifs d’éthanol (VWR Prolabo®, France) a différentes concentrations (50% 5
min ,70% 5 min puis 100% 5 min). Les lames sont laissées a sécher pendant 20 min a
température ambiante, pour limiter le bruit de fond. Les deux sondes PNA (centromérique et
télomérique) sont diluées dans un tampon d’hybridation (0,3ng de chaque sonde PNA/ul ;
70% formamide ; 10mM de Tris HCI a pH 7,2 ; 1% de blockingréagent : BR), et déposées sur
les noyaux, puis I’ADN est dénaturé sur plaque chauffante a 80°Cpendant 3 minutes, pour que
les sondes puissent s’apparier. L’ hybridation s’effectue ensuite durant 2h dans une chambre
humide, a I’abri de la lumiére et a température ambiante. Les lames sont ensuite rincées 2 fois
pendant 15 min dans du formamide 70% ; 10mM de Tris HCI a pH 7,2 (lavage 1), puis 3 fois
pendant 5 min dans du NaCl 150mM ; tween 20 a 0,05% ; 50mM de Tris HCIl a pH 7,2
(lavage 11). Enfin les lames sont rincées au PBS 1X et contre-colorées avec un intercalant de
I’ADN, le DAPI (Vysis, Abbott, France) et & nouveau rincées avec du PBS 1x. Les lames
sont ensuite montées avec des lamelles et du PPD, évitant la perte de fluorescence des sondes.
Les métaphases sont ensuite capturées au microscope a fluorescence (Zeiss Axioplan) grace
au logiciel Metafer 4 (Metasystem®, Allemagne) puis analysées sous Isis (Metasystem®,
Allemagne).

111.6.4. Double marquage virus-subtéloméres

139



Une lame déja marquée en télomeres/centromeéres et analysée par le systeme Metafer4,
a été déshybridée pour pouvoir la réhybrider avec la sonde de ’'HHV-6 et une sonde
specifique du subtélomere du chromosome concerné par I’intégration du virus. Pour cela la
lamelle a été décollée en PBS a 37°C, et par la suite, la lame a été rincée pendant 30 min. en
SSCT 2X a 37°C.

Ensuite la procédure de marquage est la méme que celle appliquée pour marquer le
virus seul, le mélange de sonde utilisé pour ces marquages est 1 :1 sonde de virus : sonde
spécifique du subtélomere (Vysis, Abbott, France).

La position de chaque métaphase capturée par le systeme Metafer4, a été enregistrée,
d’ou la possibilité de relocaliser une métaphase parmi celles enregistrées dans la galerie. Cela
permet de comparer les résultats obtenus, avec le marquage précédent des téloméres et
centromeres, avec celui obtenu par double marquage du virus et des subtélomeéres au niveau

du méme chromosome.

111.6.5. Multi-FISH

Le M-FISH permet I’identification de tous les chromosomes d’'une méme métaphase par
une technique de FISH multicolore. Il s’agit de I’hybridation d’un ensemble de sondes,
présentées sous forme de lots, spécifiques de chaque chromosome. Il permet d’identifier tous
les chromosomes de la métaphase en une seule étape, les sondes ADN (24Xcyte mFISH)
(Metasystems, Allemagne) étant marquées par une combinaison de fluorochromes. Ceux-ci
sont au nombre de cing (DEAC, Cyanine5, Fluorescein, Spectrum Orange ™, Texas Red) et,
combinés entre eux, ils vont générer une image comportant 24 couleurs.

Un contre-colorant est aussi ajouté, le DAPI. Celui-ci étant un intercalant de I’ADN, il
permet de visualiser la métaphase dans son entier.

Dans I’enchainement des techniques utilisées au laboratoire, la technique de M-FISH se fait
sur les lames ayant déja subi un marquage télomeérique. Les lames sont donc rincées a
plusieurs reprises dans une solution de SSC (Saline Citrate Sodium) d’abord a température
ambiante puis a 70°C afin d’éliminer les sondes précédemment hybridées. Les chromosomes
sont ensuite dénaturés par une solution basique de NaOH a 0,07N. Aprés plusieurs lavages
dans du tampon salin SSC, les lames sont déshydratées dans de I’éthanol a différentes

concentrations croissantes pour optimiser I’hybridation des sondes. En parall¢le, les sondes
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sont dénaturées dans un bain—marie a 75°C, préehybridées 30min a 37°C puis déposees sur la
lame. L’incubation dans une atmosphére humide a 50% de formamide (Sigma, France) dure
deux jours. Des lavages post-hybridation sont ensuite effectues. Une fois le DAPI ajouté et le
montage des lames au PPD effectué, les métaphases sont capturées grace a un microscope a
fluorescence. Chaque chromosome de la métaphase apparait donc dans une pseudo-couleur

issue de la combinaison des différents fluorochromes

I11.7. Immunofluorescence, études de I’expression des protéines

impliquées dans la signalisation des dommages a ’ADN

Cytocentrifugation

Cette partie a été réalisée seulement sur les lignées établies. Les cellules des lignées
DPL, GAN et CoAN ont été centrifugées, puis le culot a été suspendu dans du PBS a une
concentration d’environ 0,3x10° cellules/ml. Une cytocentrifugation de 200uL de la
suspension obtenue a été effectuée pendant 5 min. a 800 tours/min., sur des lames en verre,
recouvertes de polylysine permettant une meilleure adhérence des cellules, qui sont projetées
sur un spot de quelques millimétres de diametre. Elles ont ensuite été fixées par incubation
dans un mélange paraformaldéhyde 3% - sucrose 2% pendant10 min.

Un marquage de 4 protéines différentes (yH,AX, PML, ATM, 53BP1) a été realisé sur les
noyaux interphasiques cytocentrifugés par immunofluorescence. Les cellules ont été
perméabilisées par incubation 1 min. dans du Triton X-100 0,05 % en PBS 1X avant et apres
la fixation. Les lames ont ensuite été placées a 4°C pendant une nuit dans une solution de
blocage a 2% de BSA (Bovine Serum Albumin). Cela permet de saturer les sites aspécifiques
pour assurer une fixation optimale des anticorps. Le lendemain, les lames ont été incubées en
chambre humide pendant 1h a 37°C avec des anticorps monoclonaux de souris (Millipore,
France) anti-yH2AX (a 1/500°™), anti-PML, anti-53BP ou anti-ATM les 3 & 1/200°™. Aprés
3 lavages de 5 min. chacun en PBS 1X contenant 0,05% de tween 20, les lames ont été
incubées avec D’anticorps secondaire anti-souris couplé & de la Cyanine 3, & 1/2000°™
(Sigma), en chambre noire humide a 37°C pendant 1h. Par la suite, une deuxiéme série de 3
lavages a été effectuée, suivie d’une contre-coloration au DAPI (a 1pL/mL). Pour finir, les
lames ont été montées sous lamelle avec de la PPD et les noyaux ont été capturés et analysés a

I’aide du logiciel Metacyte.
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111.8. Irradiation

Les cellules des 3 lignées DPL, GAN et CoAN, ont été exposées a des doses de
radiations 2Gy et 4Gy, a l'aide d’un irradiateur a rayons gamma IBL637 (CIS bio
international, Gif sur Yvette, France) au **’Cs avec un débit de référence de 0.61 Gy/min. Les
flasques ont été placées a 45 cm de la source et irradiées pendant 198 secondes pour les 2Gy,

et 403 secondes pour les 4Gy.

