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Résumé

Le virus Herpés humain de type 6B (HHV-6B) est un virus qui infecte environ 95% de la
population mondiale et qui est relativement bénin chez les personnes immunocompétentes mais
dont les réactivations sont potentiellement graves chez les immunodéprimés. HHV-6B est I’agent
étiologique de la roséole de I’enfant ou exanthéme subit. Comme tout virus herpétique, HHV-6B a
développé diverses stratégies lui permettant de moduler le systéme immunitaire a son avantage afin
de persister au sein de son hote. La caractérisation de nouveaux mécanismes d’évitement utilisés
par HHV-6B ou I’identification de cibles immunodominantes permettraient de mettre en place de

nouvelles stratégies afin de combattre I’infection.

Au cours de nos recherches, nous avons identifi¢ que la protéine de tégument U54 d’HHV-
6B inhibe la synthése d’interleukine-2 (IL-2). Nous avons déterminé la voie de signalisation de la
calcineurine (CaN) / NFAT comme étant le facteur antagonisé par US54 et caractérisé le mécanisme
aboutissant a cette inhibition. De plus, en nous basant sur ces résultats, nous avons testé 1’impact
d’une abrogation de la voie CaN/NFAT par U54 sur la progression de cellules de cancer du sein.
Nous avons démontré que 1’expression d’U54 provoque une baisse significative de la proliferation
de cellules de cancer du sein MCF-7. Ces résultats ont fait germer I’idée du ciblage de cellules de
cancer du sein exprimant la protéine U54 couplé a un protocole d’immunothérapie adoptive anti-
cancéreuse. Enfin, I’immunothérapie adoptive antivirale est également un sujet d’étude qui a été
abordé. Nous avons identifié des épitopes de la protéine IE1 d’HHV-6B présentés dans le contexte
de trois des alléles les plus communs dans la population caucasienne : HLA-A*02, HLA-A*03 et
HLA-B*07. Ceci nous a permit de perpétrer une expansion clonale de lymphocytes T cytotoxiques
(CTL) capables de lyser des cellules infectées qui pourraient servir a contréler d’éventuelles

réactivations virales chez des patients immunodéprimés.

De maniére générale, nos travaux permettent d’étendre les connaissances sur les
mécanismes utilisés par HHV-6B pour contourner le systéme immunitaire de 1’hdte mais également

d’identifier des cibles permettant de développer un éventuel protocole d’immunothérapie adoptive.
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1. Introduction

1.1 Herpésvirus humain 6

1.1.1 Découverte et classification de ’Herpésvirus humain 6

L’herpesvirus humain 6 (HHV-6) appartient a la famille des Herpesviridae qui compte a ce
jour neuf membres. Des etudes basées sur 1’analyse génétique de la proteine de structure gH ont
permis de subdiviser les herpésvirus humains (HHV) en trois sous-famille d’Herpesvirinae
désignés, alpha (o), beta (B) et gamma (y) (Tableau 1). Une caractéristique propre aux virus
herpétiques est leur capacité de persister au sein de leur hote au cours de sa vie et de se réactiver au
cours d’épisodes d’immunosupression dus a un stress ou autres facteurs environnementaux.
L’herpésvirus humain 6A a été découvert et isolé en 1986 par Salahuddin et al. a partir de cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) de patients infectés par le virus de I’immunodéficience
humaine (VIH) qui souffraient de désordres lymphoprolifératifs [1]. Les premiéres observations
définirent un tropisme de ce virus pour les lymphocytes B qui fut nommé virus lymphotrope B
humain (HBLV) [2]. C’est suite a des etudes menées par d’autres équipes qui ont permis de
caractériser ce virus comme ayant une meilleure capacité de propagation et un tropisme pour les

lymphocytes CD4+ qu’il a été rebaptisé HHV-6 [3,4].

HHV-6A appartient a la sous-famille des B-herpesvirinae qui comprend également
I’herpévirus humain 7 (HHV-7) et le cytomégalovirus humain (HCMYV) et plus particuliérement au
genre Roséolovirus avec HHV-7. Cette classification a été établie en raison des trés grandes
similarités et homologies dans 1’organisation des génomes de HHV-6, HHV-7 et HCMV. La
similarité en acides aminés est de 46,6% a 84,9% avec HHV-7 et de 41% a 75,8% avec HCMV.
Plusieurs travaux ont ensuite démontré que différents isolats d’HHV-6 présentaient des variations
génétiques et phénotypiques [5]. Jusque trés récemment, toutes ces souches étaient classées en deux
groupes distincts, variant A (HHV-6A) et variant B (HHV-6B), dont 1’organisation génomique est
trés proche. Au niveau nucléotidique, les homologies varient de 99% a 95% pour les régions les
plus conservées a 75% pour les régions les plus divergentes localisées dans la région précoce
immédiate [6]. Des différences biologiques majeures ont été décrites concernant la localisation des
sites de clivage des endonucléases, le tropisme cellulaire in vitro, la régulation de la transcription,
I’épissage des ARN et enfin la réactivité a certains anticorps monoclonaux spécifiques aux épitopes
de différentes souches [7,8]. En 2012, ces divergences ont conduit, le comité international de

taxonomie des virus a classer HHV-6A et HHV-6B comme deux virus distincts [9]. Les souches



virales les plus utilisées en recherche pour HHV-6A sont les souches GS ou U1102, et pour HHV-
6B, sont les souches HST ou Z29.

Sous-famille des
Herpesvirus

Membres Pathologies associées

HHV-1: Virus Herpés Simplex
humain 1 (HSV-1)
HHV-2: Virus Herpés Simplex
humain 2 (HSV-2)
HHV-3: Virus Varicella-Zoster

- Herpés buccal

- Herpes génital
Alpha-herpesvirinae

- Varicelle et zona

Beta-herpesvirinae

(VZV)
HHV-5: Cytomégalovirus humain - Mononucléose et
(HCMYV) infections congénitales

HHV-6A: Virus Herpés humain 6A

- Aucune association

Gamma-herpesvirinae

HHV-6B: Virus Herpés humain 6B | - Roséole
HHV-7: Virus Herpés humain 7 - Roséole
- Mononucléose,
HHV-4: Virus Epstein-Barr (EBV)
Lymphome, Hodgkin

HHYV-8: Virus Herpés humain 8 ou
Virus Herpés associé au Sarcome de

Kaposi (KSHV)

- Sarcome de Kaposi

Tableau 1.1 Caractéristiques et classification des virus de la famille Herpesviridae

1.1.2 Structure et organisation du génome du HHV-6

Tous les membres de la famille Herpesviridae ont une structure virale similaire composée
de quatre composantes principales: le génome viral, une capside icosaédrique entourant I’ADN
viral, un tégument composé de protéines formant une couche interne et d’autres formant une couche
externe, et enfin une enveloppe externe qui contient les glycoprotéines de surface. Une particule

virale compléte d’HHV-6 a un diamétre d’environ 200 nm [8,10].
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Figure 1.1 Représentation schématique de la structure d’un virion de HHV-6. Tirée de
ViralZone 2012, Swiss Institute of Bioinformatics

Le génome est composé d’un double brin d’ADN d’une taille totale de 160-162 kbp constitué d’une
région unique (U) de 143-145 kb flanquée de deux régions terminales directement répétées (DRy
and DRy) de 8-9 kb chacune. La région unique possede deux loci codant pour les protéines précoces
immédiates (IE) IE-A et IE-B dont le locus IE-A contient trois régions nucléotidiques répétées R1,
R2 et R3 [11,12]. Les régions terminales directement répétées codent pour des génes impliqués dans
la réplication virale, 1’assemblage des néovirions, et sont elles mémes flanquées de séquences
télomériques répétées (TRS), 1'une dite homologue (CCCTAA), et l’autre dite hétérogene
het(CCCTAA), qui consistent un patron de séquences télomériques irréguliéres [13]. Ces derniéres
auraient un role lors de la réplication virale et dans le maintien du génome sous la forme épisomale
durant la latence dans les celulles infectées mais seraient également responsables d’un mécanisme
propre 8 HHV-6 parmi tous les herpésvirus humains permettant 1’intégration du génome viral au
sein du chromosome de I’hote [13,14]. L’organisation génomique de la région unique montre des
similarités et une colinéarité avec les deux autres membres de la sous-famille des S-herpesvirinae
HCMYV et HHV-7. Les deux espéces HHV-6A et HHV-6B présentent également des disparités au
sein de leur génome. Il y a 119 cadres ouverts de lecture (ORF) identifiés U1-U100 et DR1-DR7
pour HHV-6B codant pour 97 génes alors que HHV-6A posséde 110 cadres ouverts de lecture et
parmi ces 110 ORF, ces neuf ORF différents étant identifiés B1-B9 chez HHV-6B [12,15].
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Figure 1.2 Représentation schématique du génome du HHV-6 et son organisation. Les locus
IE-A et IE-B sont représentées en bleue et les régions répétées intermédiaires en rose. Les

régions teminales répétées sont encadrées en noir. Adaptée de [12]

Cependant, certains génes des HHV-6 sont conservés et partagés par tous les virus herpétiques
contenu dans sept blocs. Un huitiéme bloc est conservé seulement entre les quatres membres de la
sous-famille des f-herpesvirinae contenant les génes de la famille US22 mais dont les fonctions
seraient diverses. Enfin, il existe sept génes exclusifs aux HHV-6: U1, U9, U22, U61, U78, U83 et
U94. Seuls trois de ces génes ont été caractérisés et ont été associés a différents mecanismes viraux.
Le géne U22 code pour une glycoprotéine d’enveloppe et U83 pour une chimiokine virale
permettant le recutement de monocytes par chimiotactisme dans lesquels HHV-6 va établir sa
latence [16]. Le troisiéme géne, U94, code pour une protéine décrite comme homologue a la
protéine de 1’adénovirus associé de type 2 (AAV-2) [13] et ayant un role dans I’inhibition de la
réplication virale [17] en se liant a un facteur de trancription de type TATA-binding protein, avec
notamment des transcrits découverts lors de la latence [18], mais surtout comme étant un acteur

majeur de I’intégration chromosomique du génome de HHV-6 [19].



1.1.3 Tropisme cellulaire du HHV-6

Des études in vitro ont démontré des différences dans la capacité des especes et plus
particuliérement de certaines souches de HHV-6A et HHV-6B a infecter ou non certains types de
cellules primaires ou lignées cellulaires [20,21]. HHV-6 posséde un tropisme cellulaire ubiquitaire
mais strictement primates. Les deux virus infectent préférentiellement les lymphocytes T CD4" [4]
et les cellules des glandes salivaires [22], qui sont les cellules dans lesquelles les virus vont établir
leur cycle lytique afin de proliférer [23]. En recherche, différentes lignées cellulaires de
lymphocytes T sont utilisées pour la propagation des virus. Concernant HHV-6A, la lignée
cellulaire HSB-2 est utilisée pour propager la souche virale GS alors que la lignée J-JHAN est
utilisée pour la souche U1102. Pour I’espéce HHV-6B, les souches HST et Z29 peuvent é&tre
propagées dans des lymphocytes T primaires ou bien dans les lignées cellulaires MOLT3 [24]. En
dehors des cellules utilisées pour propager les virus, beaucoup d’études in-vitro ont permis d’élargir
I’inventaire de cellules capable d’étre infectées par HHV-6. Les différentes cellules qui ont été
caractérisées sont les fibroblastes, les cellules natural killers (NK), les cellules épithéliales et
endothéliales [20] mais on a également identifié un tropisme pour les cellules du systéme nerveux
telles que les oligodendrocytes, la microglie ou encore les astrocytes [25,26]. Ces études ont
également permis de démontrer la possibilité d’une co-infection entre HHV-6A et HHV-6B comme
par exemple dans des tissus de poumons ou le fluide cérébrospinal [27,28,29]. De maniére générale,
HHV-6A est plus souvent associé a un neurotropisme que HHV-6B qui lui sera plutét lymphotrope
[30]. Les cibles cellulaires in-vivo de HHV-6 peuvent étre élargies a toutes les cellules mononuclées
du sang périphérique (PBMC), aux cellules mononuclées de sang de cordon ombilical (CBMC), et
de tissus de foie, de cerveau ou de poumon entre autres. Jusque trés récemment, cette ubiquité dans
la capacité de HHV-6 a infecter était associée au facteur cellulaire CD46 que 1’on retrouve exprimé
a la surface d’un trés large éventail de cellules, mais, depuis mai 2013, un nouveau recepteur a été
identifi¢ comme permettant I’infection de I’espece HHV6-B spécifiquement, le facteur cellulaire

CD134.
1.1.4 Cycle réplicatif et maintien de HHV-6

1.1.4.1 Attachement et pénétration du virus dans la cellule

Dans le cas des virus enveloppés, les glycoprotéines et/ou leurs complexes a la surface des
virus sont importants pour I’entrée dans la cellule cible. Deux sites ont été caractérisés comme étant
les réservoirs a partir desquels HHV-6 était capable d’engendrer son cycle réplicatif, les

lymphocytes T CD4" activés et les glandes salivaires. Lors d’une infection a HHV-6, le virus



pénétre dans la cellule a 1’aide du cofacteur cellulaire CD46 [31] ou du cofacteur cellulaire CD134
récemment identifié et spécifique 8 HHV-6B [32]. Peu de choses ont jusque la été caractérisées
mais CD134, également appelé OX-40, est un récepteur membre de la super famille TNF et est
présent a la surface des lymphocytes T activés, mais trés peu exprimé a la surface des cellules
gliales. HHV-6B est connu comme ayant un tropisme pour les lymphocytes T comme démontré
aussi bien in vivo lors d’une infection aigue qu’in vitro. Nous savons simplement que CD134 est un
récepteur fonctionnel pour I’entrée de HHV-6B dans la cellule [32].

Concernant CD46, ¢’est un récepteur cellulaire permissif pour I’infection de HHV-6A et HHV-6B.
CD46 est une protéine membranaire de type I et est régulatrice du systéme du complément en
inactivant les facteurs du sérum C3b et C4b et protége ainsi la dégradation de la cellule hote par le
complément [33,34]. Contrairement a la plupart des virus enveloppés qui utilisent une ou deux
glycoprotéines de surface pour pénétrer a I’intérieur de la cellule, les virus herpétiques ont besoin
d’au moins trois glycoprotéines conservées, gB, gH and gL.. Deux complexes de glycoprotéines ont
été identifiés chez HHV-6 pour I’entrée dans la cellule, gH/gl./gO et gH/gl./gQ1/gQ2. Le géne gO
est conservé uniquement chez les B-herpésvirus. Chez HCMV ou le cytomégalovirus murin
(MCMV), g0 forme un complexe avec gH et gL et sert a I’entrée du virus au sein des fibroblastes.
De plus, la fonction chaperone de gO a été rapportée précédemment comme promouvant
I’incorporation du complexe gH/gL. dans le néovirion. Cependant, il y a toujours peu de choses
connues concernant le complexe gH/gl/gO dans l’infection par HHV-6 [35]. Le complexe
gH/gl/gO est incorporé sur le virion HHV-6 mais ne se lie pas a CD46, il se lie a la moécule
CD134 et permet I’entrée du virus HHV-6B dans la cellule [32]. Le géne gQ est quant a lui unique
aux Roséolovirus HHV-6 et HHV-7 [36] et le complexe gH/gl/gQ1/gQ2 de HHV-6 fonctionne
comme un ligand pour CD46 qui va permettre [’entrée du virus [37]. Concernant HHV6-A, aucun
¢lément du complexe gH/gl/gQ1/gQ2 n’a été caractérisé comme se fixant au récepteur CD46. Le
composant gQ1 existe sous deux formes, gQ1-74K et gQ1-80K dans les cellules infectées par
HHV-6A [38]. Alors que toutes les souches de HHV-6A se lient au CD46, seules les souches 729 et
PL-1 de HHV-6B ont été caractérisées comme se liant au CD46 alors que la souche HST n’est pas
capable de s’y lier [36]. Donc, différentes especes et mémes différentes souches appartenant a la
méme espece peuvent pénétrer la cellule en utilisant différents récepteurs. La découverte du CD134
pourrait permettre de caractériser les mécanismes d’infection de certaines souches de HHV-6B

jusque la inconnus.