111.9. gRT-PCR, détection des transcrits codant des protéines induites

par p53

Les qRT-PCR ont été réalisées dans le centre de radiation, Santé publique, Risque
chimique et environnemental a Chilton, Royaume-Uni. La technique a été citée dans les deux
articles suivant (Badie et al., 2008; Badie et al., 2013).

L'ARN total a éte extrait pour chacune des 3 lignées DPL, GAN et CoAN, en utilisant le
Kit « RNAqueous-4PCR » (Ambion, Applied Biosystems, Californie, USA). Les reverse
transcriptions ont été réalisées avec 1-1,5 mg d'ARN total en utilisant le kit « High Capacity

cDNA Archive » (Applied Biosystems).

Les PCR en temps réel ont été réalisées a l'aide du thermocycleur « iQ5 » (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Les valeurs Ct de 5 génes cibles (SESNL1, cycline G1, PUMA, ZMAT3
et p21) ont été recueillies et analysées par le logiciel « iQ5 detection System », puis ont été
normalisées par rapport a un contrle interne, HPRT1 (Hypoxanthine—-Guanine
phosphoribosyltransferase 1 human). Les valeurs de Ct ont été converties en « quantité de
transcription » en utilisant des courbes d'étalonnage obtenues par dilution en cascade de
fragments d'/ADN amplifiés par PCR de chaque géne ou de I'ADNCc. Les niveaux d'expression
relatifs des genes aprés irradiation ont été obtenus de maniére similaire et comparés avec les

contréles (non irradiés).
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111.10. Activité de la télomérase

L’activité de la télomérase a été détectée par la méthode « TRAP » (Telomere Repeat
Amplification Protocol) couplée a une méthode de détection immuno-enzymatique
photométrique (ELISA). Le principe de cette technique réside en deux étapes. La premiére
consiste a ajouter par la telomérase des répétitions télomériques (TTAGGG) a l'extrémité 3
d’une amorce synthétique (substrat de la télomérase) marquée a la biotine « P1 —TS ». Ces
¢longations seront par la suite amplifiées par PCR a 1’aide de la méme amorce P1-TS et d’une

autre appelée P2, en présence de la Taq polymérase (Figure27).

Au cours de la deuxiéme étape, I’ADN amplifié¢ est hybridé a une sonde spécifique des
répétitions télomériques et marquée a la DIG. Apres immobilisation du produit amplifié au
moyen d’une réaction biotine/streptavidine, les amplicons sont détectés a 1’aide d’anticorps
conjugués a la peroxydase et dirigés contre la digoxigénine. En présence du substrat de la
peroxydase, une lumiere de faible intensité est émise a 428nm (Figure 27).

Cette technique a été réalisée grace au kit « Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA
PLUS » (Roche) sur deux de nos lignées DPL et CoAN, selon les instructions du fournisseur.

Les culots cellulaires ont été incubés pendant 30 min avec 200uL de la solution de lyse
1 (fournie dans le kit et préte a I’emploi) puis ils ont été centrifugés a 16 000 g pendant 20
min (a 4°C) et les surnageants contenant les protéines ont été récupeérés.

Nous avons testé en parallele de nos échantillons, un contréle négatif et un contréle
positif de référence. Pour cela 25 pl de la solution 2 (contenant I’amorce biotinylée « P1-
TS », substrat de la télomérase, I’amorce P2 des nucléotides et de la taq polymérase), et 5 pl
de la solution 3 (contenant 0.001 amoles/pl de la séquence «IS », Internal Standard) (amoles =
attomoles ot 1 amoles = 1x10™ moles) ont été ajoutés dans chaque tube. La séquence IS est
un fragment de 216pb amplifiable par les amorces P1-TS et P2, utilisé pour controler
I’absence d’inhibiteurs de la PCR.

Dans les tubes réactionnels de nos échantillons, une quantité égale d’extraits protéiques
de chaque échantillon (0,5ug ou 1ug) a été ajoutée.

En paralléle, pour chaque échantillon, un témoin négatif a été réalise par traitement
thermique a 85 ° C pendant 10 minutes pour désactiver la télomérase. Ensuite 0,5ug ou 1ug

de protéines ont été ajoutées au tube réactionnel préparé a I’avance (solution 2 + solution 5).
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Pour le contrdle positif standard, il a été ajouté 1 pL de la solution 4 (contenant une
séquence appelée la TS8 composée de 8 répétitions télomériques a 0,00lamol/pL) aux
solutions 2 et 5.

Ces différents tubes ont été incubés 30 min & 25°C. Pendant cette étape la télomérase va
rallonger la P1-TS. Puis la télomérase a été inactivée par un traitement de 5 min & 94°C.
Ensuite une amplification par la télomérase des produits de 1’¢longation a été déclenchée en
utilisant le programme suivant : 30 cycles a 94°C pendant 30 sec, 50°C pendant 30 secondes,
et 72°C pendant 90 secondes, suivis par 72°C pendant 10 min. L’élongation et I’amplification

se passent en une seule étape.

Les produits de PCR provenant de produits d'élongation télomérique devrait contenir
les incréments des 6 nucléotides spécifiques de la télomérase, alors que la « IS » génére un
produit de PCR 216 bp (un contréle de I’amplification).

Les produits de I’amplification ont été divisés en deux tubes et dénaturés dans la
« solution 7 » (contenant de I’hydroxyde de sodium a 0,5%) pendant 10 min a 25°C. Ensuite
I’un des tubes a été hybridé avec le tampon T qui contient une sonde (P3-T) marquee a la DIG
(digoxigenine) et complémentaire de séquences télomériques répétées, ’autre tube a été
hybridé avec une sonde spécifique des IS. Le contrdle négatif a été hybridé seulement avec le
tampon T. Les hybridations ont été réalisées dans des microplagques comportant de la
streptavidine au fond des puits, pendant 2h a 37°C, sous agitation (300 tours/min).

Trois séries de lavage de 30sec avec la «solution 10 » (washing buffer 1x) ont été
réalisées. Les échantillons ont ensuite été incubés pendant 30 min a 25°C, sous agitation a 300
tours/min avec un anticorps anti-DIG conjugué a la peroxydase de radis noir (HRP,
horseradish peroxidase) puis lavés 5 fois de la méme facon, avec la solution 10 avant 1’ajout
de 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB), substrat de la peroxydase, préchauffé a 25°C. La
réaction enzymatique se déroule pendant 20 min a 25°C sous agitation a 300 tours/min en
développant une couleur bleue. Puis la réaction est arrétée par un tampon de blocage (> 5%
d’acide sulfurique).

A la fin de la réaction, lI'absorbance a été mesurée a 450 nm avec une longueur d'onde
de référence de 690 nm grace au lecteur de microplaque (Bio-Rad). L’activité relative de la

télomérase a été calculée en utilisant I’équation suivante :
RTA= [(AS-ASO)/AS,IS]/[(ATS8-ATS8,0)/ATSS,1S]

AS : absorbance de I’échantillon
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AS,0 : absorbance du contréle négatif

AS,IS : absorbance de IS de 1’échantillon

ATS8 : absorbance du control template (TS8)
ATS8,0 : absorbance du tampon de lyse

ATS8,IS : absorbance de IS du control template TS8
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Figure 27 : Principe de la technique de mesure de ’activité relative de la télomérase.

(I,a) Elongation de I’amorce biothénylée P1-TS par la télomérase ; (1,b) ajout de la séquence « IS » de taille
connue ; (II) amplification en utilisant les amorces P1-TS et P2 ; (I1l) dénaturation ; (IV) rétention sur la
streptavidine et hybridation avec les sondes marquées a la DIG, la sonde P3-T qui est complémentaire aux
séquences télomériques répétées (1V,a) et la sonde P3-1S qui est complémentaire a la séquence IS ; (V) ajout
des anticorps anti-DIG conjugués a la peroxydase puis du TMB (substrat du peroxydase), développement
d’une coloration bleue. Suite a cette étape, la réaction est bloquée avant la mesure de I’absorbance a 450nm.

Source : Roche, TeloTAAGGG Telomerase PCR ELISAPY Cat. No. 12013789001.
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V. Résultats

1V.1. Détection du CIHHV-6

IV.1.1. « Screening » par gPCR

Par des PCR quantitatives TagMan réalisées sur les extraits d’ADN a partir des PBMC
de 414 patients, cinq patients provenant du département d’hématologie ont été trouvés positifs
(5/249), soit 2% des patients atteints d’une pathologie hématologique. Aucun patient
provenant du département de néphrologie n’a été trouvé positif. La charge en ADN d’HHV-6
était tres élevée, > 1 000 000 copies/mL soit 6 log (Tableau 1X). Ces résultats ont été
confirmés en réalisant la qPCR sur plusieurs prélévements d’un méme patient ; les charges en
ADN viral ont toujours été fortement positives. Parmi les patients positifs, 2 étaient atteints de
néoplasmes a cellules B dont une leucémie lymphoide chronique et un lymphome B diffus a
grandes cellules (LDGCB). Les autres patients présentaient une leucémie aigle
myeéloblastique de type 1, une amylose cardiaque, et le dernier patient avait été admis dans le
département d’hématologie pour une thrombopénie au décours d’un carcinome hépato-
cellulaire sur cirrhose B-Delta survenant aprés un carcinome rénal.

Les cing patients ont été considérés comme possédant le génome d’HHV-6 intégré dans

leur génome. Parmi ces cinq patients, 3 avaient le type A d’HHV-6 et 2 avaient le type B.

IV.1.2 Détection du CIHHV-6 par FISH

Une sonde de 40 kb a été synthétisée a partir de I’ADN de la souche HST, et couplée au
dUTP-FITC par Nick Translation. En méme temps, nous avons réussi a obtenir pour trois des
patients étudiés, des lignées stables immortalisées par ’EBV.

La sonde HHV-6 a servi pour confirmer par FISH la présence du virus intégré au sein
du génome des 5 patients (GAN, CoAN, DPL, CDA et JOD). Les marquages par FISH ont été
réalisés sur les étalements métaphasiques provenant directement des cellules de 3 patients
(CDA, JOD et CoAN) et a partir des 3 lignées (GAN, DPL et CoAN) qui ont été effectuées.

Le CIHHV-6 a eté detecté dans toutes les métaphases analysées et aussi dans les noyaux

interphasiques. Cette localisation est située dans la région terminale d’un chromosome

(figure 28).
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Figure 28 : Marquage FISH du HHV-6 en FITC (vert) a partir des
métaphases des patients CDA et GAN.
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1VV.2. Localisation du CIHHV-6

Le chromosome portant le CIHHV-6 a été identifié par FISH (Figure 29), en utilisant la
sonde de ’HHV-6 et une sonde spécifique des télomeres ou du centromére du chromosome
suspecté. Le virus a été localisé au niveau du chromosome 17p chez 3 patients, au niveau du
chromosome 20q chez un seul. La 5éme patiente, JOD, avait des métaphases avec du CIHHV-

6 au niveau du chromosome 2 puis d’autres au niveau du chromosome 19.

CDA DPL

HHV-6/Cep 17 y HHV-6/Cep 17

CoAN GAN

HHV-6/Cep 17 HHV-6/Cep 20

Figure 29 : Exemple de double marquage HHV-6 (en vert)/centromére (cep) du chromosome portant le virus
intégré, effectué sur les lignées CDA, DPL et GAN et les PBMC du CoAN.
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Ensuite, pour affiner la localisation du virus, une autre FISH a été réalisée en utilisant la
sonde HHV-6 et une autre sonde spécifique de la région sub-télomérique du chromosome qui
porte le virus intégré (Figure 30). L’analyse avec un microscope a fluorescence montre que

tous les CIHHV-6 chez les 5 patients sont trés proches de la région subtélomérique.

CoAN

HHV-6/subtélo 17

™

-

JOD

HHV-6/subtélo 19

Figure 30 : Exemple de double marquage HHV-6 (en vert)/subtélomére du chromosome portant le virus intégré
(en rouge), effectué sur les patientes CoAN et JOD.
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Charge en ADN

Pathologie d"HHV-6 Chromosome Type d’HHV-6
. intégré
(copies/mL)
CoAN Thrombopénie 5 150 000 17p13.3 A
DPL Amylose cardiaque 5850 000 17p13.3 A
Lymphome B diffus a grandes
GAN cellules 7 450 000 20p12.3 B
Leucémie lymphoide
CDA chronigue 1 600 000 17p13.3 B
Leucémie aiglie
JOD myéloblastique 7 650 000 19q13.4 ou 2q37.3 A

Tableau IX : Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour les 5 patients positifs.
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IVV.3. Obtention des lignées

Nous avons réussi a avoir des lignées lymphocytaires a partir des PBMC des patients
GAN, CoAN, CDA et DPL. Mais, la lignee CDA avait perdu le virus aprés plusieurs passages
en culture. Au final, nous avons obtenu des étalements métaphasiques pour GAN, CDA et
CoAN réalisés a partir des lignées, et de CoAN, JOD et DPL réalises directement a partir des
lymphocytes de ces patients.