Figure 1.3 Intéractions des complexes protéiques des HHV-6 avec les différents récepteurs

cellulaires. Adaptée de [32]

1.1.4.2 Cycle lytique

Aprés les  étapes communes &  tous les  herpésvirus  humains
(adsorption/fusion/pénétration), la décapsidation partielle du virus libére le génome qui migre le
long du cytosquelette via les microtubules accompagné de certaines protéines jusqu’aux pores
nucléaires. Les étapes de transcription débutent dés la pénétration dans le noyau dont des protéines
de la nucléocapside ou du tégument peuvent étre les initiatrices. HHV-6 se distingue de la majorité
des virus a développement intra-nucléaire comme par exemple les adénovirus ou papovavirus par sa
capacité a faire synthétiser les enzymes virales responsables de la synthése d’ADN viral par la
cellule hote (par exemple la thymidine kinase (U69) ou I’ADN polymérase (U38)) [39]. A partir de
ce moment, trois étapes se succedent : la phase précoce immédiate (phase IE ou o), la phase précoce
de synthése d’ADN viral (phase E ou ) et la phase tardive de synthése des protéines de structure
(phase L ou y) [40].

La phase IE intervient suite a la transcription de génes viraux de type IE dont les transcrits
codent des protéines transactivatrices responsables de la transcription des genes précoces de la
phase E suivante et de la transcription de geénes cellulaires dont les produits sont nécessaires a la
réplication du génome viral. Elles interviennent aussi dans la régulation des processus de
transcription sous forme de boucles de rétrorégulation. Les deux protéines majeures sont IE1 et IE2
qui vont avoir des effets dans la régulation de ’expression des geénes viraux et cellulaires avec un
role transactivateur pour IE2 [41,42,43] alors que la protéine IEl posséde une activité
transactivatrice moindre [44] et a été associée a un mécanisme d’évasion immunitaire en inhibant la

réponse innée [45,46]. La phase E suit la transcription des génes IE et exprime des facteurs de la



transcription virale ainsi que les enzymes virales impliquées dans le métabolisme des acides
nucléiques (dihydrofolate réductase, thymidilate synthétase, thymidine kinase, ribonucléotide
réductase, dUTPase) ou dans la réplication de ’ADN (DNA binding protein, ADN polymerase,
hélicase-primase). L’essentiel de la réplication de I’ADN viral est réalisé par les enzymes virales
produites mais en association avec des facteurs de réplication d’origine cellulaire [47,48,49]. Le
résultat en est la production continue, “en cercle roulant”, d’immenses brins d’ADN viral
(concatémeéres) qui sont clivés par des nucléases [50,51]. Les brins d’ADN viral individualisés
seront ensuite assemblés dans le noyau au cours de la phase L suivante aprés la pénétration dans le
noyau des protéines de capside synthétisées au cours de cette derniére phase. Enfin, durant la phase
L, les protéines de structure (tardives) sont synthétisées apres la synthése de I’ADN viral [52]. De
fait, le blocage de la phase E inhibe les synthéses virales de la phase L. Les protéines tardives

produites subissent une maturation, par clivage ou glycosylation par exemple.
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La phase lytique est caractérisée par la production de particules virales soit infectieuses
(pleines), soit immatures (vides) qui migrent du noyau vers la surface de la cellule en s’entourant au
cours de leur migration de leurs enveloppes (tégument et enveloppe externe). Les glycoprotéines de
surface sont également fixées dans 1I’enveloppe externe au cours de cette migration. Les virions sont
généralement libérés par bourgeonnement suivant la voie exosomale [53] et I’effet cytopathogene

accompagnant ce cycle aboutit a la destruction de la cellule par lyse passive ou bien apoptose.

1.1.4.3 Cycle latent

Une caractéristique commune a tous les herpésvirus humains est de pouvoir persister au
sein de I’hote durant toute sa vie suivant la primo-infection. Cette infection latente est un des
multiples mécanismes d’évasion immunitaire développés par HHV-6 et consiste en 1’expression
minimale de protéines virales qui ne permettra pas la génése de néovirions [21]. Le génome viral va
persister sous la forme d’un épisome qui va permettre seulement I’expression des protéines
absolument nécessaires au maintien du virus. Cet état latent, de part son activit¢é minimale, va
réduire la présentation antigénique et empécher le systéme immunitaire de reconnaitre et détruire
les cellules infectées [54]. Cependant, la latence est entrecoupée de périodes de réactivations du
virus qui permettent la production de virions qui peuvent infecter de nouvelles cibles et maintenir

I’infection a HHV-6 au sein de 1’hote.

Les mécanismes et I’implication de la latence dans les cellules sont pour le moment peu
connus. Les cellules qui ont été identifiées comme des sites de la latence virale sont les
monocytes/macrophages [55] et les cellules progénitrices de la moélle osseuse [56]. Aucune
protéine de HHV-6 n’a pu étre détectée pendant la latence mais des transcrits ont par contre été
caractérisés dépendant de deux sites associés a la latence dans le génome viral. Les travaux menés
par Kondo et al/ ont permis de localiser deux sites de transcription de 1’infection latente (LSS-I et
LSS-II) a 'intérieur de la région IE-A qui vont générer deux type de transcrits originaires de chacun
des deux sites et sont appelés transcrits latents de HHV-6 (H6LTs) [18]. Ces sites étant situés pres
des régions codantes des transcrits IE1 et IE2, a environ 9,7 kb en amont ou bien entre les exons 2
et 3, les H6LTs posseédent des cadres ouverts de lecture (ORF) communs a ceux de IE1 et IE2. Cette
méme équipe de recherche a découvert trois autres ORFs dans les régions 5’ proximales des HO6LTs,
ORF99, ORF142 et ORF145, qui sont consitutés respectivement de 99, 142 et 145 acides amingés. 11
est a noter que HHV-6 partage ces caractéristiques avec le HCMV dont les transcrits latents sont

générés de la méme manicre. Par contre, une autre étude menée par 1’équipe du Dr. Di Luca a



démontré I’implication de la protéine U94 et la présence de transcrits du géne U94 pendant la
latence de HHV-6 [57]. Elle a la capacité de réprimer I’expression des transcrits précoces
immédiats des genes U16/17, U39, U42, U81, U89/90 ou U91. U94 est spécifique a HHV-6 et n’a
pas d’équivalent chez les autres virus herpétiques humains. Elle est ’homologue fonctionelle de la
protéine Rep du virus adéno-associé de type 2 (repAAV-2). De fait, U94 semble étre impliquée
dans I’intégration du génome viral au sein du chromosome de la cellule infectée de I’hote et

permettrait au virus de persister sous une forme HHV-6 intégré au chromosome (CIHHV-6).

Malgré tout, de la latence peut découler une réactivation et un scénario plausible de ce
mécanisme serait que des sitmuli cellulaires favoriseraient 1’expression de HOLTs, qui agiraient
ensuite au niveau de 1’épisome latent en déclenchant la phase précoce immédiate du cycle lytique

dont les protéines IE néosynthétisées prendraient le relais pour effectuer la réplication de HHV-6 au

complet.
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1.1.4.4 Intégration chromosomique

HHV-6A et HHV-6B possedent une caractéristique unique chez les virus herpétiques
humains, soit la capacité d'intégrer leur génome au sein des chromosomes. Un virus herpétique de
poulet responsable de la maladie de Marek (MDV) avait déja été identifié comme possédant cette
caractéristique, dont la conséquence est de provoquer de lymphomes chez les volailles infectées
[58]. La découverte de I’intégration du HHV-6 a été faite dans les années 90 par le laboratoire du
Dr. Luppi en caractérisant la présence du génome viral chez trois patients atteints de lymphome de
Burkitt, de lymphome non-Hodgkinien ou de sclérose en plaques [59]. La présence de CIHHV-6 est
estimée a environ 1% dans la population mondiale avec une prévalence du CIHHV-6B trois fois
plus fréquentes que le CIHHV-6A [60]. Le mécanisme par lequel se produit ce phénomene serait
que lors d'une primo-infection, le génome serait capable de s'intégrer dans un chromosome
cellulaire humain En cas d'intégration de cellules germinale, toutes les cellules d'un individu de la
génération suivante posseéderaient une copie du génome HHV-6 suite a la tranmission héréditaire
verticale [61]. Tout comme le MDV, HHV-6 posséde des séquences télomériques homologues au
sein de son génome au niveau des régions terminales directes répétées (CCCTAA), qui lui
permettent de s'intégrer aux séquences télomériques aux extrémités du chromosome (TTAGGG),
[11,13,62]. 1l existe une protéine unique a HHV-6 qui a été identifiée comme étant possiblement
responsable de ce mécanisme d'intégration, soit la protéine U94 codée par le géne U94 [63].
Plusieurs caractéristiques en font le candidat idéal: c'est tout d'abord le seul géne dont on détecte
des transcrits pendant la phase latente chez des individus sains [57]. Puis U94 semble également
réguler la réplication virale comme démontré dans une étude ou la transfection d'un vecteur codant
pour U94 inhibait la réplication de HHV-6 [17]. 1l existe aussi une forte homologie de séquence
entre les protéines U94A et U94B avec la protéine Rep68 du AAV-2 qui est responsable de
l'intégration chromosomique [63]. Enfin, une étude a démontré que U94 posseéde la capacité de se
lier 'ADN simple brin [19]. A ce jour, il n’y a pas eu d’association claire établie entre CIHHV-6 et
la transcription ou I’expression de génes viraux a partir du génome intégré, méme si cette possibilité

est fortement suggérée.
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impliquées dans I’intégration du CIHHV-6. Tirée de [62]

1.1.5 Pathologies associées au HHV-6
1.1.5.1 Epidémiologie

HHV-6B partage les principales caractéristiques des herpésvirus humains classés p-
herpesvirinae et est 1’agent étiologique de 1'exanthéme subit ou roséole infantile du jeune enfant
appelé également 6°™ maladie éruptive de l'enfance [64]. Trés largement répandu dans le monde, le
pic de primo-infection se situe entre 6 mois et 2 ans au moment ou chute le taux d’anticorps
maternels [65]. Environ 90% des enfants ont des anticorps anti-HHV-6 avant la fin de leur 2™
année, surtout les enfants en collectivité [66]. Le taux de séropositivité diminue au cours de
I’enfance et de I’adolescence pour remonter au cours de la vie adulte & environ 95% de la
population. Les formes de récurrence sont largement asymptomatiques ou cliniquement non
spécifiques, s’accompagnant d’une fievre et d’asthénie chez l'adulte [67]. En effet, 'immunité
acquise aprés la primo-infection fait la prévient les formes symptomatiques lors des infections
secondaires.

La transmission maternofcetale en cours de grossesse et au moment de 1’accouchement est rare mais
possible [68]. L’allaitement ne parait pas étre un facteur de contamination. Par contre, le virus est
essentiellement transmis par la salive, les secrétions respiratoires, le don de sang, de tissus ou

d’organes. HHV6 est également une infection sexuellement transmissible.
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1.1.5.2 Etiologie

HHV-6B est responsable de la roséole infantile qui est une maladie bénigne et une des
principales causes de fievre chez le jeune enfant [64]. La bénignité est en fait relative car les pics
fébriles peuvent atteindre 40,5°C pendant une période de 2 a 8 jours (moyenne 4 jours) avec des
risques de convulsions fébriles dans 10% des cas [69]. Ces convulsions fébriles doivent &tre
distinguées des véritables méningites a HHV-6 [70], peu fréquentes, caractérisées a la ponction
lombaire par une élévation des protéines et des leucocytes et la détection du génome d’HHV-6 dans
le LCR. La fiévre céde brutalement, coincidant avec un rash caractéristique rubéoliforme (20% des
cas). Les macules débutent au tronc et s'étendent aux membres et au visage puis vont confluer (elles
sont moins marquées au niveau du visage que dans le cas de la rubéole). L’éruption cutanée est de
courte durée, 24-48 heures comparée aux 3-5 jours pour la rubéole, et est non prurigineuse puis
disparait sans desquamation ni pigmentation. De nos jours, il est établi que I’espece HHV-6B
représente la majorité des infections chez les personnes immunocompétentes et est responsable de
la roséole alors qu” HHV-6A y contribue peu malgré de récentes évidences établies dans des
populations d’Afrique sub-saharienne [71]. Le nombre de maladies associées a HHV-6 n’a cessé

d’augmenter ces dernieres années, faisant de ce virus un pathogeéne émergent.

1.1.5.3 Pathologies et complications

Chez les personnes immunocompétentes, les réactivations virales sont généralement
asymptomatiques car controlées par le systéme immunitaire (SI) [21], mais peuvent résulter en des
complications sérieuses dans de rares cas telles que les méningo-encéphalites, [’hépatite aigue, des
insuffisances médullaires, des pneumonites, des myocardites ou encore certaines formes de cancers
[72]. Les espéces virales HHV-6A et HHV-6B ont des distributions tissulaires différentes chez
I’homme. Alors que HHV-6A et HHV-6B sont neurotropes, il existe des évidences suggérant une
plus grande sévérit¢é de HHV-6A concernant les cas cliniques d’atteintes neurologiques [73].
Egalement, bien que la trés grande majorité des réactivations post-transplantation se produisent
avec HHV-6B, I’ADN et I’ARN messager (ARNm) de HHV-6A sont retrouvés plus fréquemment
que ceux de HHV-6B dans les maladies inflammatoires comme la sclérose multiple (MS) ou la
rhombencéphalite [74,75,76]. HHV-6A a été trouvé de manicére prédominante dans le systéme
nerveux central de patient ayant une MS tout comme dans le foie chez des patients transplantés

hépatiques souffrant d’hépatite syncitiale a cellules géantes [77], et enfin une infection active a été
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detectée dans le sang et le LCR de patients ayant des rechutes de MS [78] . Mais HHV-6B semble

étre le seul responsable de I’epilepsie au niveau du lobe temporal et du statut épileptique [79].

C’est également grace a cette ubiquité que HHV-6 a été associé a des affections chroniques
du systéme immunitaire, incluant le syndrome d'activation macrophagique, la lymphadénite
histiocytaire nécrosante, les lymphomes et maladies de Hodgkin ou encore le syndrome de Sjogren
[80,81,82,83,84]. Enfin, HHV-6 est capable d’induire le cycle réplicatif d’autres virus lorsqu’il y a
co-infection, notamment celui du virus Epstein-Barr (EBV) [85] et celui du VIH [86]. Différentes
observations ont également démontré que chez des patients immunodéprimés, lors d’une co-
infection HHV-6 et HCMYV, la réactivation du HHV-6 précédait celle du HCMV, suggérerant du
fait de I’homologie fonctionnelle des protéines de ces deux f-herpésvirus, que les protéines de

HHV-6 néosynthétisées pouvaient activer le cycle réplicatif du HCMV [87].

Enfin, deux types de complications ont émergé ces dernic¢res années dont le CIHHV-6 serait
la cause. Tout dabord, des erreurs dans le diagnostic de HHV-6 par la détection d'une
“fausse”’charge virale est a l'origine d'une prise d'antiviraux excessive et non nécessaire [88]. En
général, I'ADN viral de HHV-6 n'est pas présent dans le sérum ou le plasma des personnes saines.
La détection d'une haute charge virale plasmatique (environ 10° copies/ml), die a la lyse et la
liberation d’ADN cellulaire lors du prélévement, entraine un faux diagnostic. Tout ceci peut avoir
comme conséquence une prise d'antiviraux qui n’affecte en rien la charge virale (car pas de virus a
¢liminer) et une toxicité associées aux drogues chez les patients. De plus, le fait que HHV-6 ne soit
pas un pathogene diagnostiqué avant une transplantation ou greffe comme le VIH ou HCMV, il se
peut qu'un donneur avec CIHHV-6 soit sélectionné et qu'un de ses organes ou ses cellules souches
possédant le génome viral soient gréffés a un receveur. Une telle greffe pourrait avoir des effets
déléteres pour le receveur et c'est pour cette raison qu'il serait temps de réfléchir a I'impact clinique

majeur que peut avoir HHV-6 et de 1'utilité de le diagnostiquer.