IV.4. Etude de dysfonctionnement télomerique

L’HHV-6 posséde un génome de taille de 160 a 170 kb, il est possible que I’intégration
d’un si grand fragment d’ADN puisse conduire a des aberrations chromosomiques et induire

certaines instabilités génomiques.

IV.4.1. Quantification des aberrations telomeriques : délétion perte et doublet

Une FISH a été realisée sur des métaphases pour nos 3 lignées DPL, GAN et CoAN et
pour des cellules de patients pour CDA et CoAN, ainsi que sur des métaphases provenant de 3
donneurs de sang sains (contrdle). Les télomeéres et le centromére de tous les chromosomes
ont été marqués en vert et rouge respectivement (Figure 31a; 32). Nous avons observé
certaines aberrations récurrentes au niveau des télomeéres (délétion, perte ou doublement). Les
délétions se traduisent par une absence de fluorescence au niveau du télomeére d’un seul
chromatide alors qu’une perte se manifeste par 1’absence de fluorescence du télomere sur les
deux chromatides, c’est-ce qu’on appelle le « free-end ». Un doublement est la présence d’un
double signal sur un chromatide.

A part dans les lignées DPL et CoAN, les pertes télomériques sont plus importantes
dans nos échantillons que dans les contréles. Les lignées DPL et CoOAN ainsi que la patiente
JOD n’ont pas montré de délétions au niveau des télomeres, alors que les patients CoAN,
CDA et la lignée GAN présentaient nettement plus de délétions que ce qui est observé chez
les controles. A part la lignée DPL, tous nos échantillons présentent des moyennes de
doublement plus basses que celles des contrdles.

Des chromosomes acentriques ou dicentriques ont été détectés chez tous les sujets
étudiés sauf pour la lignée GAN.
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Ces résultats montrent une instabilité au niveau des télomeres de nos échantillons avec
la présence d’une hétérogénéité de ces 3 phénomeénes de délétion, perte et doublement (Figure
32, 33). Ceci est une caractéristique des cellules utilisant la voie alternative « ALT » pour

reproduire des télomeéres.

Cette technique a été réalisée sur lame vierge non hybridée, ensuite nous avons effectué
sur la méme lame le marquage du virus/subtélomere puis le marquage M-FISH. Le but est de
pouvoir superposer les photos et comparer une méme métaphase en ces 3 marquages. Alors il
est possible d’identifier dans chacune de ces manipulations le chromosome porteur du virus.
Ceci était intéressant du fait que nous avons remarqué une amplification récurrente qui
survenait au niveau des télomeres du chromosome porteur (Sur le bras porteur d’HHV-6) (ceci
se présente par un signal de fluorescence plus fort) et pas sur les téloméres du chromosome
adjacent non porteur du virus (Figure 31a). C’était le cas pour les 5 cas étudiés, sauf les

télomeres du chromosome 2 porteurs du virus chez JOD.

IV.4.2. Perte dans la région subtélomeérique au niveau du chromosome porteur du

virus

En effectuant la FISH avec le double marquage virus/subtélomere, nous avons mis en
évidence une perte récurrente qui survient au niveau de la région subtélomérique du
chromosome porteur du virus et qui n’est pas présente dans le méme chromosome non porteur
du virus (Figure 31b, 34). Ceci a été vu pour 4 patients mais pas pour JOD ou un trés petit
nombre de métaphases a été obtenu et uniquement a partir des lymphocytes puisque nous

n’avons pu obtenir de lignée.

152



(b)

Amplification des téloméres du
chromosome porteur du virus

Perte dans la région subtélomérique du
chromosome porteur du virus

Figure 31 : Marquage métaphasique de la patiente GAN. (a) Marquage télomere /centromére. (b) Marquage CIHHV-6(vert)/subtélomere du chromosome 20
(rouge).
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Figure 32 : Marquage de la totalité des téloméres et centroméres. L'exemple de la lignée CDA et la patiente JOD.
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Figure 33 : Etude de Pinstabilité au niveau des télomeres. Résultats exprimés en pourcentage de survenue des 3 aspects, délétion, perte ou

doublement du télomere.
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HV-6/subtélo 17

GAN

HHV-6/subtélo 20

Figure 34 : Exemple de la perte survenue dans la région subtélomérique du chromosome porteur du virus
pour la patient CoAN (virus en vert et subtélomere en rouge) et dans la lignée GAN (virus en rouge et
subtélomere en vert).

IV.4.3 Mesure de P’activité de la télomérase

Nos résultats montrent qu’il y a une forte activité de la télomérase, qui depasse les
6000%, dans les deux lignées CoAN et DPL. Pour éviter une saturation de la réaction, la

technique a été réalisée avec de différentes quantités de protéine (Figure 35).
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Figure 35 : (a) Activité relative de la télomérase; CT Low est ’activité de la télomérase mesurée pour 1’échantillon contréle. Elle est égale & 100% et sert de référence
pour la mesure de Iactivité relative de la télomérase pour les deux lignées CoAN et DPL avec deux quantités différentes de protéines, 0,5 et 1 pg. (b) Un zoom sur le
graphe (a) montrant ’activité de I’échantillon référence CT Low de 100%.
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IV.5. Les aberrations chromosomiques

Des aberrations chromosomiques de structure ont été détectées dans les 3 échantillons
provenant des patients et dans la lignée DPL, mais pas au niveau des metaphases provenant de
la lignée GAN (Tableau 4). Il a été observé aussi des aberrations de nombre. Des pertes de

chromosomes ont été détectées assez fréquemment.

Parmi les aberrations de structure détectees, il y a la survenue des translocations et
I’existence de chromosomes dicentriques, genéralement dues a des délétions au niveau des
télomeres qui normalement devraient empécher la fusion de deux chromosomes par leurs
extrémités. Des exemples existent pour le patient CoAN avec un dicentrique 13 (Figure 36a),
pour la lignée DPL avec la fragmentation du chromosome 7 et chez les patients JOD et CDA
ainsi que dans la lignée DPL, on note la présence de chromosomes acentriques (Tableau).

Les résultats obtenus pour la patiente JOD (qui posseéde un chimérisme de ses cellules
avec un donneur male) réveélent des aberrations survenant d’une maniére récurrente, comme la
délétion au niveau du bras q du chromosome 1. Et d’une maniére intéressante, nous avons
observé une délétion au niveau du bras q du chromosome 2 portant le virus et qui survient
d’une maniére récurrente dans ses propres cellules (XX) (Figure 36b), alors que dans les
cellules (XY) provenant du donneur male, le chromosome 2 semble normal.