1.1.5.4 HHV-6 et greffe de moelle osseuse

Parmi les personnes immunodéprimées, il y a les patients qui ont subi une transplantation
de cellules souches hématopoiétiques (HSCT) dont le systéme immunitaire a été complétement
supprimé en vue de la greffe et qui vont étre susceptibles a la réactivation de pathogénes
opportunistes. La quasi totalit¢ des receveurs de moelle ont été infecté par HHV-6 avant la
transplantation, et suivant la greffe, le virus se réactive chez environ 50% des patients entre 2 et 4

semaines post-greffe [89,90]. HHV-6B représente la grande majorité de ces réactivations et a été
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associé a beaucoup de syndromes cliniques et a une forte mortalité chez les HSCT, cependant, il n’y
a pas de preuves directes pour le moment qui permettent d’affirmer qu HHV-6B est la cause de ces

pathologies [89].

Les risques de reactivation de HHV-6 sont associés a des facteurs cliniques et
démographiques. Les HSCT allogéniques ont un risque accru de résurgence comparées aux greffes
autologues, de méme a I’intérieur de la population recevant une greffe allogénique, ceux ayant des
alleles HLA dépareillés avec le donneur auront un risque accru de réactivation. La source des
cellules souches hématopoiétiques va également devenir un facteur pris en compte car il a été
démontré qu'un receveur subissant une greffe avec des cellules souches de cordon ombilical avait
un taux de 70-90% de réactivation virale comparé au 30-50% pour les patients greffés avec des
cellules souches de la moelle osseuse ou de sang périphérique [91]. Enfin 1'age et les maladies a
traiter sont des risques qui ont été identifiés comme sujets potentiels favorisant la réactivation de

HHV-6 apres la transplantation.

Ces derniéres années, des évidences se sont accumulées permettant de croire a une
association causale de HHV-6 envers les cas d'encéphalite chez les HSCT [91]. Les critéres de
Bradford-Hill d'association, de consistence, de spécificité, de temporalité, de gradient biologique
(relation dose-réponse), de plausibilité, de cohérence, d'analogie et d'évidence expérimentale
fournissent une structure permettant d'évaluer les évidences épidémiologiques comme possible
cause de pathologie. Beaucoup de critéres tels que la consistence de l'association, les multiples
rapports de cas et différentes études d'observations rapportées permettent de lier HHV-6 a
I'encéphalite chez les HSCT. En fait, HHV-6 a été observé comme étant la cause la plus commune
d'encéphalite [92]. De plus, il est établi qu'au vu du fait que l'infection 8 HHV-6 s'établit durant
l'enfance, le virus est présent chez le patient bien avant I'encéphalite. Egalement, des études ont
prouvé la plausibilité de cette association du fait qu” HHV-6 peut infecter des cellules du systéme
nerveux central et ainsi étre présent pour instaurer la patholgie [26]. La cohérence de cette
association est 1égitimée du fait que cette association causale n'entre pas en conflit avec tout ce qui
est connu concernant HHV-6 ou l'encéphalite. Enfin, une analogie existe avec d'autres herpesvirus
humains connus pour causer l'encéphalite. Le seul critére qui a ce jour ne permet pas d'affirmer de
maniére certaine cette association est le manque d'évidence expérimentale démontrant qu'un
traitement antiviral approprié puisse améliorer ou prévenir cette pathologie. Parmi tous les cas
d'encéphalites reportés a ce jour et dont le virus associé a été typé, il apparait qu'HHV-6B est le
plus souvent associé¢ [93]. De plus, la plupart des encéphalites sont observées chez des HSCT

allogéniques ayant des alléles HLA différents ou dépareillés.
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Des études cliniques ont démontré 1'impact de la réactivation de HHV-6 sur la suppression
de la moelle osseuse chez les HSCT [94,95]. Des rapports de cas ont suggéré que les effets
suppresseurs de HHV-6 pourraient causer une insuffisance dans la prise de greffe. Il a également été
prouvé que HHV-6 peut infecter de maniére latente les cellules progénitrices de la moelle osseuse et
empécher leur développement post-greffe [96]. D'autres manifestations cliniques importantes ont
été associ¢es a la réactivation de HHV-6, telles que la maladie du greffon contre 1'hote aigue
(aGVHD) [97,98], la réactivation du HCMV [99], la pneumonite [100] et les maladies gastro-
intestinales [101,102]. Cependant, 1'association du virus a ces pathologies ne sont pas clairement
démontrées et nécessitent des investigations. Concernant la aGVHD, des études semblent démontrer
lI'implication de HHV-6 comme ayant des effets délétéres sur le systéme immunitaire de 1'hte en
inhibant la réponse antivirale et en activant les cellules T alloréactives induisant une réponse pro-

inflammatoire exacerbée conduisant a des aGVHD de grade II-IV (de Pagter et al).

1.1.6 Traitement

Aucun agent antiviral ni aucun vaccin spécifique 8 HHV-6 n’ont été mis au point jusqu’a
présent. Seuls des composés utilisés contre les infections a HCMV se sont également montrés
efficaces contre HHV-6 in-vitro et in-vivo [21,103]. Le ganciclovir, un nucléoside analogue de la
guanine, le cidofovir, un nucleoside acyclique phosphonate analogue de la cytosine, et le foscarnet,
un analogue pyrophosphate, inhibent 1’action de la polymérase virale et ainsi la réplication du virus.
Ces différents composés utilisés en clinique pour des thérapies anti-HHV-6 ont démontré des effets
et une efficacité similaire sur HHV-6A et HHV-6B [104]. Cependant, ces différentes drogues
antivirales ont des effets secondaires délétéres provoquant des troubles hématologiques importants,
de la néphrotoxicité ainsi que différentes complications. C’est pour ces raisons que chacun de ces
antiviraux est utilisé dans des pathologies associées a une réactivation de HHV-6 bien précise et a
des doses non toxiques, sachant que le Cidofovir est généralement utilisé en dernier recours suite a
une résistance aux deux autres drogues. Des études récentes ont démontré 1’efficacité du Cidofovir
et du Foscarnet dans le traitement et la réduction des niveaux d’ADN viral dans le LCR de patients
souffrant d’encéphalite [105]. De nouvelles recherches doivent étre menées afin d’améliorer les
protocoles cliniques permettant 1’utilisation de ces antiviraux ou bien pour découvrir de nouveaux
composés, tel que 1’ Artésunate, ayant moins d’effets secondaires tout en diminuant la charge virale

[106,107].

16



1.2 HHV-6 et réponse immunitaire

HHV-6A et HHV-6B sont des virus lymphotropes des lymphocytes T et neurotropes qui ont
été caractérisés comme ayant des propriétés immunomodulatrices médiées par des effets directs
dans les cellules infectées ou indirects sur les cellules avoisinantes ou non infectées. La réponse des
cellules T contre HHV-6 a été trés difficile a mesurer ex vivo suivant I’isolation des PBMC et la
plupart des études qui ont permis d’analyser cette réponse ont été réalisées par expansion de cellules
T spécifiques in vitro. Des recherches ont caractérisé les réponses polyfonctionnelles T CD4+ et
CD&8+. 1l a été observé que les protéines structurales du virion sont des protéines majeures pour la
reconnaissance par le systéme immunitaire comme pour les autres virus a ADN. Ces derniéres
années, des études ont permis d’identifier des épitopes spécifiques permettant une reconnaissance

par des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ contre HHV-6.

1.2.1 Réponse immunitaire innée contre HHV-6

Les virus herpétiques provoquent une réponse immunitaire innée qui va contrbler la
réplication virale avant la mise en place de la réponse immunitaire adaptative [108]. Cette réponse
immunitaire innée est déclenchée par les recepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR) qui reconnaissent une signature moléculaire microbienne et va induire une premiére ligne de
défense. Suivant la fixation du ligand sur son récepteur, un signal intracellulaire va étre libéré et

activer I’expression et la sécrétion de cytokines comme les interférons de type I (IFN-I).

L’expression et la signalisation des récepteurs Toll-like (TLR) permettant la reconnaisaance
des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs) microbiens et induisant la réponse
interféron ont été investigués sur les lymphocytes T CD4+ et les cellules dendritiques. Dans des
lymphocytes T CD4+ infectés par HHV-6A, il a été démontré que le TLR-9 était surexprimé et
induisait des signaux de transduction et apoptotiques [109]. La signalisation des TLRs aboutit a
I’expression des premiéres défenses antivirales de la cellule, les interférons (IFN). Les IFN-I
incluent les interférons o (IFN-a) (13 sous-types chez les humains) et  (IFN-B) dont I’activité est
d’inhiber la réplication virale. Il a été prouvé que HHV-6A et HHV-6B étaient capables de limiter

cette réponse en agissant sur la signalisation ou 1’effet de ces cytokines [110].

Les cellules NK jouent aussi un réle majeur dans la réponse immunitaire innée en
contrdlant la progression tumorale ou les infections microbiennes. Les patients déficients en

réponse NK sont hautement susceptibles aux infections herpétiques dont les HHV-6 [111]. Les
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cellules NK répondent rapidement suite a I’infection et leur activité est grandement augmentée par
les cytokines pro-inflammatoires. Les IFN-I et I’interleukine-12 (IL-12) appuient les fonctions
effectrices des NK alors que I’IL-15 va augmenter leur expansion. Les enfants subissant une
infection 8 HHV-6 ont un pic de réponse NK durant la phase aigue qui va décliner jusqu’a ce que la
réponse immunitaire adaptative prenne le relais [112,113]. Ces découvertes suggerent que les
cellules NK sont un des ¢léments du contrdle de la prolifération de HHV-6 lors d’une infection
primaire [113]. Une étude in vitro a montré que la cytotoxicité induite par les celulles NK contre
les PBMC infectées par HHV-6 était médiée par I’'IL-15 qui était produite au préalable par les
monocytes et les cellules NK [114]. L’IL-15 stimule également la synthése d’un interféron de type
IT (IFN-II), PIFN-y, par les lymphocytes CD4+ et les cellules NK [115]. L’IFN-y va surtout agir en
paralléle des IFN-I en favorisant I’expansion et I’activation des lymphocytes T CD4+ ou CD8+. Peu
de choses sont connues sur les mécanismes par lesquels les cellules NK éliminent les cellules
infectées par HHV-6. Il a été suggéré que les cellules infectées pourraient exprimer a leur surface

des ligands des récepteurs des cellules NK et ainsi activer leur activité cytotoxique [116].

1.2.2 Réponse immunitaire adaptative contre HHV-6

La réponse immunitaire adaptative contre les virus herpétiques est trés importante dans le
contrdle de la réplication virale lors de D’infection primaire ou lors des réactivations. La
caractérisation de ces réponses chez I’EBV et le HCMV ont permis la mise au point
d’immunothérapies [117,118]. Par contre, la réponse immunitaire adaptative spécifique a HHV-6
est trés peu connue, ce qui explique le fait qu’il n’y ait encore aucune immunothérapie utilisée dans
des protocoles cliniques. La caractérisation de la réponse T spécifique a HHV-6 est compliquée du
fait de son tropisme pour les cellules T CD4+ [4] et des effets cytopathiques perpétrés suite a
I’infection [119,120,121]. De plus, le fait que la quasi-totalit¢ de la population est infectée par
HHV-6 [21], ’acces a des individus non infectés qui pourraient nous donner des informations sur

le niveau basal des réponses immunes reste tres difficile.

1.2.2.1 Réponse humorale

L’infection primaire 8 HHV-6 induit une production d’anticorps IgM dont le pic est atteint
environ trois semaines post-infection avant de laisser place a la production d’anticorps IgG qui vont
agir durant toute la vie de 1’héte [8]. Ces études sur la réponse humorale anti-HHV-6 ont été menées
grace a des tests d’immunofluorescence (IFA) ainsi que par immunobuvardage (WB) [122]. Malgré

tout, il est toujours difficile de nos jours de pouvoir différencier la réponse humorale spécifique a
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HHV-6A de celle dirigée contre HHV-6B. L’antigéne (Ag) majeur pour la réponse anticorps est la
protéine majeure du tégument U11, faisant de cette cible un marqueur sérologique efficace pour une
infection a HHV-6 [123]. Les différentes ¢tudes menées sur la réponse anticorps ont permis
d’identifier des déterminants antigéniques trés proches entre les HHV-6 et HHV-7, ce qui rend
encore plus compliquée la discrimination entre les différentes espéces virales. Cependant, des
travaux trés récents semblent avoir permis la mise au point d’'une méthode par WB permettant de
discriminer la réponse anticorps spécifique aux protéines virales Ul1, U47, gH et gB de chacune

des espéces en utilisant des sérums de patients infectés sur des protéines recombinantes [ 124,125].

1.2.2.2 Réponse T chez les sujets immunocompétents

Les données sur les réponses des cellules T sont limitées concernant HHV-6 car ce sont des
virus restreints aux primates [126]. Il n’existe a ce jour pas de modéle animal permettant une bonne
infection et lorsque le virus est capable de pénétrer dans des cellules de rongeurs, il n’est pas
capable de se répliquer [31,127]. Chez ’homme, il y a une réponse immunitaire qui a lieu lors de la
primo-infection chez les enfants ou bien lors d’infections secondaires suivant des épisodes de
réactivations chez des adultes. La trés grande majorité des études effectuées sur la réponse T ont été
menées sur des donneurs immunocompétents avec des taux d’ADN viral trés bas et des fréquences

de lymphocytes T anti-HHV-6 trés faibles.

Des études ont été effectuées chez des enfants infectés par HHV-6. La réponse T spécifique
a HHV-6B s’établit chez la plupart des enfants dans les deux semaines suivant les premiers
symptdmes (fievre) [113]. Cependant, cette réponse anti-HHV-6B semble se produire tardivement
comparée a celles des autres herpeésvirus humains. Les raisons de ce délai ne sont pas claires, mais
ne semblent pas étre dues a une disfonction des cellules T induite par HHV-6B. Les réponses
immunitaires mémoires observées chez les adultes semblent s’établir entre la deuxiéme et la
douziéme année de la vie [128]. Des analyses par cytométrie en flux (FACS) sur des PBMC ont
montré des fréquences similaires des cellules T CD4+ et CD8+ spécifique a HHV-6 chez les adultes

sains et les enfants post-infection [128,129].

Concernant les adultes sains, différentes recherches ont démontré une prolifération robuste
des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques a HHV-6A et HHV-6B [129,130,131]. Cette
prolifération touche principalement les cellules mémoires effectrices. Contrairement a la réponse T
spécifique contre HCMV qui peut atteindre jusqu’a 4% de la population totale des PBMC [132], la
réponse T aux différents Ag de HHV-6 est faible. La fréquence de cellules T CD4+ relarguant de
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I’IFN-y en réponses aux antigénes HHV-6 a été évaluée a environ 0,1% [133]. Des études de
criblage utilisant des mélanges de peptides chevauchants couvrant des protéines de HHV-6
homologues de cinq Ag immunodominants de HCMV ont montré des populations de cellules T

IFN-y+ spécifique inférieures a 0,1% [134].

1.2.2.3 Réponse T chez les patients atteints de sclérose multiple

La sclérose multiple (MS) est une maladie autoimmune du systéme nerveux. Différentes
études indiquent clairement qu’HHV-6 comme un des éléments associés a cette pathologie [135].
Une réponse inflammatoire contre HHV-6 ou bien du mimétisme moléculaire sont les deux
scénarios privilégiés pour le role de HHV-6 dans 1’établissement de la maladie.