Le RAD (dicentrique) chez le patient CoAN, survient sur le chromosome 17 qui porte

I’HHV-6 intégré mais ceci n’a été vu qu’une seule fois.
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Patient

Nombre de

nombre de chromosomes ;

nombre de chromosomes ; Gain ou

S métaphases aberration structurale (nombre de
ou lignée analysées fois) perte de chromosome
44XX; Dellq (9) rers
i bena ) Aty
*18 métaphases 37; Dellq (1) 43XY" -20
avec XX 44XX; (Dellg)x2 (1) 43X -20-),<-Xou v
JOD *21 avec XY 44XX; Del2q (2) ) ’
. - ' 35XX; -1-9-11-12-12-18-19-20-22
(patient) 1 avec un seul X 43XX; Del2q (1) BBXXXXY" -10+X
* 1 avec XXXXY 44XY; Del2q (1) 43XX', 3
. S i ;
lavecniXniY 44XXf Dellq + del2q (1) 37:-5-5-8-10-14-15-18-X-X ou Y
44XX; Dellq + del3q (1) 38XY" -1-2-10-11-12
88XXXXY:; Del2q + acentrique2 (1) '
36; -1-1-5-9-15-19-X-X
29XX; -3-8-10-18-15-14-13-16-16-18-
21-20-19
CDA ] . 42XX; -12-18
(patient) 34 44XX; Acentrique3 (1) 41XX: -6-5-19
43XX; -17
43XX; -21
45XX; +18
GAN , . ) 42XY; -19-20
(lignée) 9 Pas d’aberrations observées 41XY: -15-20-22
DPL 42XY; Acentriquel (1) 442;;(\\((;_'_147_'1195
(lignée) 15 42XY; Acentrique5 (1) 42XY1 612
g 43XY; Frag7 (1) ).
43XY; -10
42XX; Dicentriquel3 (1) 45XX.; 7
. 45XX; +19
COAN 43XX; Radl17 (1) A5XX:+ X
(patient) 14 45XXT(X;12) (1) 43X -6
P T(19;20);t(20;19) 12X 312
43XX; DelXq et Del16q (1) 43XX: -18

Tableau X : Tableau récapulitatif des aberrations observeées chez les patients JOD, CDA et CoAN et dans
les deux lignées GAN et DPL détectées par M-FISH.
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(a)

Patiente CoAN

Dicentrique 13

(b)

Patiente JOD

Chr2/CIIHHV-6
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Figure 36 : (a) Exemple d'un dicentrique des chromosomes 13 présent au sein du génome de la patiente CoAN (a
gauche, marquage M-FISH, a droite marquage des télomeres/centromeres). (b) Exemple de la délétion
récurrente au niveau du chromosome 2 porteur de CIHHV-6 chez la patiente JOD (& gauche, coloration M-
FISH, a droite marquage simple du CIHHV-6 en vert).

IV.6. Expression basale des protéines impliquées dans la réparation des cassures

double brin
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L’expression des protéines impliquées dans les voies de signalisation/réparation aux
dommages a I’ADN a été étudiée par des marquages par immunofluorescence réalisée sur les
lignées DPL, GAN et CoAN. Une forte expression de la protéine ATM a été observée ainsi
que les 3 autres protéines gH2AX, 53BP1 et PML (Figure 37).

Protéines impliquées dans la réparation des cassures double brin
60

50

40

bl

Lignée CoAN Lignée GAN Lignée DPL

mgH2AX m53BP1 PML ®BATM

Figure 37 : L’expression des protéines yH2AX, 53BP1, PML et ATM sur 1000
cellules pour chacune des lignées CoAN, GAN et DPL, mise en évidence par
immunofluorescence.

IV.7. Radiosensibilité des lignées, expression génique

Les cultures des 3 lignées, DPL, GAN et CoAN ont été arrétées 2h et 24h apres leur
exposition a des radiations y (2 Gy), puis le niveau d’expression de 5 transcrits codant les
protéines CyclineG1l, PUMA, p21, ZMATS et sestrinl (SESN1) a été mesuré. Quatre lignées
lymphocytaires B immortalisées par 'EBV (NAD, REMB, RMD32 et RMD33) ont été
utilisées comme contréles (Figure 38). Ces protéines sont toutes induites par la protéine
suppresseur de tumeur p53. Elles interviennent dans 1’arrét du cycle cellulaire et dans
I’apoptose, lorsqu’une réponse de dommage a I’ADN est déclenchée. L’irradiation de ces
différentes cellules induit toujours une augmentation d’expression des 5 transcrits etudiees. A
part I’expression de SESN1, CoAN semble toujours avoir de forts niveaux d’expression des

transcrits par rapport aux lignées controles.
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Figure 38 : Variation du niveau d’expression des transcrits de GycG1, PUMA, P21, ZMAT3, SESN1 dans des lignées irradiées a 2Gy, exprimée en nombre de fois par

rapport a celle obtenue pour des cellules non irradiées, 2h et 24 h aprés irradiation.

ées contréles immortalisées par ’EBV,

celles obtenues pour les 4 lign

.
9

Les valeurs obtenues pour les transcrits des 3 lignées DPL, GAN et CoAN sont reportées en violet

NAD, REMB, RMD32 et RMD33 sont reportées en bleu.
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V. Discussion de ’article 111

Dans un groupe de 249 patients provenant du département d’hématologie, 2% portaient le
CIHHV-6. Ces résultats vont dans le méme sens que la prévalence rapportée dans la population
mondiale. La prévalence de 1”’intégration est estimée a 0,85% dans des groupes de donneurs
(sains) du sang. Cependant, cette prévalence est estimée a 1,99% (en moyenne) chez des sujets
malades (Pellett et al., 2012). Par exemple, dans un groupe de patients souffrants de la maladie de
Hodgkin, le CIHHV-6 a été détecté a 12,73% (7/55 patients) (Torelli et al., 1995). Alors que la
prévalence était égale a 0,74% (1/135 patients) chez des receveurs d’une greffe d’organe solide
(Potenza et al., 2009). Il en est de méme pour ce qui concerne le site d’intégration d’HHV-6 qui
est rapporté le plus fréquemment, comme nous I’avons détecté, au niveau du chromosome
17p13.3. Bien que ’HHV-6 ne s’intégre pas spécifiquement dans un seul chromosome a I’inverse
de ’AAV-2 qui ne s’intégre qu’au niveau du chromosome 19, il semble que le chromosome 17

porte le site préférentiel de I’intégration de ’HHV-6.

Parmi les 5 patients étudiés, deux (JOD et CDA) avaient bénéficié d’une allogreffe et a
chaque fois le donneur des cellules souches transplantées était porteur du CIHHV-6.

Le donneur de cellules souches pour la patiente JOD était un homme. L’examen des
cellules de JOD a montré du CIHHV-6 au sein du chromosome 19 des cellules de caryotype
masculin (46 XY). Mais JOD avait un chimérisme incomplet, donc elle possédait toujours des
cellules de caryotype féminin (46 XX) qui, elles, portaient aussi du CIHHV-6 mais au niveau du
chromosome 2. Le CIHHV-6 a été détecté dans toutes les métaphases analysées. Nous n’avons
découvert le cas de JOD qu’aprés son allogreffe et nous n’avons pas eu de prélévements avant la
transplantation. 1l semble donc que JOD ait du virus intégré dans le chromosome 2 de ses
propres cellules et qu’elle ait regu des cellules avec le CIHHV-6 dans le chromosome 19 via la
transplantation. Nous n’avons pas réussi a établir de lignée a partir des lymphocytes de JOD,
probablement parce que le seul prélevement sanguin obtenu dans cette perspective a été effectué

lors d’une acutisation de sa leucémie et 24h avant son déces.

Le donneur des cellules souches pour CDA était sa sceur. Une PCR quantitative sur des
prélévements en amont de la transplantation, montre que CDA n’avait pas le virus integré dans

son genome. Apreés la transplantation, la PCR sur les PBMC de CDA s’est révélée trés positive.
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CDA avait un chimérisme complet. Le caryotype de son génome a montré qu’il ne possédait que

des cellules (46 XX) de sa sceur, avec de CIHHV-6 au niveau du chromosome 17.

Nous avons établi une lignee a partir des lymphocytes de CDA, mais nous nous sommes rendu
compte apres plusieurs passages, que cette lignée avait perdu le virus : elle présentait une gPCR
négative. Nous supposons que dés le départ nous avons eu dans la culture un mélange de cellules
lymphoblastoides de CDA sans le virus intégré et de cellules lymphoblastoides de sa sceur ayant
le CIHHV-6. Pourtant le chimérisme chez CDA a été a 100, il est probable que ce n’était pas tout
a fait vrai. 1l semble que les cellules de CDA soient mieux développées et plus rapidement, et que

progressivement les cellules portant le CIHHV-6 aient disparues.

En ce qui concerne GAN, qui constitue la premiere patiente pour laquelle nous avons
trouvé du CIHHV-6, nous avons réussi a établir une lignée et a effectuer quelques étalements
directement a partir des PBMC. Malheureusement GAN est décédée peu de temps apres.

Concernant le patient DPL, nous avons seulement réussi a établir une lignée et a faire des
étalements & partir de celle-ci. En effet, des problémes techniques n’ont pas permis d’obtenir

d’étalements a partir des cellules du patient.

Il a été détecté par des techniques de biologie moléculaire du CIHHV-6 intégré au niveau
de téloméres du chromosome intégré via les répétitions télomériques parfaites présentes au
niveau de la séquence DRR du génome viral (Arbuckle et al., 2010). Les sondes que nous avons
utilisées dans notre étude pour marquer les régions subtélomériques s hybrident (selon le
fournisseur) a la partie la plus distale du subtélomére chromosomique. Le signal de ’'HHV-6 a
été détecté juste en-dessous. Il n’a malheureusement pas été possible de réaliser une lecture par
microscopie confocale des lames FISH. La microscopie confocale, bien que moins sensible est

plus résolutive mais, notre sonde de 40 kb n’a pas pu étre détectée par le microscope confocal.

Nous avons observe une amplification récurrente au niveau de télomeres du chromosome
porteur du virus par rapport & son homologue non porteur pour les 5 cas de cette étude. A
I’inverse, Huang et ses collaborateurs ont rapporté dans leur étude publiée tres récemment
(septembre 2013) un raccourcissement des télomeéres du chromosome porteur du CIHHV-6. Cela
a été observé dans 45% de leurs échantillons provenant de cellules somatiques (40 échantillons),
mais ils n’ont pas observé de raccourcissement des téloméres associ¢ au CIHHV-6 dans des

cellules germinales de 4 donneurs du sperme (Huang et al., 2013). lls supposent que ces
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télomeéres sont deja rallongés par la télomeérase. Pour mesurer la taille des télomeéres, ils ont utilisé
la technique « STELA », décrite pour la premiere fois par Baird et ses collaborateurs (Baird et
al., 2003). Elle consiste a lier ’extrémité 5° libre du télomére avec une séquence adaptatrice
appelée « Telorette », formée de 7 nucléotides complémentaires a la séquence 3’ riche en G,
é¢tendue par une queue de nucléotides non complémentaires de I’extrémité 3’. Ensuite une
amplification est réalisée en utilisant une amorce sur la région non complémentaire de Telorette
et une autre soit au niveau de I’extrémité DR du virus soit dans la région subtélomérique du
chromosome intégré (adjacent au télomere). Dans ce méme article, les auteurs ont évoqué le cas
de deux personnes différentes (2/3859) ayant un CIHHV-6 qui a perdu sa séquence U et il ne
reste intégré qu’un seul DR-HHV-6B (sans les PAC1 et PAC2). Les auteurs suggerent que ce
CIHHV-6 a probablement déja subi un phénoméne d’excision, mais ils n’abandonnent pas
I’hypothese d’une intégration partielle du virus.

Toujours dans la méme étude, les auteurs ont détecté sur 5 lignées obtenues a partir des
membres d’une méme famille ayant le CIHHV-6, des ADN viraux circulaires entiers avec un seul
DR. IIs suggerent que ce phénomene survienne suite a la formation d’une boucle-T entre
I’extrémité 3’ libre (simple brin) du télomére et les régions TR du CIHHV-6. lls proposent que ce
phénomene puisse étre la premiére étape avant une éventuelle réactivation du virus.

La seule fois ou nous n’avons pas détecté d’amplification de télomere a été sur le
chromosome 2 porteur de CIHHV-6 de la patiente JOD. Ensuite par la M-FISH, une délétion
récurrente a été détectée au niveau de ce méme chromosome 2. Il se peut que le virus intégré ait
altéré¢ D’intégrit¢é de ce chromosome, probablement des troncations au niveau de bras
chromosomique ont eu lieu lors de I’intégration de I'IHHV-6. Mais pour le moment il n’est pas
possible d’avoir une confirmation sur ce fait

Les études publiées récemment se sont intéressées a analyser la région télomérique du
chromosome intégré (Arbuckle et al., 2013; Huang et al., 2013). Comme les télomeéres sont
considérés étre les sites dans lesquels le CIHHV-6 s’insére, la région subtélomérique n’a jamais
était étudiée. Nous avons détecté une perte récurrente au niveau de la région subtélomerique du
chromosome porteur. Cela va bien avec I’hypothése que le CIHHV-6 puisse induire une

instabilité dans le chromosome ou il s’intégre, mais les mécanistiques ne sont pas connues.
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Nous avons observé une instabilité au niveau des télomeres due aux délétions, pertes ou
doublets de télomere. Une forte hétérogénéité en longueur de télomeére a été observeée, cela est
une caractéristique des cellules utilisant le mécanisme alternatif « ALT » (Bryan et al., 1995).

Les cellules provenant directement du PBMC du CoAN présentent plus de délétions et des
pertes que celles provenant de la lignée CoAN. Il est alors probable que I’immortalisation par

I’EBV a pu avoir un effet sur la stabilité au niveau des télomeres.