11 a été rapporté que chez les patients souffrant de MS, la réponse immunitaire la plus forte
I’a été contre HHV-6A par rapport 8 HHV-6B [73,136]. Ces observations confirment également le
fait que HHV-6A est plus neurotrope que HHV-6B [21] et que les réponses contre HHV-6A chez
les patients MS sont plus fortes que contre HHV6-B chez les personnes immunocompétentes [73].
Chez les patients MS, le profil de cytokines était caractéristique d’une forte réponse inflammatoire
avec de hauts taux d’IFN-y et de bas niveaux d’IL-4 et d’IL-10, deux cytokines inhibant la réponse
inflammatoire notamment en inhibant la prolifération cellulaire ou la synthése de cytokines pro-
inflammatoires, alors que chez des donneurs sains, cette réponse montrait de forts taux d’IL-10 et
de faibles niveaux d’IFN-y [130]. De plus, Wang et al ont rapporté que HHV-6 induisait I’arrét de
la prolifération des celulles T médiée par une augmentation de 1I’IL-10 alors que de faibles taux
d’IL-10 sont retrouvés dans la réponse T chez les patients souffrant MS [130,137,138].

Un deuxiéme mécanisme associ¢ 8 HHV-6 a été identifi¢ via du mimétisme moléculaire par
la protéine U24 qui mimerait un résidu peptidique (PRTPPPS) de la protéine basique de la myéline
(MBP) de I’héte [139]. Une étude a évalué la réponse des cellules T contre U24 et MBP et plus de
50% des clones de cellules T étaient capables de reconnaitre les deux peptides de U24 et MBP. De
plus, les patients MS avaient une fréquence des clones de cellules T reconnaissant ces épitopes

supérieure aux patients n’ayant pas de MS.

1.2.2.4 Réponse T chez les patients transplantés

Une réponse robuste et une prolifération des lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont observées
chez des patients HSCT environ trois mois apres la prise de greffe [134,140]. Le rdle protecteur des

cellules T anti-HHV-6 a été caractérisé par 1’observation d’une virémie HHV-6 persistente chez des
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patients n’ayant pas une réponse proliférative forte [136]. Cependant, la réponse proliférative contre
HHV-6 chez des patients HSCT subissant une réactivation virale a été associée a des syndromes
séveéres de GVHD [90]. La fréquence des cellules T spécifiques a HHV-6 a été caractérisée comme
est similaire chez les patients HSCT ne subissant aucun symptdme post-greffe et des patients sains
avec 0,05%, cependant cette fréquence peut étre 3,5 fois plus élevée pour la population de cellules
T CD8+ cytotoxique chez les patients avec GVHD [141]. Des réactivations ont été rapportées chez
des patients tranplantés du foie et associées a des complications post-greffe et une suppression de la
réponse T anti-HHV-6 [142,143]. Les réponses immunitaires au HCMV se reconstituent dans les
semaines suivant la transplantation alors que pour HHV-6, il y a un délai qui ne permet un retour a
une immunité normale seulement un an post-transplantation suggérant une suppression prolongée

contre HHV-6.

1.2.3 Antigénes de HHV-6 associés a la réponse immunitaire

1.2.3.1 Antigénes de HHV-6 reconnus par les cellules T

Trois études ont rapportées une descritpion fine et une identification d’antigenes de HHV-6
reconnus par des clones de lymphocytes T présents dans des échantillons de sangs prélevés chez des
donneurs sains [133,134,144]. Afin d’identifier ces Ag, des peptides viraux synthétiques ont été
utilisés pour stimuler les cellules et ces derniéres ont ensuite été testées pour leur capacité a
synthétiser de I’IFN-y.

Nastke et al ont utilis¢é un programme algorithmique de prédiction d’épitopes pour
sélectionner des peptides d’une taille de 9-mer ayant une trés forte affinité pour se fixer & complexe
majeur d’hisocompatibilité (HLA) de classe II (HLA-II) DR1, plus particuliérement 1’alléle DRB1
*0101. Du fait de la grande homologie entre les différents alleles HLA-II, les peptides capables de
se fixer 8 HLA-DRI pourraient également se fixer a d’autres molécules HLA-II. Le dépistage s’est
fait grace a une banque de peptides provenant de protéines traduites du génome de HHV-6B ainsi
qu’une autre banque de peptides provenant de six protéines de virions qui ont été établies comme
abondantes dans des cellules infectées par des analyses protéomiques. Onze peptides ont été trouvés
comme activant une réponse T CD4 dans les PBMC de différents donneurs sains. Seuls deux de ces
peptides faisaient partie de la banque de peptide provenant du génome complet alors que les neuf
autres appartenaient a la banque de peptides des protéines de virions: cing rapportés a la protéine de

capside U57, deux aux protéines du tégument U11 et Ul4, et deux aux glycoprotéines U38 et U48.
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Ces résultats ont confirmé des études antérieures qui avaient déterminé que les protéines de capside
et de tégument comme activatrice de la réponse immunitaire T [136,145].

Gerdemann et al ont focalisé leurs recherches sur cinq protéines de HHV-6 homologues a
des Ag immunodominants identifiés chez HCMV: la protéine de virion myristylée U71, la protéine
transactivatrice U90 et les protéines de tégument U11, U14 et U54.

Finalement, une étude menée par Martin et al a évalué et identifié¢ la réponse immunitaire
des cellules T CD8+ spécifique a un allele HLA-I, HLA-A*0201, prédit par un programme
algorithmique de prédiction comme théoriquement forte pour les protéines U90, Ull et U54.
Effectivement, les cellules T CD8+ étaient capables de réagir fortement contre des lymphocytes T
CD4+ infectés par HHV-6B en produisant des cytokines antivirales et d’éliminer les cellules

infectées.

1.2.3.2 Caractérisation fonctionnelle de la réponse T CD4+ contre HHV-6

Cette étude pour la réponse immune des cellules T dans les PBMC est compliquée du fait
de la faible fréquence des clones de cellules T spécifiques aux antigénes. C’est pour cette raison que
ce type de recherches sont menées in vitro par expansion des lymphocytes T qui reconnaitront un
épitope. Nastke et al ont montré qu’une expansion in vitro sur des préparations contenant HHV-6A
ou HHV-6B produisaient des lymphocytes T CD4+ spécifiques a I’antigéne qui représentaient 25%
de la population totale a la fin du protocole. De plus, ces études menées suite a 1’expansion des
cellules T CD4+ contre les 11 épitopes candidats corroboraient les résultats trouvées au préalable
avec les PBMC totales. L’expansion de ces différents clones de lymphocytes T CD4+ démontrait
aussi que les épitopes reconnus étaient générés suite au processing de la protéine dans la cellule
infectée. Par la suite, il a été déterminé que ces clones T CD4+ en plus de sécréter de I’IFN-y,
avaient un potentiel cytotoxique suggéré par I’expression du marqueur de potentiel cytotoxique
CD107a/b a la surface des cellules. Ce résultat confirmait celui d’une étude antérieure démontrant
la cytolyse perpétrée par des lymphocytes T CD4+ anti-HHV-6 qui relarguaient de I’I[FN-y [133].
Gerdemann et al ont également mis en lumiére une expansion clonale de cellules T CD4+ qui
proliféraient chez tous les donneurs contre U90, Ul4, U54 et Ull et dans environ 60% des
donneurs contre U71. Une forte corrélation avait ¢été établie entre I’expression d’IFN-y et la

cytotoxicité dans cette étude [134].
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1.2.3.3 Réactions immunitaires croisées entre les épitopes de HHV-6A et HHV-6B

Bien que HHV-6A et HHV-6B soient des virus qui partagent 90% d’homologies [15], ils
différent dans beaucoup d’aspects comme leur biologie et les comséquences suivant la primo-
infection ou la réactivation. Cependant, de par leur grande homologie, moins de 10% des clones de
lymphocytes T CD4+ sont spécifique a une seule des deux espéces pour un méme épitope [146].
Des études sur des réponses prolifératives de cellules T CD4+ menées contre des antigénes de
capside ont révélées des clones cellulaires spécifiques a une espeéce virale [136] alors qu’une autre a

rapporté une réaction croisée toujours contre 5 antigénes de capside [133].

1.2.3.4 Détection de peptides immunodominants de HHV-6 reconnus par des lymphocytes T
CD4+

Des analyses ex vivo pour étudier la réponse T CD4+ dirigée contre des peptides bien précis
est simple mais limitée pour HHV-6 du fait de la fréquence faible que 1’on retrouve dans les PBMC
de donneurs de sang sains (0,02% des PBMC totales) [133]. Cependant, cette fréquence est
augmentée chez les patients transplantés, ce qui permettra une meilleure lecture par une technique
de marquage utlisant des tetraméres présentant des complexes HLA/peptides spécifiques a HHV-6,
une amélioration de I’identification de clones T qui s’y fixeront de maniére spécifique [134,147].
Malgré tout, méme 1’utilisation de tétrameres a montré un faible signal dans les PBMC, c’est donc
pour cette raison que I’enrichissement des cellules positivement marquées par les tétraméres ont
permis de véritablement établir une association entre des clones de lymphocytes T CD4+ et certains
épitopes [147]. De plus, cette méthode est malgré tout limitée du fait des haplotypes utilisés souvent
limités aux alléeles HLA communs dans la population cucasienne et des différences individuelles qui

peuvent exister entre les individus.

1.2.3.5 Caractérisation des réponses immunitaires des cellules T CD8+ contre HHV-6

Bien que la stimulation in vitro de PBMC avec les virus HHV-6A ou HHV-6B induisent
I’expansion virale des lymphocytes T CD4+ et CD8+, les premiéres études n’avaient caractérisé
que la réponse T CD4+ spécifique a HHV-6. Tout comme la réponse T CD4+, la fréquence des
cellules T CD8+ est extrémement faible dans la population de PBMC totale (inférieure a 0,1%)
[134,144]. Ce n’est que trés récemment que plusieurs équipes ont commencé a s’intéresser et a
identifier la réponse T CD8+. Ces premicres recherches ont abouti trés récemment au début de
I’année 2013 a I’identification des premiers épitopes immunodominants spécifiques 8 HHV-6B par

des clones de cellules T CD8+. Effectivement, Gerdemann et al ont réussi a caractériser trois
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épitopes spécifiques pour une réponse T CD8+ anti-HHV-6, deux pour U90 et un pour Ul4,
restreints pour 1’alléle HLA-B*40. De plus, cette étude a permis de démontrer que les épitopes
restreints pour ’alléle HLA-B*40 activent des cellules polyfonctionnelles capables de produire de
I’IFN-y, du facteur nécrotique de tumeur alpha (TNF-a), du granzyme-B et qu’elles possédent une
capacité cytotoxique contre des cellules infectées par HHV-6B [134]. Cependant, aucun des clones
T CD8+ capables de lyser des cellules infectées par HHV-6B n’a eu la capacité d’éliminer des
cellules infectées par HHV-6A, ceci pouvant s’expliquer soit par des différences inter-espéces ou

bien par des mécanismes immunomodulateurs différents entre les deux espéces virales.

HHV6B antigen Peptide sequence HLA restriction
U90 VEESIKEIL (39-47) B40(60)
FESLLFPEL (57-65) B40(60)
ut4 TEMMDARL (602-610) B40(60)

Tableau 1.2 Liste et séquences des peptides immunodominants identifiés restreints pour
I’alléele HLA-B*40. Tirée de [134]

1.3 HHV-6 et évasion immunitaire

HHV-6A et HHV-6B possédent un tropisme cellulaire principal pour les cellules
immunitaires, en particulier les lymphocytes T CD4+ qui jouent un rdle central dans la réponse aux
Ag microbiens [4]. L'infection productive des cellules T CD4+ va perpétrer des effets cytopathiques
qui vont conduire a la destruction de la cellule. Cependant, HHV-6 peut également causer des
altérations phénotypiques et fonctionnelles lorsqu'il rentre dans une phase de latence ou bien
indirectement aprés avoir provoqué un profil de cytokines environnant aberrant. Ces données
expérimentales ont été validées par des rapports cliniques chez des patients ou une
immunosuppression a été observée en présence seulement de HHV-6 sans autre co-infection. Les
intéractions entre HHV-6 et le systéme immunitaire ont été bien caractérisées dans des études in-
vitro et ex-vivo alors que les études in-vivo sont toujours treés limitées di au manque de modele
animal favorable a l'infection par HHV-6. Plusieurs études ont permis de caractériser les différents

mécanismes d'actions dHHV-6 permettant de moduler le systéme immunitaire a son avantage selon
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les types cellulaires infectés. Enfin, comme tous les virus herpétiques, HHV-6A et HHV-6B ont
développé un mécanisme de latence permettant d'échapper au systéme immunitaire via une forme
épisomale exprimant de maniére minimale les protéines virales ou bien sous la forme intégrée
CIHHV-6, qui va jusqu'a rester cachée dans la cellule de I'hdte sans aucune expression protéique

avant une possible stimulation via des facteurs cellulaires.

1.3.1 Mécanismes d'immunomodulation par HHV-6

La modulation de la réponse immunitaire de 1'héte infecté est un mécanisme récurrent et
important développé par les virus afin de créer un environnement favorable a leur persistence ou
prolifération. Les virus herpétiques et plus particulicrement HHV-6 sont des pathogenes qui
posseédent un large évantail de processus qui va leur permettre de persister au sein de leur hote

durant toute la vie de ce dernier.

1.3.1.1 Modulation des différents types cellulaires infectés

De par leur tropisme ubiquitaire, HHV-6A et HHV-6B vont infecter plusieurs types
cellulaires impliqués dans différents mécanismes de défense de 1'hdte et vont moduler leurs actions
afin de tirer un avantage favorisant ainsi leur persistance. Ils vont agir a la fois sur la réponse
humorale et sur la réponse cellulaire adaptative. Il a été démontré in vitro que malgré que les deux
espeéces de HHV-6 infectent différents types cellulaires, ils ne vont établir leur cycle productif que
dans les lymphocytes T CD4+ activés. Ces cellules T CD4+ sont les principales cibles des deux
virus HHV-6A et HHV-6B qui ont des effets cytopathiques similaires a ceux du VIH, qui suggérait
que HHV-6 pourrait étre une cause directe d'immunosuppression [3,4]. Bien que les deux especes
virales infectent les lymphocytes CD4+, il y a des différences notoires dans leur tropisme comme
par exemple HHV-6A qui est capable de se répliquer dans des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
(LTC) [86,148], les cellules NK [116] et des lymphocytes gamma-delta (Lgd) [149]. Du fait que ces
différents types cellulaires sont impliqués dans les défenses antivirales, HHV-6A va déréguler les

mécanismes pour contrer l'immunité de 1'hote.

Un role controversé des cellules phagocytaires agissant comme réservoir viral suite a
l'infection de HHV-6A et HHV-6B a été suggéré [55,150,151]. Une étude a conclu qu'il y avait une
absence d'expression des ARN messagers (ARNm) des protéines U16/17, U60/61 et U89/90 et n'a

pas observé d'effets cytopathiques dans les monocytes/macrophages, suggérant que HHV-6
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établissait une infection latente dans ces cellules [152]. Des transcrits de HHV-6 associés a la
latence originaire du locus IE-A (IE1/IE2) ont été identifiés dans des macrophages in-vitro et in-
vivo [18]. Il y a également les cellules dendritiques qui ont été identifiées comme étant propice a
une infection a HHV-6 méme si il existe une controverse sur la capacité des virus a se répliquer

[153,154].

Alors que les cellules T peuvent étre infectées par HHV-6 sans aucune condition
particuliére, les lymphocytes B semblent étre permissifs a une infection si ils ont été infectés par
EBV au préalable [155]. Ceci suggére qu'une infection des cellules B par EBV activerait
I'expression de récepteurs a la surface cellulaire permettant ainsi l'adhésion et l'infection de ces
cellules par HHV-6. Malgré tout, une étude avait relevé le fait qu'une infection non productive de
HHV-6 en I'absence d’EBYV avait été observée dans des cellules de lymphome de Burkitt [156]. Les
cellules progénitrices de la moelle osseuse CD34+ sont é¢galement susceptibles a l'infection par
HHV-6. Ces cellules peuvent abriter un virus latent qui peut ensuite se retrouver a l'intérieur de
cellules différenciées, incluant les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques [96,157].
Malgré tout, les cellules progénitrices infectées subissent une inhibition de leur maturation et de
leur prolifération [158]. Ces observations sont compatibles avec ce qui a été caractérisé chez des
patients ayant subi des greffes de moelle osseuse avec des cellules progénitrices CD34+ infectées

par HHV-6 qui ont abouti a des défaillances graves post-greffe [94].

1.3.1.2 Modulation médiée par ’engagement du récepteur CD46

CDA46 a été identifi¢ en 1999 comme le principal récepteur pour HHV-6A et HHV-6B [31].
Des études menées par la suite ont permis d'identifier la région de la liaison de HHV-6 au CD46 sur
deux domaines avec des séquences répétées SCR-2 et SCR-3 [159]. Pour finir, la glycoprotéine
virale associée a cette liaison a été caractérisée comme étant gH [160]. Il existe tout de méme une
controverse sur la capacité de HHV-6B a se lier au CD46 car certaines souches de cette espéce n'en
sont pas capables [161]. Il semblerait que ce soit le récepteur CD134 qui remplisse ce role [32].
Clest cette différence qui expliquerait par exemple le fait que HHV-6B ne soit pas capable d'infecter
la lignée cellulaire HSB-2 permissive a HHV-6A [5]. CD46 est exprimé a la surface de toutes les
cellules humaines nucléées qui ont pour l'instant été¢ étudiées, expliquant en partie 1'ubiquité du
tropisme de HHV-6 et certaines pathologies associ¢es [162]. Egalement, CD46 est la cible d'un

autre virus, le virus de la rougeole, notamment pour les souches vaccinales [163]. De par sa
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signalisation, le CD46 forme un pont entre l'immunité innée et adaptative dont HHV-6 va se servir

afin de détourner les effets.

Par exemple, au niveau des macrophages, en engageant CD46 lors de sa fixation, HHV-6
va supprimer D’expression de I'IL-12 qui est une cytokine essentielle pour la génération de
lymphocytes T helpers de type 1 (Thl) qui, a leur tour, produisent de I'IL-12 et de I'I[FN-y
nécessaires a la prolifération des cellules T CD8+ cytotoxiques [152]. Cette inhibition de
I’expression de I’IL-12 supprime indirectement d’autres mécanismes, en réduisant 1’expression
CMH-I, du HLA-DR, de CD40 et de CD80 au niveau des cellules dendritiques mais également en
supprimant le potentiel prolifératif des cellules T allogéniques [154]. HHV-6 va également inhiber
l'activation du complément suite a 1’activation de la signalisation du CD46 qui joue un role essentiel
dans la prévention de l'activation spontanée de C3b et C4b [33]. Enfin, I’engagement de CD46
pourrait déréguler la signalisation du récepteur CD3 spécifique aux lymphocytes T. Lors d’une co-
stimulation de CD3 et CD46, il a été observé que cela induisait la différenciation des cellules T
CD4+ en une population spécifique Trl productrice de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, qui est
sécrétée tres rapidement suivant I’infection par HHV-6, permettant ainsi au virus de mettre en place

un environnement propice [164].

1.3.1.3 Modulation médiée par I’altération de I’expression des récepteurs cellulaires

HHV-6A et HHV-6B alterent 'expression de récepteurs de surface cellulaires primordiaux
pour la réponse immunitaire. En plus de perdre le CD46 a la surface des cellules T CD4+, il a
également été documenté la perte du complexe récepteur des cellules T (TCR)/ CD3 qui joue un
role majeur dans la reconnaissance d'antigénes microbiens présents a la surface de cellules infectées
et l'activation des lymphocytes T devant détruire la cellule infectée ou induire l'activation de la
réponse immune [148]. Une autre altération phénotypique touchant les lymphocytes T infectés est
l'activation du promoteur responsable de I'expression de CD4 [43]. Une forte proportion de cellules
coexprimant CD8 et CD4 ont mis ce mécanisme en lumirére, ceci jouant un réle notamment dans le
cas de co-infection HHV-6 et VIH en rendant permissive des cellules a l'infection par le VIH [86].
Des observations similaires ont été faites sur les cellules NK et les Lgd [149,165]. Egalement,
HHV-6 a été associé a la diminution de la transcription du récepteur Lectin-like DC-SIGN dans les
cellules dendritiques immatures infectées [166]. Une réduction de 1'expression de DC-SIGN affecte
le pouvoir des cellules dendritiques d'initier et de soutenir des réponses immunitaires spécifiques.
L'infection par HHV-6 des cellules dendritiques provoque notamment une diminution du pouvoir de

présentation antigénique et de stimulation des cellules T allogéniques. Une autre étude menée par
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Janelle et al a démontré que l'infection des monotcytes primaires humains méne d'une part a
l'inhibition de l'apoptose, et d'une autre part a la réduction de la présence a la surface des cellules de
trois molécules importantes pour l'activation fonctionnelle de la présentation antigénique, CD14,

CD64 (FcgRI) et HLA-DR [167].

1.3.1.4 Modulation médiée par I’expression de chimiokines homologues ou récepteurs
homologues viraux

Un autre mécanisme par lequel HHV-6 module le systétme immunitaire de 1'hdte est
l'expression de chimiokines et de récepteurs de chimiokines homologues viraux. Les virus HHV-
6A et HHV-6B expriment deux chimiokines virales, U22 et US83, ainsi que deux récepteurs de
chimiokines U12 et U51 [168,169,170,171]. La protéine U83B exprimée par HHV-6B va agir en
tant qu'agoniste de CCL2, qui va alors exercer son effet chimio-attracteur pour les monocytes et
ainsi permettre aux virus d'infecter ces cellules pour y établir la latence virale [172]. La protéine
US3A exprimée par HHV-6A va quant a elle agir comme un agoniste de plusieurs récepteurs de
chimiokines comme CCR1, CCR4, CCRS, CCR6 et CCRS, qui sont exprimés a la surface des
monocytes/macrophages, des cellules dendritiques et des cellules T [16]. Les protéines U12 et U51
codent pour deux récepteurs couplés aux protéines G homologues: Ul2 est exprimée durant la
phase tardive de l'infection par HHV-6 et va étre un récepteur fonctionnel pour associé¢ a CCRI1,
CCR3 et CCR5 qui peut étre activé par RANTES, MIP-1a, MIP-1p et MCP-1. Dans les cellules
épithéliales, U51 va provoquer une diminution de la transcription de RANTES et donc diminuer la
prolifération et I’activation des cellules T [171]. D’autres rdles ont été suggérés pour US51 qui peut
agir comme régulateur de la réplication virale in vitro, ou il a été observé qu’une inhibition de
I’expression du géne U5/ était associée a une réplication virale trés réduite, mais pouvait favoriser

la fusion des membranes cellulaires et la transmission du virus via un transfert cellule-cellule [173].

1.3.1.5 Modulation médiée par I’altération de ’expression de cytokines et des chimiokines

Ces mécanismes représentent un grand pas dans l'immunomodulation du systéme
immunitaire de 'héte par HHV-6. Des travaux menés par Jaworska et al ont démontré que le virus
pouvait s'attaquer aux premieres défenses de l'immunité innée en inhibant l'expression du géne de
I'IFN-$ ainsi que les genes stimulés par 'IFN (ISG) par HHV6-B et plus particulierement la
protéine IE1B alors que HHV-6A a des effets limités [45,46]. Les mécanismes d'actions de IE1B
ont été décrits dans les deux cas avec 1'inhibition de la translocation nucléaire du facteur régulateur

de l'interféron-3 (IRF3) empéchant ainsi la fixation au promoteur du gene de I'ITFN-f§ et la
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séquestration nucléaire de STAT2 qui ne permettra pas de former le complexe ISGF3 et donc

d'activer le promoteur des ¢léments de réponse stimulés par I'lFN (ISRE) et I'expression des ISG.

Les mesures de la sécrétion de cytokines et chimiokines ex-vivo a partir de tissus
lymphoides et de cultures des cellules endothéliales primaires humaines infectées par HHV-6 ont
montré une augmentation de la production de RANTES [174,175]. Egalement, deux études ont
conclu a deux résultats opposées quant a la production de 1'lL-10, Arena et al ont observé que HHV-
6 induisait un changement du profil cytokinique de Thl & Th2 en diminuant la production de
cytokine pro-inflammatoires IL-12 et IFN-y tout en augmentant celle de 1'IL-10 qui a une action
anti-inflammatoire [176]. Mayne et al ont eux montré que l'infection de lignées cellulaires T
provoquait la diminution de 1'expression de I'L-10, du récepteur a 1'IL-10 (IL-10R) et de I'lL-14
[177]. Mais il a également été rapporté que HHV-6 pouvait activer la production de cytokines
inflammatoires telles que I'[FN-a, le TNF-a, 1'IL-1B, I'IL-8 et I'[L-15 [114,178,179,180]. Ce
mécanisme pourrait permettre la prolifération cellulaire et ainsi proposer plus de cibles pour

l'infection de néovirions.

Finalement, Flamand et al ont étudié I'impact de HHV-6 sur la production de I’IL-2 qui est
un élément central dans réponse immuntaire protective et qui va réguler une multitude de
mécanismes. Cette étude a permis de démontrer que lors d'une infection des cellules T par HHV-6,
il y avait une diminution des niveaux d'IL-2 synthétisés et relargués. De plus, les résultats ont été
confirmés par une étude fonctionnelle de 1'L-2 démontrant une diminution de la prolifération des
cellules T apres infection par HHV-6. Une caractéristique de cette étude a permis de mettre en
lumiére la possible implication des protéines virales de structure dans ce role d'inhibition de la
production de 1'[L-2 lorsque les résultats obtenus se sont répétés en infectant des cellules T avec des

souches virales irradiées aux UV ne pouvant pas induire de cycle productif [119].

1.4 Interleukine-2

1.4.1 Découverte

L’interleukine-2 a été découverte en 1976 par Doris Morgan et collaborateurs comme un
activateur de la prolifération des lymphocytes T dérivés de la moelle osseuse, et a été une des
premicres cytokines a étre caractérisée au niveau moléculaire [181]. Des expériences ont ensuite
montré que c’était un facteur soluble dont I’effet diminuait dans le temps, démontrant aussi
I’existence de récepteurs spécifiques médiant 1’internalisation de 1’IL-2. Parce que I’IL-2 exerce des
effets pleiotropiques sur un grand nombre de cellules cibles, beaucoup d’activités exercées ont été

décrites et nommées avant 1’isolation et le possible clonage du gene. Le géne de I’IL-2 a été cloné

29



en 1983 et sa structure cristalline a ¢été caractérisée en 1992 [182,183,184,185]. L’IL-2 est une

glycoprotéine monomérique sécrétée ayant un poids moléculaire de 15 kilodaltons (kDa).

1.4.2 Activités et role physiologique de I’'IL-2

L’IL-2 est une molécule cruciale pour le maintien de I'homéostasie immunitaire et va
exercer ses effets sur de nombreux types cellulaires dont les lymphocytes T. En effet, une des
conséquences les plus rapides de I’activation des cellules T par I’engagement du TCR est la
néosynthése d’IL-2. Ce phénomene est suivi par I’expression du récepteur IL-2R spécifique a haute
affinité qui va permettre une expansion rapide et sélective des cellules T activées par I’Ag [186].
Une des fonctions majeures de I’IL-2 est de promouvoir la prolifération des cellules T CD4+ et T
CD8+ cytotoxiques [187]. Cette expansion va se faire via des signaux de prolifération a travers les
facteurs proto-oncogenes c-myc et c-fos en combinaison avec des signaux anti-apoptotiques par les
membres de la famille Bel-2 [188]. 11 a été également démontré que 1’IL-2 exerce des effets sur le
métabolisme et la glycolyse nécessaires a la survie des cellules T [189,190]. L’IL-2 va aussi avoir
un role dans I’induction de la réponse cytotoxique des cellules Thl en favorisant la synthése de
granzyme B et de perforine mais aussi en promouvant la réponse Th2 [191,192]. Paradoxalement,
des études sur des souris knock-out (KO) pour I'IL-2 ont révélé que I’IL-2 joue un role
prépondérant dans la diminution de la réponse immunitaire afin de prévenir I’autoimmunité
[193,194,195,196]. Ces effets inhibiteurs de 1’IL-2 créent une boucle négative d’autorégulation

mise en place par plusieurs mécanismes.

Tout d’abord, la production d’IL-2 est transitoire et va ralentir puis diminuer en absence de
stimulation antigénique pour aboutir & la mort de la cellule dii a ’absence de cytokine dans son
microenvironnement. Deuxiémement, I’[L-2 initie une signalisation pro-apoptotique par ’activation
de I’expression de FasL sur les cellules T activées [197,198]. De par le fait que les cellules T
expriment aussi Fas/CD95, ces événements vont aboutir a la mort de la cellule T activée [199]. Des
souris IL-2 -/- montrent un phénotype d’autoimmunité similaire a celui des souris Fas -/- et FasL -/-.
L’IL-2 a également été identifiée comme jouant un réle durant le développement thymique pour
prévenir I’autoimmunité en favorisant le développement de cellules T CD4+ CD25+ régulatrices
(Treg) qui vont avoir des effets anti-inflammatoires aprés activation [200,201,202]. En plus des
effets sur les cellules T, I’IL-2 est aussi un facteur de croissance pour les cellules NK avec une autre
cytokine de la famille de I'IL-2, I'IL-15 [203,204]. Cet effet de I'IL-2 sur les cellules NK va
favoriser la production des cytokines TNF-a, IFN-y et GMCSF. De plus, I’IL-2 va agir en synergie
avec I’IL-12 afin de favoriser I’activité cytotoxique des cellules NK [205].
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Des fonctions pour I’IL-2 ont aussi été associées aux lymphocytes B en les activant et en
promouvant la sécrétion des anticorps [206]. Au niveau des cellules B exprimant des IgM, I’IL-2 va
augmenter I’expression des chaines lourdes et 1égeres des immunoglobulines (Ig) en association

avec I’IL-5, et favoriser I’oligomérisation des pentameres d’IgM [207,208].
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Figure 1.7 Schéma récapitulatif des cibles et des effets physiologiques de I'IL-2 sur les cellules

du systéme immunitaire. Tirée de [209]

1.4.3 Le récepteur de I’IL-2

L’IL-2R est un complexe multipartite dont les caractéristiques fonctionnelles ont été
étudiées intensément. Les premieres études ont révélé I’existence de trois classes de complexes de
liaison pour trois classes d’affinités pour le ligand : faible, intermédiaire et haute [210]. On a
également identifié les trois sous-unités qui le composent. L’IL2-Ra (ou CD25 C ou Tac) qui
constitue le récepteur a faible affinité pour 1I’IL-2 similaire au complexe IL-15Ra [211]. Alors que
sous-unité IL-2Ra augmente 1’affinité de I’'IL-2R a peu prés 100 fois, il ne contribue d’aucune
maniére a la transduction du signal. A I’inverse, les sous-unités IL-2Rp (p75) et IL-2Ry (gc ou p65)
sont nécessaires et suffisantes pour induire la signalisation associée a I’I[L-2R [211,212]. Seules,

chacune deux sous-unités f et y ne lient pas I’IL-2 de maniére détectable, mais le complexe IL-
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2RP/y s’établit comme le complexe IL-2R médiant 1’affinité intermédiaire et le spectre complet de

I’activité de I’'IL-2 si elle est en quantité suffisante[211].
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Figure 1.8 Représentatin schématique des IL-2R en fonction de leur expression cellulaire et de

leur affinité a lier 1'IL-2. Tirée de Kuby IMMUNOLOGY, Sixth edition

Une caractéristique frappante de I’IL-2R est qu’il partage certaines de ses sous-unités avec
d’autres récepteurs de cytokines, notamment les récepteurs de cytokines appartenant a la famille de
I’IL-2 [213]. Alors que I'IL-2Ra est utilisé uniquement par I’IL-2R, I’IL-2Rf forme une partie
essentielle du récepteur trimérique de 1I’IL-15 [213]. De plus, la sous unité IL-2Ry est également
partie intégrante des récepteurs de I’IL-4, I’'IL-7, I’IL-9, ’IL-15 et de I’IL-21 [213]. Des mutations
au niveau du gene humain /L-2Ry peuvent causer des syndromes d’immunodéficience dus a une
perte de lactivité des récepteurs pour les cytokines, en particulier pour I’IL-7 et I’IL-15 [214,215]. 1l
est important de souligner qu’étant donné que 1I’IL-15R utilise les deux sous-unités IL-2Rp et IL-
2Ry, ’IL-15 va activer de trés similaires ou mémes identiques voies de signalisation que I’IL-2 dans
ses cellules cibles [204,216,217]. Enfin, malgré le partage des sous-unités de I’'IL-2R, les autres
récepteurs, des études utilisant des KO pour chacun des récepteurs ont mis en lumiére des fonctions

uniques a chacune des cytokines de la famille de I’'IL-2 [211].
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1.4.4 Mécanismes généraux de ’expression du géne de I’JL-2

Le déclenchement primaire de la syntheése d'IL-2 de novo, a la fois dans les thymocytes et
dans les cellules T CD4+ et CD8+, est provoqué par une intéraction directe d'un antigéne présent
dans la poche peptidique du CMH a la surface d'une APC avec le complexe TCR/CD3 de la cellule
T [218]. Un stimulus secondaire est délivré par des signaux de costimulations qui engagent les
molécules B7.1/B7.2 présentes a la surface des APCs aprés leur liaison au CD28 présent a la
surface des lymphocytes T. Ce signal secondaire est essentiel pour I'induction d'lIL-2, lorsqu'il n'y a
pas de signaux de costimulation, I'engagement du TCR ne permet pas une réponse productive des
cellules T provoquant un état d'anergie [219]. Cependant, l'intensité et la durée de l'intéraction du
TCR est importante pour induire I'expression d'IL-2, une étude ayant démontré que plus l'intensité
de la liaison du TCR est maximisée, moins les signaux de costimulation sont requis [220]. A
l'inverse, une forte costimulation peut compenser un engagement faible du TCR et engendrer une

production d'IL-2 [220].