Dans I’hypothése que le virus pourra avoir un effet sur la taille des télomeres, il était
logique chercher a identifier le mécanisme utilisé par ces cellules afin de rallonger leurs

téloméres chromosomiques.

L’expression des protéines ATM, yH2AX, 53BP1 et PML témoigne aussi un mécanisme
« ALT ». En effet la protéine ATM joue un réle clé dans la perception du signal de dommages a
I’ADN. L’ATM activée, phosphoryle H2AX pour I’activer et la recruter au niveau des cassures
double brin. Par la suite, YH2AX est responsable de I’activation de la protéine 53BP1. La
protéine PML joue un réle essentiel dans la recombinaison homologue qui se passe entre deux
chromatides (lors d’un ALT).

Ces protéines sont produites lorsqu’une cassure double brin est survenue. Mais dans la
majorité des cas, elles sont recrutées au niveau des télomeres pour contribuer a leur rallongement
via la voie alternative. Dans les cellules proliférantes, des dommages au niveau des téloméres ou
un probleme de fin de réplication surviennent toujours, mais a faible niveau, ce qui est sirement
le cas pour les 3 lignées. Nous proposons que les 3 lignées DPL, GAN et CoAN utilisent la voie
alternative « ALT » pour rallonger leur séquence télomérique. La voie ALT est souvent associée
a une hétérogéneité de longueur du télomére, alors le marquage FISH réalisé précédemment sur
les télomeres supporte cette hypothese.

Mais par la technique TRAP effectuée sur les deux lignées CoAN et DPL, nous montrons
une forte activité de la télomérase. Nous suggerons que les deux lignées DPL et CoOAN puissent
utiliser simultanément la voie ALT ainsi que la telomérase pour rallonger les télomeres.
Normalement, il n’y a qu’un seul mécanisme utilisé par la cellule pendant que 1’autre est inhibé.
Il a été déja rapporté dans la littérature la coexistence de ces deux mécanismes lorsque hTERT est
introduite expérimentalement dans les cellules ALT-positives (Cerone et al., 2001; Grobelny et

al., 2001; Perrem et al., 2001).
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L’activité de la télomérase chez la lignée DPL a été environ 2100% lorsque 1pg de protéine
a servi pour la manipulation. Mais 1’activité a augmenté vers 7000% avec 1’utilisation de 0,5 ug.
DPL semble avoir une forte activité télomérase, ce qui fait qu’a 1jug de protéine, la réaction était
saturée. Cela est corrélé aussi avec la forte survenue de doublet. Dans le sens inverse, pour la
lignée CoAN il a fallu utiliser 1pg de protéine pour pouvoir détecter I’activité de la télomérase.
La lignée CoAN présentait nettement moins de doublets que la lignée DPL.

En conclusion le CIHHV-6 semble induire des instabilités au niveau de génome et plus

précisément au niveau de chromosome dans lequel il est intégré.
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Conclusions et Perspectives

La réactivation de ’HHV-6 a notamment été associée a des rejets de greffe, un retard a la
prise de greffe, des encéphalites et autres atteints neurologiques, et le syndrome d'hypersensibilité
médicamenteuse ou DRESS.

Dans une premiere partie, nous avons présente les travaux effectués en collaboration avec
le Pr. Vincent Descamps. En partant de 1’hypothése que la réactivation des herpesvirus lors du
DRESS pourrait débuter de I’oropharynx (un site de latence des HHV-6, EBV, CMV et HHV-7)
et que ces herpésvirus sont excrétés dans la salive, nous avons pu montrer que la détection et le
suivi d’une réactivation virale est possible par gPCR appliquée sur la salive des patients atteints
de DRESS. Cette gPCR est intéressante pour détecter la réactivation de ’HHV-6 et du CMV. Les
résultats sur la salive sont corrélés a ceux obtenus sur le sang. Mais il est plus difficile de
conclure pour ’'HHV-7 qui est excrété a un titre aussi élevé chez les patients que chez les
contrdles, et pour ’EBV qui était fortement excrété chez les patients atteints de DRESS comme
chez les patients immunodéprimés. Suite a ces résultats prometteurs, nous proposons de
reprendre cette étude avec un nombre d’échantillons plus important, en pratiquant cette recherche
conjointement sur la salive et sur le sang afin de rechercher une corrélation. Cela permettra de

confirmer si la PCR sur la salive peut remplacer celle effectuée sur le sang.

Une autre question était de savoir si des molécules impliquées dans le DRESS peuvent
induire une réactivation virale a partir de CIHHV-6, permettant alors d’avoir une trés forte
réplication virale et entrainant la symptomatologie du DRESS. Le traitement d’une lignée
lymphocytaire B provenant d’un patient ayant le CIHHV-6 avec de 1’acide valproique, de
I’amoxicilline, de la sulfazalasine ou de la phénytoine, n’a pas entrainé de réactivation virale. Il
n’a pas été observé de production de protéine p41l, protéine associée a I’ADN polymérase virale
pour la réplication, mais une production aléatoire de transcrits trés précoces ou précoces a pu étre

détectée de maniére indépendante de la molecule utilisée.

En supposant que la réactivation du CIHHV-6 puisse avoir lieu, le mécanisme d’excision
virale du chromosome reste inconnu et sujet a différentes hypotheses (TREMPE et al., 2011;
Arbuckle et al., 2013; Huang et al., 2013). Ainsi il n’est pas encore connu si une telle réactivation

peut faire suite a des réponses intra-cellulaires comme une réponse a la production de cytokines,
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de facteurs de croissance... De plus, ’THHV-6 montre un tropisme in-vivo pour les lymphocytes T.
De ce fait, nous avons eu I’idée de réaliser une lignée lymphocytaire T, le si¢ge naturel de la

réplication d’HHV-6. Cette lignée est en cours de réalisation.

La non-réactivation du CIHHV-6 suite aux traitements, peut étre en relation avec la forme
du virus intégré, le chromosome dans lequel il est intégré, son site d’intégration sur le
chromosome ou d’autres facteurs encore inconnus. Alors, il sera judicieux de tester d’autres
lignées ayant ce virus intégré, par ces mémes traitements (en essayant des durées de traitement

supérieures a 3 jours) et de vérifier si le virus se comporte difféeremment.

Il sera aussi intéressant d’essayer de faire réactiver le CIHHV-6 par un traitement des

PBMC non immortalisées.

La derniére partie de notre travail a consisté a étudier les conséquences sur le génome
cellulaire de I’intégration virale dans la cellule, ceci pour 5 patients avec du CIHHV-6 (3 HHV-
6A et 2 HHV-6B) dans une série de 249 patients (2%) provenant du service d’hématologie de
CHU de Limoges. Le CIHHV-6 a été détecté 3 fois au niveau du chromosome 17, une fois sur le

chromosome 20, et chez une patiente il a été détecté sur les chromosomes 2 ou 19.