Egalement, des recherches sur la cinétique d'activation et l'expression génique des cellules
T ont démontré qu'en plus d'une induction provoquée par des Ag, la voie de signalisation
TCR/CD28 pouvait étre activée par des mitogénes (PHA) et des agents pharmacologiques tels que
des phorbol esters (TPA), des ionophores calciques (ionomycine) ou des lectines (concanavaline-A)
et favoriser la production d'[L-2 indépendemment de 1'engagement du TCR [221,222]. En plus, il y
a également des anticorps spécifiques reconnaissant le TCR, le CD3 ou le CD28 qui peuvent mimer

l'activation des cellules T [223,224].

Tous ces outils sont utilisés en recherche médicale afin d’étudier la transcription du géne de
I'IL-2 en fonction des différentes voies de signalisations qui peuvent étre induites. Au niveau
transcriptionnel, le cosignal dépendant du CD28 va favoriser I'accumultaion nucléaire d'un bon
nombre de facteurs de transcription impliqués dans la synthese et 'allongement de la demi-vie de
I'ARNm codant pour 1'lL-2 [219,225,226,227]. En général, CD28 est répertorié comme amplifiant
la réponse du TCR, mais il a également été démontré que CD28 peut délivrer un signal unique a la
cellule indépendant du TCR [228]. CD28 a été caractérisé comme ¢élément majeur de costimulation,
mais il existe d'autres molécules a la surface cellulaire induisant des signaux de costimulation tels
que CD4, ICAM-1, CD2, CD43, CD69, IL-1, CD5 et CD9 [227,229,230]. Par exemple, la
stimulation combinée du CD28 et du CD2 induit une grande expression nucléaire de NF-kB qui va

favoriser l'expression de I'L-2 et de IL-2Ra. [231].

Suite a I'engagement du complexe TCR/molécules de costimulation a la surface des cellules
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T, des signaux sous-jacents vont favoriser une cascade de signalisation aboutissant & I'expression de
I'IL-2 dans le noyau. Cette cascade est engagée par des protéines tyrosine kinases (ZAP-70, SYK,
SRC et TEC) qui sont recrutées au niveau des récepteurs transmembranaires (CD3, CD4 et CD28)
qui vont phosphoryler les protéines adaptatrices (LAT, SLP-76 et Grb2), les facteurs d'échanges
GTP/GDP (Vav, Sos) et PLCyl [232]. Suivant ces mécanismes, des molécules de signalisations
intermédiaires, telles que les petites GTPases Ras et Rac, et les messagers secondaires, tels que le
diacylglycerol (DAG) et l'inositol triphosphate (IP3), activent les protéines kinases majeures:
MEKK1, PKC, IKK et PKA qui vont activer les voies de signalisations qui méneront a 1'induction
des facteurs de transcription [233]. Les voies de signalisations des MAPK et Jun kinase (JNK)
aboutissent a l'activation de complexes AP-1 formés par cJun et c-Fos et activent le relargage du

calcium (Ca®").

L'augmentation du niveau de Ca®" intracellulaire va favoriser l'activation de la calcineurin
(CaN) et de la PKC. La CaN va a son tour activer la voie dépendante des facteurs de transcription
des cellules T activées (NFAT) alors que la PKC va activer la voie des IKK en ciblant les
complexes IkB et relarguer des dimeéres NF-«B actifs [232,234,235]. Au final, les trois classes
majeures de facteurs de transcription, AP-1, NFAT et NF-xB, médiées par les voies de
signalisations dépendantes du TCR/CD28, vont transloquer dans le noyau, s'attacher a 'ADN a des
¢éléments spécifiques du promoteur proximal du géne de I'lL-2 et vont induire sa transcritpion [236].
Une étude préalable menée par Flamand et al a démontré que HHV-6 est capable d’inhiber la
synthése d’IL-2 dans des lymphocytes T CD4+ infectés par le virus et dont I’action de répression
pourrait se faire sur cette voie CaN/NFAT [119].

Le mécanisme qui aboutit a ’inhibition de la transcription du géne de I’IL-2 n’est pour le
moment pas bien caractérisé mais représente un aspect critique dans le contrdle de 1’expression
transitoire de I’IL-2. Les facteurs Zfxlo et CREM se lient au promoteur minimal de I’/L-2 et
inhibent la transcription du géne mais le mécanisme d’action n’est pas connu [237,238,239,240]. Le
facteur T-bet a été identifié comme impliqué dans la répression de la production d’IL-2 en
intéragissant avec Rel-A au niveau de la région proximale du promoteur /L-2 [241]. Une boucle
d’autorégulation a été décrite dans laquelle I’IL-2 inhibe sa propre production par un rétrocontrole
négatif. Cette boucle dépend de I’activation du facteur STATS et de la protéine répressive de la
maturation des lymphocytes B dépendantes de I’[L-2-1 (Blimpl) [242,243]. Suite a 1’activation
d’une cellule T naive par la reconnaissance d’un Ag, I’IL-2 est produite avec I’'IL-2R qui va alors

permettre la fixation de I’IL-2 sécrétée a la surface cellulaire.
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Figure 1.9 Schéma représentant la signalisation générale de I’engagement du TCR a

Pexpression du géne de I’'IL-2. [244]

Cette fixation de I’IL-2 va mener a 1’activation de STATS et I’induction de Blimp-1 qui
vont agir en réprimant la transcription du géne de 1’/L-2. De plus, I’'impact de Blimp-1 en tant que
répresseur a été démontré dans une étude qui a prouvé que dans des cellules déficientes en Blimp-1,
I’IL-2 était surexprimée et pouvait jusqu’a provoquer une inflammation sévere [242,243]. Cela
démontre que I’IL-2 pourrait étre un facteur impliqué dans 1’autoimmunité lorsque son expression

est dérégulée.

1.5 Voie de signalisation Calcineurine/NFAT

La fonction primordiale pour I’activation des protéines NFAT est leur régulation par le Ca**
et la CaN sérine phosphatase Ca®" /Calmoduline dépendante. Les protéines NFAT sont
phosphorylées et résident dans le cytoplasme dans les cellules inactivées. Suite a un stimulus, elles
sont déphosphorylées par la CaN, transloquent dans le noyau et vont devenir transcriptionnellement
actives pour induire 1’expression des geénes. L’activit¢ de NFAT est ensuite modulée par des

facteurs additionnels induits par d’autres voies de signalisation en affectant directement les
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protéines ou bien leurs partenaires nucléaires. Nos travaux semblent indiquer que HHV-6 peut

intéragir avec cette voie et inhiber son action.

1.5.1 Le Ca’" et ’activité de la Calcineurine

L’activité Ca®" dépendante des NFAT se fait par des récepteurs couplés a des facteurs
d’entrée du Ca’” a la surface cellulaire. L’importance de ce processus a ¢té identifiée a partir de
patients souffrant d’une forme héréditaire rare d’immunodéficience combinée dans lesquels les
lymphocytes T avaient des déficiences de synthése de cytokines ainsi que des incapacités sélectives
a activer NFAT alors que celles de NF-kB et AP-1 restaient normales [245,246,247]. Cette
inactivation de NFAT résidait dans la réduction des niveaux de Ca’" intracellulaire. La CaN va
ensuite activer NFAT en déphosphorylant le domaine de régulation de NFAT, une région conservée
de 300 aa située en N-ter du site de liaison a ’ADN. Ce domaine est codé dans un seul exon pour
les quatre protéines NFAT Ca”" dépendantes [248]. Ce domaine est hautement phosphorylé dans les
cellules inactivées sur les résidus sérine dispersés sur quatre séquences riches en motifs sérines :
SRR-1, SRR-2, séquences répétées SPxx, et les motifs KTS [249,250]. La CaN déphosphoryle trois
des quatres types de motifs, favorisant ainsi 1’accumulation intranucléaire et augmentant 1’affinité
des NFAT pour ses sites de liaisons a ’ADN [249,251]. Ce n’est pas encore formellement connu si
la déphosphorylation de NFAT est ordonnée, mais des études de spectrométrie de masse suggérent
que la région SRR-1, qui est immédiatement adjacente au site de liaison a la CaN sur NFAT
(PxIXIT, voir plus loin) est préférentiellement déphosphorylé a basse activité pour la CaN [249].
Egalement, des mutants de substitution de NFAT (P, I ou T remplacé par A) sont moins

susceptibles a la déphosphorylation que le NFAT sauvage [252,253].

Pour une déphosphorylation efficace de NFAT, il faut un amarrage entre la CaN et NFAT
[253,254,255]. Le site majeur de liaison a la CaN se situe a la partie N-ter du domaine de régulation
de NFAT sur une séquence consensus PXIXIT (SPRIEIT pour NFAT1). Chaque protéine NFAT
possede une séquence PxIXIT ayant une faible affinité pour la calcineurine (K4 = 10-30 pM)
nécessaire au maintien de la sensibilité des signaux environnementaux et prévient d’une activation
constitutive de NFAT dans les cellules inactivées [249,250]. La surface d’intéraction NFAT-CaN
est plus étendue que le simple motif PXIXIT car un second site avec une séquence d’intéraction a été
identifi¢ LxVP [256]. Cette séquence est modérément conservée entre les différentes protéines

NFAT.
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Figure 1.10 Représentation schématique des molécules NFAT avec leurs séquences riches en
sérines (SRR1-2), leurs séquences répétées (SP-1-3), et les sites de liaison a la CaN (PxIxIT et
B). Tirée de [257]

Dans des expériences de surexpression, CaN semble étre présente dans les noyaux des
cellules activées afin de maintenir la forme dephosphorylée de NFAT et sa localisation
intranucléaire [258]. Quand I’entrée de Ca*" est inhibée ou diminue et que par conséquent ’activité
de CaN diminue, NFAT est rephosphorylée par les kinases et va quitter le noyau pour retourner
dans le cytoplasme [236,259]. La signalisation Ca*"/CaN peut étre modulée de différentes maniéres.
Dans les cellultes T, TGF- inhibe 1’activité de la kinase Tec et Iinflux du Ca*" qui en dépend
[260]. L activité de CaN peut étre controlée indépendemment du Ca *" intracellulaire en modulant

I’expression des inhibiteurs endogenes de la CaN DSCR/MCIP [261].

Au final, ce processus posse¢de un rétrocontrole négatif : CaN/NFAT va induire I’expression
des inhibiteurs DSCR1/MCIP1 qui va permettre d’inhiber 1’activité de la CaN et de rétablir des
niveaux de NFAT phosphorylés inactivés basaux [261]. Il existe également des molécules
pharmacologiques ou biologiques de différents organismes qui peuvent également abroger cette

activité CaN/NFAT.

1.5.2 Les protéines NFAT chez I’homme

Chez I'homme, la famille NFAT comprend cinq protéines différentes: NFAT1 (NFATc2 ou
NFATp), NFAT2 (NFATcl ou NFATc), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATc3 ou NFATX) et
NFATS (TonEBP ou OREBP) [262]. Comme leur nom l'indique, ce sont des facteurs qui ont tout
d'abord été caractérisés dans les cellules du systéme immunitaire, mais il est aujourd'hui établi que

tous ces isoformes sont exprimés de manicre ubiquitaire et dans énormément de types cellulaires.
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De plus, chaque isoforme posséde des variants ¢€pissées aux terminaisons N-Ter et C-ter
[263,264,265]. Les isoformes NFAT1-4 dépendants du Ca® partagent tous deux domaines
conservés: la région homologue Rel (RHR) de par sa similarité structurale au domaine de liaison
que possédent les facteurs de transcription de la famille Rel (NF-xB) [266], ainsi que la région
homologue des NFAT moindrement conservée (NHR). La protéine NFATS a une structure
différente et un seul domaine RHR et ne posséde pas de site de liaison a la CaN et n'est donc pas
dépendante du Ca®" [267]. Le domaine NHR contient la région transactivatrice des NFAT qui se
lient aux éléments du promoteur et initient la transcription des génes. Ce domaine NHR contient
également de nombreux résidus sérine qui sont phosphorylés par diverses protéines kinases dans les
cellules inactivées. L'état de phosphorylation de NFAT va moduler les différents transports du

cytoplasme vers le noyau et vice-versa et donc réguler l'activité transcriptionelle dans la cellule.

Les facteurs de transcription NFAT intéragissent avec I'ADN de maniére versatile. En effet,
les protéines NFAT peuvent se lier a I'ADN comme des homo- ou hétérodimeres et de maniére
commune, le domaine de liaison a 'ADN de NFAT pouvant coopérer avec des domaines de liaison
a I'ADN d'autres facteurs de transcritpion pour mettre en place une liaison de trés haute affinité
[268]. L'exemple le plus commun et le mieux documenté est l'association du facteur de transcription
AP-1, qui forme une structure quaternaire complexe avec NFAT et qui est le partenaire majeur
requis par NFAT pour l'activation des cellules T [266,269]. Cependant, en plus de AP-1, NFAT
coopere avec une quantité¢ d'autres facteurs de transcription impliqués dans différents mécanismes
de régulation incluant la différenciation cellulaire des ostéoclastes, le développement de la valve

cardiaque ou encore différentes sortes de cancer.

1.5.3 Activation et régulation de NFAT dans les cellules T

L'activation de NFAT par la signalisation du calcium représente un des mécanismes les
mieux caractérisés dont l'initiation se fait par un récepteur de surface, surtout dans les cellules du
systéme immunitaire. Ce mécanisme est en fait limité par les taux de Ca®" intracellulaire qui vont
étre initiés suite a l'activation du récpteur a la surface de la cellule et qui vont stimuler 1'activation
de la phospholipase C (PLC) [262]. Ce relarguage de Ca>" dans le cytoplasme de la cellule
s'effectue au niveau du réticulum endoplasmique (ER) suite a I'effet de la PLC sur les IP3R puis va
se poursuivre au niveau de la membrane plasmique par l'ouverture des canaux ioniques calciques
(CRAC). En effet, le relarguage de Ca’" est géré par la molécule d'intéraction stromale 1 du ER
(STIM1) [270,271], ce qui va aboutir @ un changement conformationnel de la protéine Orail

[272,273] qui agit au niveau des canaux CRAC qui vont alors ouvrir les canaux et favoriser l'influx
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calcique [274]. Le Ca*" va alors se fixer a la calmoduline qui va a son tour activer la CaN
phosphatase sérine/thréonine. La CaN va a son tour devenir le facteur limitant dans l'activation de

NFAT.

Dans son état basal inactivé, NFAT est localisé au niveau du cytoplasme dans un état
hyperphosphorylé. Il y a environ 20 sites de phosphorylation distrincts qui ont été identifiés chez
NFATI, dont 18 situés dans la région régulatrice [249]. Ces sites sont retrouvés au niveau de
séquences riches en sérine, les régions riches en sérines 1 et 2 (SRR-1 et SRR-2) et les motifs SPxx
SP-1, SP-2 et SP-3 [262]. La déphosphorylation des motifs SP sur NFAT par la CaN vont exposer
une séquence de localisation nucléaire et masquer la séquence d'export nucléaire, ce qui va aboutir a
la translocation nucléaire médiée par une importine [275]. La CaN a l'intéricur du noyau va
maintenir NFAT dans un état déphosphorylé et favoriser l'activité transcriptionnelle. L'export
nucléaire de NFAT signifie la fin de l'activité transcriptionnelle. Les protéines NFAT vont alors étre
exportées du noyau vers le cytoplasme par 'action de plusieurs mécanismes incluant 1'inhibition de
l'activité de la CaN qui va promouvoir I'export. Ceci va alors favoriser l'action des kinases
nucléaires qui vont rephosphoryler NFAT et provoquer sa relocalisation nucléaire via une exportine

[275].

De nombreuses enzymes sérine/thréonine kinases ont été identifiées comme régulatrices de
l'activité de NFAT, notamment pour maintenir la forme cytoplasmique de NFAT ou bien favoriser
son export nucléaire. Les kinases favorisant I'export nucléaire comprennent la kinase synthase du
glycogene (GSK-3) qui phosphoryle les motifs SP-2 et SP-3 des protéines NFAT1 et NFAT2,
évenement qui requiert au préalable une phosphorylation de NFAT par la protéine kinase A (PKA)
[276,277]. L'activité de GSK-3 est modulée par la phosphoinositide-3 kinase (PI3-K) et la
signalisation Akt, qui sont entre autres également impliqués dans différents cancers [278]. La
caséine kinase-1 (CK-1) fonctionne aussi bien dans la maintenance cytoplasmique de NFAT que
lors de son export nucléaire en phosphorylant la région SRR-1 [252,279]. La voie des MAPK va
agir en phosphorylant les régions SRR de NFAT2 et NFAT1 [280,281]. Plus récemment, une
nouvelle classe de kinases agissant sur l'export et la maintenance de NFAT a été découverte. 11 s'agit
des kinases DYRK qui ont été caractérisées par utilisation de siRNA chez la drosophile et qui ont
permis d'observer une modification de la localisation subcellulaire de NFAT [282]. Les kinases
DYRK-1 et DYRK-2 phosphorylent NFAT sur le motif SP-3 et précédent les phosphorylations des
sites SP-2 et SRR-1 par CK-1 et GSK-3 [282,283]. La kinase DYRK-1 agit comme une kinase

exportatrice alors que DYRK-2 va maintenir NFAT afin de le maintenir dans le cytoplasme.
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Figure 1.11 Schéma représentant les mécanismes impliqués dans la rephosphorylation de

NFAT et de son inactivation via la relocalisation cytoplasmique. Tirée de [257]

Enfin, en plus de la phosphorylation, des modifications post-traductionnelles semblent
également étre responsables de la régulation et la fonction des membres de la famille NFAT. La
sumoylation de NFAT1 et NFAT2 permet deux mécanismes distincts dans le trafic cytoplasme-

noyau résultant dans la rétention des facteurs de transcription dans le noyau [284,285].

1.5.4 Régulation de I'expression génique par NFAT dans les cellules T activées

L'¢tude des fonctions des protéines NFAT dans le systéme immunitaire a le grand avantage
que bons nombres de leurs cibles sont connues. Beaucoup de génes ont été identifiés par des
analyses individuelles a partir de cellules T, de cellules B, de cellules NK et de mastocytes activés
via leurs récepteurs Fc [286,287]. D'autres ont été découverts dans des études utilisant des cellules
dont un ou plusieurs membres des protéines NFAT étaient manquants. Les cellules T matures
expriment deux protéines NFAT, NFAT1 et NFAT2, les cellules qui n'expriment aucune de ces
deux protéines ne sont pas capable de synthétiser de cytokines suivant leur stimulation [288],
prouvant par la méme occasion que les protéines NFAT sont essentielles pour l'activité
transcriptionnelle des génes codant pour les cytokines. Enfin, d'autres génes ont été caractérisés par
analyses de puces a ADN qui ont permis de décrire le profil transcriptionnel des cellules T a partir
d'individus sains ou de patients déficients pour I'entrée ou le relarguage du Ca*" dans la cellule. Ces

recherches ont démontré que l'expression d'un grand nombre de geénes était dépendante de la
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*/CaN/NFAT [247]. Les protéines NFAT pourraient réprimer la transcription

signalisation Ca
génique en recrutant des coréprésseurs ou en agissant par synergiec avec des réprésseurs de la
transcription de I'ADN. Il a d'ailleurs été suggéré que la transcription du géne CDK4 peut étre

inhibée par le recrutement d'histone désacétylase [289].

Le profilage transcriptionnel des cellules T stimulées et différenciées a révélé deux classes
de génes cibles de NFAT, une controlée par NFAT associ¢ a AP-1 et l'autre par NFAT sans AP-1
[290]. Ce complexe NFAT/AP-1 est formé suivant le relarguage de Ca”" et l'action des kinases
PKC/MAP avant de réguler un large spectre de génes suivant l'activation de la cellule pendant la
réponse immunitaire. Au contraire, la signalisation Ca*" sans l'effet de la signalisation PKC/MAP
kinases va aboutir a 1'activation de NFAT mais pas de AP-1, ne favorisant ainsi la transcription que
d'un nombre réduit de génes qui encodent des régulateurs négatifs de la réponse immunitaire [291].
De fait, les protéines NFAT vont ainsi permettre aussi bien la transcription de génes favorisant la
réponse immunitaire que la transcription de génes codant pour la répression de l'immunité en
fonction des partenaires associés. D’autres mécanismes ont été décrits et associés a différentes

pathologies, notamment les cancers.

1.5.5 Implication de la voie CaN/NFAT dans les cancers

L'expression ubiquitaire des protéines NFAT dans les différents tissus de mammiferes a été
observée récemment, mettant en lumiere 1'implication de ces facteurs de transcription dans les
cancers humains. Les différents isoformes de NFAT sont fonctionnels dans les cellules tumorales et
dans les multiples compartiments du microenvironnement des tumeurs (fibroblastes, cellules
endothéliales, cellules immunitaires infiltrantes). De multiples fonctions ont ét¢ associées a NFAT
tels que la croissance cellulaire, la survie cellulaire, l'invasion et l'angiogénése. Ces découvertes ont

ouvert de nouvelles voies thérapeutiques pour les cancers.

1.5.5.1 Signalisation calcique dans les cancers

L'activation de NFAT dans les cancers va également étre affectée par la signalisation
calcique. La signalisation calcique agit sur la prolifération et la migration invasive des cellules
tumorales. Au niveau des cellules immunitaires qui infiltrent l'environnement tumoral, la
signalisation calcique controle la polarité des cellules et le remodelage du cytosquelette [292]. Une
réduction de l'activité de Orai-1 et STIM-1 au niveau des canaux calciques CRAC dans le cancer du

sein a démontré une diminution de la migration cellulaire in vitro et une réduction des métastases
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chez les souris [293]. Le Ca®" influence également la mort cellulaire par apoptose, nécrose ou
autophagie. L'inhibition de la libération calcique affecte l'intégrité de la mitochondrie, ce qui va
aboutir a la surcharge de calcium dans la mitochondrie et provoquer l'apoptose. Au contraire, les
changements dans le flux calcique peuvent promouvoir la survie des cellules cancéreuses, par
lesquels la phosphorylation des IP3R par la voie PI3K/Akt va résulter par la diminution du
relarguage de calcium [294]. L'effet de NFAT dépendant du Ca®>" dans les différentes réponses

cellulaires est également étudié au niveau tumoral.

1.5.5.2 Réle de NFAT dans la transformation et la prolifération des cellules tumorales

Les premiéres études concernant l'implication de NFAT dans la prolifération cellulaire ont
été effectuées a partir de fibroblastes et la surexpression de NFAT2 provoquait la transformation
des cellules et la formation de colonies [295]. Ceci a également été démontré pour le cancer du
pancréas, dans lequel de hauts niveaux de NFAT2 ont été observés [296]. Plus récemment, des roles
distincts pour NFAT1 et NFAT2 ont été révélés dans la tumorigénése ou NFAT]1 agirait comme un
supprésseur de tumeur alors que NFAT2 la favoriserait comme oncogene [297]. Dans des
fibroblastes et des souris NFAT1-/-, la surexpression de NFAT1 a induit l'arrét du cycle cellulaire et
I'apoptose alors que NFAT2 augmente la prolifération et la transformation cellulaire [297]. Les
protéines NFAT sont également impliquées dans l'induction et la progression de tumeurs
hématologiques. Des formes actives de NFAT2 ont été caractérisées dans des cas de lymphome de
Burkitt et des lymphomes agressifs touchant les cellules T [298,299]. Ces observations ont été
appuyées par l'utilisation de d'inhibiteurs pharmacologiques de la voie NFAT/CaN qui ont démontré
une diminution de la croissance et l'apoptose cellulaire chez des modéles leucémiques de souris

[300].

1.5.5.3 Modulation de I’invasion cellulaire par NFAT au niveau épithélial

Des études récentes ont pointé un réle important de NFAT pour moduler I'invasion et la
migration cellulaire, notamment dans le du cancer du sein. L'expression de NFATI sous forme
active provoque la migration et l'invasion de cellules tumorales de cancer du sein a travers du
Matrigel in vitro [301]. Une grande fréquence de patients atteints de cancer du sein possédent une
mutation au niveau du géne codant pour la sous-unité catalytique de PI3-K [278]. En aval de PI3-K,
la sérine/thréonine kinase Aktl atténue l'activité de NFAT par un mécanisme qui dépend de

I'ubiquitination de NFAT [302]. Ceci aboutit a la diminution de I'invasion de cellules tumorales de
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cancer du sein suite a l'ubiquitination et la dégradation de NFAT qui ne peut plus favoriser le

carcinome.

Le mécanisme par lequel NFAT joue le role de facteur de transcription pro-invasif de
tumeurs s'effectue par l'induction de geénes spécifiques favorisant ce mécanisme. Les protéines
NFAT induisent la transcription du géne de la cyclooxygénase-2 (COX-2) au niveau des cellules
épithéliales de sein connu pour promouvoir l'invasion par migration [303]. La COX-2 catalyse la
synthése de prostanglandines notamment la prostaglandine E2 (PGE2). Les cellules de cancer du
sein, lorsque traités par des inhibiteurs de COX, ont une capacité amoindrie a l'invasion alors que
l'inverse se produit lorsque traitées avec du PGE2 exogéne [303]. Les protéines NFAT induisent
également le géne de l'autotaxine au niveau des cellules épithéliales des seins. L'autotaxine est une
protéine sécrétée qui va convertir le lyso-phosphatydilcholine (LPC) en acide lysophophatidique
(LPA). Le LPA est un mitogene pour le carcinome du sein [304]. L'autotaxine a €té démontrée
comme surexprimée dépendamment de NFAT au niveau des métastases mamaires [305]. Il a été
prouvé qu'en utilisant des analogues de LPA qui vont jouer le réle d'antagonistes pour l'autotaxine
ou le récepteur du LPA (LPAR), il y avait une réduction de la migration des cellules de cancer du
sein. Egalement, des facteurs sécrétés qui sont relargués dans les tumeurs et le microenvironnement
tumoral sont soupconnés d’agir de maniére paracrine, notamment la COX-2 et le PGE2, qui ont une
grande influence sur la croissance des cellules endothéliales favorisant ainsi I'angiogénése et donc la

progression du cancer.

1.5.5.4 Modulation de I’invasion cellulaire par NFAT au niveau endothélial

Le role de la signalisation CaN/NFAT dans I’angiogénése et le développement d’une
vasculature a été caractérisé dans des souris NFAT3/4 KO [306]. L’angiogénése est connue pour
impliquer 1’organisation des cellules endothéliales et le recrutement des cellules de muscles lisses
vasculaires, impliquant donc la prolifération, la migration et la différentiation cellulaire. La
prolifération de cellules endothéliale pour I’angiogénése nécessite 1’effet du facteur de croissance
endothéliale vasculaire (VEGF) [307]. Comme la plupart des mitogénes, le VEGF stimule
I’activation de PLC par stimulation via un récepteur qui va aboutir au relarguage de Ca®*
intracellulaire, I’activation de la CaN et la translocation nucléaire de NFAT [308]. Ceci aboutit a la
transactivation de génes essentiels pour I’angiogénése tels que COX-2 qui résultera en la synthése
de PGE2. La protéine COX-2 est une enzyme clé dans la dissémination des tumeurs,
particulierement dans le cancer du sein [309]. La fonction de NFAT dans I’angiogénése tumorale a

été caractérisée dans des modéles animaux dont I’activation de NFAT était dérégulée. Les cellules
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endoth¢liales comprennent les vaisseaux lymphatiques qui sont responsables pour ramener les
fluides interstitiels dans la circulation sanguine. Dans les tumeurs de seins, de poumons ou
gastrointestinaux, les cellules migrent a travers les vaisseaux lymphatiques. Ce n’est pas encore
clair si les tumeurs solides favorisent la lymphangiogénése ou utilisent les vaisseaux pré-existant
pour former des métastases. Dans ce contexte, NFAT2 a été caractéris€é comme modulant la
lymphangiogénése, particuli¢rement la formation de valve suivant la formation des cellules
endothéliales lymphatiques [310]. Dans ce mécanisme, la protéine NFAT2 agit en aval du VEGF en

intéragissant avec des facteurs promouvant des facteurs lymphangiogéniques [311,312].

1.5.5.5 NFAT dans I’expression de chimiokines et I’infiltration cellulaire

NFAT induit la transcription des chimiokines dans les cellules du systéme immunitaire
[274]. Les chimiokines pro-inflammatoires agissent comme chimio-attractant pour les leucocytes, et
favorisent la migration et le recrutement de monocytes et de neutrophiles au niveau de tissus atteints
[313,314]. Des chimiokines comme CXCL12 et CCL21 et leurs récepteurs respectifs CXCR4 et
CCR7 se retrouvent surexprimeés sur les cellules de cancer du sein ce qui leur permet de migrer a
travers les cellules épithéliales [315,316]. La signalisation de NFAT dans le microenvionnement
tumoral a un impact significatif sur la signalisation des chimiokines. Des modéles murins de
leucémie et de lymphome ont révélé une hyperactivation de NFAT par une action paracrine des
chimiokines présentes dans le microenvironnement tumoral. Egalement, des macrophages infiltrant
le microenvironnement tumoral sont directement associés avec les cellules tumorales et participent
a la boucle de signalisation paracrine entre les cellules tumorales qui expreiment le récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR) et les macrophages qui sécrétent 'EGF et le facteur
stimulant les tumeurs-1 (CSF-1) [317]. Tout ceci aboutit dans la promotion de la migration des

cellules tumorales.