Le site d’intégration a été adjacent a la région subtélomérique du chromosome cible. Pour
une colocalisation plus précise, il serait intéressant de faire les analyses par microscopie
confocale qui est plus résolutive. Pour ce faire, il faut travailler avec une sonde plus grande que
40 Kb et qui sera détectable par microscopie confocale. L’idéal serait d’identifier le site
d’intégration par des techniques de biologie moléculaire (identification de la jonction ADN viral/

ADN chromosomique).

L’instabilité télomérique et chromosomique a été détectée par des techniques de FISH. A
part le chromosome 2 de JOD, il a été observé de maniere récurrente des amplifications de
télomeéres au niveau du chromosome porteur du virus. Une perte dans la région subtélomérique
du chromosome porteur du CIHHV-6 a aussi été observée. Le marquage de tous les téloméres par
la sonde PNA a revélé une forte hétérogenéite de la taille des télomeéres due a des délétions, des

pertes ou des doublements des télomeéres.
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Il serait important de procéder ensuite a une vérification de la taille des téloméres du
chromosome porteur du virus intégré et de le comparer a celui non porteur via la technique de
STELLA décrite en 2003 (Baird et al., 2003).

La perte dans la région subtélomérique du chromosome porteur du CIHHV-6 n’a jamais été
analysée, il serait intéressant de vérifier cette perte. La région subtélomérique a été associée a
differentes pathologies comme par exemple la myopathie facio-scapulo-humérale (FSHD)
(associée a des delétions de la répétition D4Z4 dans la région subtélomérique 4qg35).

Certaines aberrations chromosomiques ont été observées (dicentriques, acentriques...) et
d’une maniére intéressante, une délétion récurrente au niveau du chromosome 2, porteur du virus
chez la patiente JOD a été détectée.

Des aberrations chromosomiques ont été détectées dans les lymphocytes des patients
comme dans les lignées établies. Ces aberrations sont associées a une augmentation significative
de la fréquence des micronoyaux. .

La mesure de 1’expression des protéines impliquées dans la voie ALT ainsi que la mesure
de I’activité de la télomérase nous permet de conclure que les cellules des deux lignées CoAN et

DPL utilisent vraisemblablement les deux voies pour la maintenance des téloméres.

Nous proposons de faire ensuite la colocalisation des foci YH2AX, PML, 53BP1 et ATM
avec le marquage des télomeéres, ce qui permettrait de vérifier que I’activation de ces protéines
responsables de la réparation des cassures double brin sont recrutées vers la région télomérique et

que la perte des télomeres est considérée comme une cassure double brin.
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Intégration génomique de I’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) : étude des modifications
chromosomiques associées et de I’éventuelle réactivation en présence de drogues
L’herpesvirus humain de type 6 (HHV-6) est un virus ubiquitaire qui existe sous deux types A et
B. Ce virus est capable de s’intégrer dans la région télomérique avec une prévalence de 1% a
I’échelle mondiale. Les conséquences de cette intégration demeurent inconnues. Mais, la
réactivation de I’'HHV-6 a été associée au syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse
« DRESS ». La détection et le suivi de la réactivation des herpéesvirus chez des patients atteints de
DRESS ont été étudiés a 1’aide d’une technique de PCR quantitative appliquée sur la salive.
L’interprétation des résultats peut étre différente selon le virus analysé. Dans le but de savoir si
I’HHV-6 peut se réactiver a partir d’un virus intégré et étre ainsi a I’origine des manifestations du
DRESS, une lignée lymphocytaire B établie a partir d’un patient portant le CIHHV-6 a été traitée
par 4 molécules incriminées dans le DRESS. Deux transcrits d’HHV-6 ont été détectés de maniére
aléatoire et indépendante du traitement. La protéine p41, n’a pas été détectée, montrant que ces
molécules n’entrainent pas de réactivation a partir du virus intégré et n’utilisent pas ce mécanisme
pour entrainer le DRESS. L’étude d’une large cohorte de 414 patients atteints de pathologies
hématologiques ou néphrologiques a révélé une prévalence de 2% de CIHHV-6 (5/249
hématologie ; 0/165 néphrologie). Le chromosome 17 a été la cible d’intégration du HHV6 chez 3
patients.  La localisation de D’intégration s’est révélée étre en région juxtaposée a celle
subtélomérique détectée par FISH, quel que soit le chromosome concerné. Une perte dans la
région subtélomérique ainsi qu’une amplification des télomeres du chromosome porteur ont été
détectées de maniére récurrente. Un dysfonctionnement télomérique et une instabilité
chromosomique ont été mis en évidence. Nous avons rapporté que deux de nos lignées portant du
CIHHV-6 utilisent vraisemblablement les deux voies connues pour maintenir les télomeéres :
I’expression de la télomérase et aussi un profil d’ALT.

Mots clés : HHV-6, CIHHV-6, DRESS, réactivation, intégration, instabilité génomique.

Genomic integration of human herpesvirus 6 (HHV-6): chromosomal changes associated
and possible reactivation in the presence of drugs

Human herpesvirus type 6 (HHV-6) is a ubiquitous virus that exists as 2 types A and B.

This virus is able to integrate in human chromosome telomeres, with globally 1% of prevalence;
the impact of this integration is not yet known. HHV-6 reactivation was associated to the Drug
hypersensitivity syndrome or DRESS. We show that detection and monitoring of human
herpesvirus reactivation in DRESS patients are possible via quantitative PCR technic applied on
saliva. The interpretation of results can be different according to the type of analyzed virus.

With the purpose of knowing if the HHV-6 can be reactivated from an integrated virus and so be
the cause of DRESS symptoms, a B cell line, established from a patient who has the CIHHV-6,
was treated by four molecules incriminated in the DRESS. Two HHV-6 transcripts were detected
randomly and independently of treatment. The protein p41 was not detected, which shows that
these molecules do not cause any reactivation since the integrated virus and do not use this
mechanism to cause the DRESS.

The study of a wide cohort of 414 patients with hematological and nephrological diseases
revealed a prevalence of 2% of CIHHV-6 (5/249 hematology; 0/165 nephrology). 3 patients had
the integration into the chromosome 17. The site of integration using a double labeling viral
probe/subtelomeric probe was found to be more precisely in subtelomeric region, regardless of the
chromosome in question. The effect of the integration of HHV-6 on the cell was studied by FISH
technics. We have detected repeatedly a loss in the subtelomeric region and a telomeres
amplification in chromosome which carrying the CIHHV-6. A telomeric dysfunction and
chromosomal instability have been demonstrated. We reported that two of our lines carrying the
CIHHV-6 likely use the two known ways to maintain telomeres: the telomerase expression and a
profile of ALT.

Keywords: HHV-6, CIHHV-6, DRESS, reactivation, integration, genomic instability.