1.6 Inhibiteurs sélectifs de la voie CaN/NFAT

La voie CaN/NFAT est un carrefour important dans bon nombre de processus cellulaires.
Au fur et a mesure que cette voie a été étudiée et que des mécanismes se sont révélés dépendants de
cette signalisation, beaucoup de molécules synthétiques ou biologiques ont été utilisées pour
supprimer la synthése de protéines impliquées dans des pathologies. Par exemple, la cyclosporine A

(CsA) et le tacrolimus (FK506) ont révolutionné les transplantations en tant
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qu’immunosuppresseurs pour diminuer les réactions immunitaires contre le greffon. Mais plus
récemment, ces mémes molécules ont démontré des effets bénéfiques lors de traitement dans des
cancers ou autres pathologies dans lesquelles la voie CaN/NFAT est impliquée. Egalement, de
nouvelles molécules ou protéines ont été¢ découvertes pouvant agir a différents stades de cette voie

de signalisation.

1.6.1 CsA et FK506: les inhibiteurs classiques

La CsA et le FK506 sont trés largement utilisés comme immunosuppresseurs en
transplantation ou en dermatologie clinique [318,319]. Les propriétés immunosuppressives de la
CsA ont été découvertes en 1976 dans des modeles animaux [320]. En 1987, le FK506 a été décrit
comme une solution alternative a la CsA [321]. En 1991, Liu et al. ont identifi¢ la CaN comme
cible commune de ces deux composés [322]. IIs ont démontré que les molécules actives étaient
complexées aux immunophilines, montrant par la méme occasion que la CsA et el FK506 ne sont
pas immunosupresseurs par eux mémes. Les immunophilines appartiennent a la classe des
isomérases peptidyl-prolyl cis-trans (PPlases) qui sont impliquées dans plusieurs fonctions
cellulaires [323,324]. La liaison de la CsA et du FK506 a la cyclophiline A (CypA) et a la protéine
de liaison de la FK50612 (FKBP12) respectivement inhibent leur activit¢é PPlase. Les complexes
CsA-PPlase ou FK506-PPlase sont des inhibiteurs non compétitifs de la CaN. Malgré tout, ils
limitent grandement ’accés du substrat protéique au centre actif de la CaN [325], puis ils inhibent
la déphosphorylation des cibles physiologiques de la CaN [326,327,328]. Cependant, 1’action
spécifique de la CsA ou du FK506 n’affectent en rien 1’activité d’autres Ser/Thr phosphatases

cellulaires.

Malgré le fait que la CsA et le FK506 partagent un mode d’action similaire, ils
appartiennent a des classes chimiques différentes. Le CsA est un undecapeptide cyclique fungique

[329] alors que le FK506 appartient a la classe chimique des macrolides [330,331].

L’application de CsA et FK506 inhibe I’activation, la prolifération et la différenciation des
cellules T dépendantes de I’egagement du TCR. Les deux composés inhibent I’activation de NFAT
et de p65/NF-kB [332,333] malgré que la transcription des génes dépendants de NF-kB ne soit pas
completement bloquée car cette voie peut étre activée indépendamment de la CaN [334]. D’autres
processus cellulaires impliquant 1’activité transcriptionelle de CREB [335] ou la dégradation
proteosomale des protéines [336,337] sont modulés par la CsA ou le FK506. L’utilisation de ces

drogues en transplantation permet d’éviter les réactions inflammatoires délétéres provoquées par les
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cellules T mémoires alloréactives [338,339]. Cependant, leur utilisation est limitée car il faut tout de
méme éviter une réactivation de pathogenes latents dlie & une immunité du receveur trop faible,
mais également par le fait qu’une néphrotoxicité ou une neurotoxicité peuvent se manifester a trop

forte dose ou bien pendant un usage prolongé [340].

Afin d’essayer de contourner ces problémes, de nouveaux facteurs plus spécifiques ou

moins nocifs ont été caractérisés.
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Figure 1.12 Représentation schématique de 1'effet inhibiteur de la CsA et du FK506 sur la
signalisation de la CaN et de I'IL-2. Tirée de [341].

1.6.2 Molécules dérivées de la CsA ou du FK506

11 a été relevé que les résidus 2-9 de la CsA sont responsables de la liaison avec la CypA,
alors que les résidus 4-7 sont impliqués dans la liaison a la CaN. Des modifications sur la CsA au
niveau des résidus en position 3, 6 ou 8 ont permis d’obtenir des dérivées de la CsA qui se lient
spécifiquement a la CypA mais qui n’inhibent pas 1’activité de la CaN [342,343,344]. D’autres
dérivés substitués en position 3 inhibent I’activité de la CaN sans former de complexe avec la
cyclophiline au préalable [345]. Des modifications effectuées en position 1 ont changé 1’affinité de
dérivés tels que la Voclosporine, envers la CypA [346,347]. En effet, ce dérivé posséde une affinité
a la CypA supérieure a celle de la CsA, et a donc le potentiel d’étre administré en clinique a des

concentrations plus faibles et au final étre moins toxique.

Le FK506 posseéde également des dérivés qui ont le méme mode d’action. Parmi ceux-ci, on

retrouve le FK520 (Ascomycine) et le Pimecrolimus [348]. D’autres sont monospécifiques pour la
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liaison au FKBP12 tel que le FK506BD [349]. Par exemple, le FK520 est un dérivé du FK506
contenant un groupement ¢éthyle en position 21 et qui est surtout utilisé comme immunosuppresseur
chez les rongeurs ou bien in vitro. Le Pimecrolimus est utilisé en clinique pour le traitement de
maladies inflammatoires de la peau. C’est un composé plus lipophile que le FK506 et donc plus
affin pour la peau, qui a moins d’effets systémiques et n’induit pas d’atrophie de la peau
contrairement au composé de base. Aussi, un dérivé naturel du FK506 appelé Rapamycine
(Sirolimus) partage le domaine de liaison au FKBP mais différe au niveau du domaine effecteur
[350]. Le complexe Rapamycine/FKBP12 ne se lie pas a la CaN, mais exerce ses effets
immunosuppresseurs et anitprolifératifs via 1’inhibition de la voie mTor/Akt [322]. Cette voie
intervient dans la signalisation de I’[L-2R en inhibant 1’effet de I’[L-2, pas sa synthése. La
Rapamycine est utilisée en clinique dans les traitements prolongés de transplantation apres 1’usage
préalable de CsA et de FK506. La Rapamycine supprime également les néoplasies malignes post-

transplantation diie a ses propriétés anti-proliféatives [351].

1.6.3 Inhibiteurs agissant sur la CaN

Le centre catalytique de la CaN (PP2B) peut étre partagé par d’autres protéines Ser/Thr
phosphatases au niveau de la structure et de la conformation. C’est pour cette raison qu’ont été
développés des composés spécifiques a la CaN qui vont agir comme des inhibiteurs non
compétitifs, comme le CsA et le FK506, mais qui contrairement a ces molécules, n’auront pas
besoin de protéine partenaire pour exercer leurs effets. Par exemple, parmi une liste exhaustive,
nous trouvons le Dipyridamole qui est une drogue utilisée en clinique dans le traitement d’attaques
cardiaques et qui affecte 1’intéraction de la CaN avec NFAT [352]. Il y a également la Dibefurine,
qui inhibe Dactivité enzymatique de la CaN [353] tout comme les barbituriques tel que le

Phénobarbital [354]. Tout ceci conduit a une inhibition de la déphosphorylation de NFAT.

1.6.4 Peptides inhibiteurs et protéines de pathogénes

Le domaine d’intéraction entre la CaN et NFAT est en général le point d’origine pour le
développement de peptides inhibiteurs. Ces peptides vont cibler la liaison de la CaN avec ces
différents substrats. De par leur mode d’action unique, ces peptides ou protéines peuvent s’avérer
plus spécifiques et sélectifs que la CsA ou le FK506. Cependant, ces peptides ont une faible

perméabilité pour les membranes et leur utilisation est compliquée.
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1.6.4.1 Peptides inhibiteurs

Les fragments AID, dérivés du domaine autoinhibiteur de la sous-unité A de la CaN, ont été
les premiers peptides examinés. Ces peptides contenant les résidus 424-521 (AlDy,4.501) inhibent
I’activité phosphatase en bloquant I’accés de la protéine substrat au centre catalytique de la CaN
[355]. Le peptide AlDys7.45, a été caractérisé comme étant le motif inhibiteur [356]. Cependant,
d’autres peptides du domaine autoinhibiteur sont présents dans la région 420-457. Par conséquent,
des peptides auxquels on a rajouté une extension contenant les régions AlDgg.s11 et AlDsog51; se
sont révélés trois a quatre fois plus aptes a inhiber la déphosphorylation que le peptide AIDys7.45,
[357]. Enfin, le peptide 11R-AIDys7.450, auquel ont €té rajoutés onze résidus arginine s’est révélé
perméable a certains types cellulaires. Par exemple, il inhibe 1’apoptose de neurones excitateurs
[358] ou bien I’activation du zymogene induite par la caeruleine dans les cellules acineuses

pancréatiques [359].

Le motif PxIXIT est le motif de liaison a la CaN présent sur les protéines NFAT1-4 [360].
Des peptides dérivés ou des protéines contenant ce motif inhibe 1’intéraction CaN/NFAT et la
déphosphorylation sous-jacente des NFAT. L’oligopeptide d’une taille de 16 mer VIVIT possede
une activité inhibitrice 25 fois supérieure a celle au peptide original 16 mer SPRIEIT de la protéine
NFAT1 [253]. 11 a également été démontré que le peptide VIVIT n’interfére pas avec 1’activation du
facteur de transcription NF-kB. Par conséquent, le peptide VIVIT est plus sélectif que les molécules
CsA ou FK506 qui eux inhibent 1’action des deux facteurs de transcription. Le peptide 11R-VIVIT
a été décrit comme perméable dans certains types cellulaires mais d’autres travaux contredisent ce
mécanisme [361]. Il y a également un peptide dérivé de la protéine d’ancrage a la CaN AKAP79
contenant le motif PIAIIT (AKAP79330.357) qui est capable de se lier a la CaN purifiée et a en plus la
capacité d’inhiber I’activité phosphatase de 1’enzyme [362]. Un autre peptide provenant de la
protéine endogene inhibitrice CABIN1 contient un motif PEITVT capable de se lier a la CaN et
d’empécher la déphosphorylation de NFAT et son activité transcriptionnelle [363]. Enfin, il y a la
protéine endogéne modulatrice de I’activité de la CaN RCANI qui a été identifiée [364]. Au départ,
il a été suggéré que le motif PKIIQT (RCANI g;.156) était le peptide responsable de 1’inhibition de la
liason a la CaN, mes des études ont démontré qu’un peptide chevauchant ce motif n’avait aucun
effet et n’entrait pas en compétition avec le peptide VIVIT. Des études plus récentes ont montré que
le fragment RCANI 43163 pouvait se lier a la CaN avec une haute affinité, entrait en compétition
avec le peptide VIVIT et inhibait la translocation nucléaire de NFAT1 [365]. Il a également été
démontré plus tard que son « véritable » peptide PXIXIT était le motif PSVVVH que I’on retrouvait

sur les différentes formes épissées de RCAN. Par conséquent, le peptide PSVVVH (RCAN1 149.166)
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est en compétition avec les régions régulatrices de NFAT1 et de CABINI pour se lier a la CaN

[366].

Il existe également les peptides dérivés du motif conservé LxVP présent sur NFAT et qui
permet D’intéraction avec la CaN activée. L’affinité de ces motifs différe en fonction des différentes
isoformes de NFAT [367]. Le peptide LxVPc1, chevauchant les 15 aa de la région 371-385 de la
protéine NFAT2 humaine, empéche la liaison de la CaN a NFAT1 et NFAT2. Le motif LxVPcl1 se
lie plus efficacement a la CaN que les motifs PxIXIT des protéines NFAT1-4. La surexpression du
peptide GFP-LxVPcl inhibe la déphospharylation et la translocation nucléaire de NFAT1 suite a un
traitement avec un ionophore dans des cellules HeLa et cause une inhibition de 1’expression de I’IL-

2 dans des cellules T Jurkat [256,325].
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Figure 1.13 Schéma récapitulatif des inhibiteurs de la voie CaN/NFAT , de leur cible et de

leurs effets conduisant a 1'abrogation de 1'expression du géne de I'L-2. Tirée de [244]

1.6.4.2 Protéines de pathogénes

La CaN représente un point critique dans la signalisation du TCR et contrdle 1’activation de
la cellule T via la déphosphorylation de NFAT. Différents pathogénes ont ciblé ce mécanisme afin
de prendre le dessus sur la réponse cellulaire visant a les éliminer. Des virus et bactéries ont été

identifiés et leurs facteurs inhibant la voie CaN/NFAT ont été caractérisés.
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Par exemple, la bactérie Helicobacter pylori exprime une protéine (VacA) capable d’inhiber
la translocation nucléaire de NFAT. VacA bloque également I’augmentation du niveau de Ca®*
intracellulaire suivant une induction par I’ionomycine mais aussi I’activation de la voie MKK3/6-
p38 MAPK. Ces données suggeérent de multiples modes d’action pour VacA, tous n’étant pas
dépendants de I’action de la CaN [368]. Cependant, VacA inhibe la sécrétion d’IL-2 dans des
cellules Jurkat ou des lymphocytes primaires CD4+ [369,370]. La protéine VacA est importée a
I’intérieur des cellules T via les récepteurs CD18 et LFA-1 [371]. De fait, I’expression de ces

récepteurs varie selon les types cellulaires résultant en une magnitude différente de I’effet de VacA.

Un autre pathogéne posséde un mécanisme de controle de la réponse cellulaire similaire a
H.pylori : il s’agit du virus de la fiévre porcine africaine. Ce virus exprime la protéine A238L qui
posséde différents modes d’action. Tout d’abord, elle se lie a CaN et inhibe son activité phosphatase
et la signalisation dépendante de la CaN [372]. Deuxiémement, elle supprime 1’acétylation et
I’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription NFAT1, NF-kB et c-jun suite a 1’inhibition
de la transactivation de CREB/p300 dans les cellules T activées [373]. Enfin, A238L inhibe
I’acivation de JNK [374]. La surexpression d’A238L réduit 1’activité phosphatase de CaN et
diminue I’expression de genes rapporteurs dans des lignées cellulaires de reins porcins RS-2
transfectés [372]. On spécule que protéine A238L inhibe la déphosphorylation de certains résidus
de NFAT cruciaux pour I’activité transactivatrice du facteur de transcription mais n’aurait pas
d’effet sur les résidus requis pour la translocation nucléaire ou la fixation a I’ADN [375]. Le
fragment responsable de ces effets a été identifié quand il a été reporté que A238L 5735 possede un
motif PxIXIT (PKIIITG) capable de se lier a la CaN avec une haute affinité. Un oligopeptide d’une
taille de 14 mer A238L,9.215 se lie a la CaN plus rapidement que le peptide naturel SPRIEIT de la
protéine NFAT?2 porcine [376].

1.6.4.3 Possibles avantages en clinique

L’utilisation de protéines de pathogeénes dans des protocoles cliniques pourrait apporter
plusieurs avantages et aider a soigner ou ralentir la progression de certaines maladies. Tout d’abord,
par leurs caractéristiques d’inhibition de la voie CaN/NFAT dans des maladies pro-inflammatoires
ou invasives telles que les cancers, 1’expression de ces protéines pourrait ralentir les effets néfastes
des pathologies. Mais surtout, ces derniéres années ont été développées des immunothérapies
consistant a éliminer spécifiquement des cellules présentant certains épitopes spécifiques de

maniere HLA-dépendante. Ce genre de thérapies est aujourd’hui utilisé de manicre routiniere dans
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le domaine de la transplantation et différentes données en recherche médicale donnent des résultats
trés prometteurs au niveau des cancers tels que les lymphomes [377] ou bien des tumeurs solides
[378]. De par le fait que Flamand et al. ont démontré qu’un virus HHV-6 inactivé incapable de se
répliquer est capable d’inhiber la synthése d’IL-2 dans des lymphocytes T CD4+ primaires.Cela
suggere qu’une protéine structurale puisse perpétrer cet effet et pourrait donc possiblement devenir
une cible de choix pour une immunothérapie [119]. En effet, en ciblant spécifiquement des cellules
cancéreuses pour exprimer une protéine virale de HHV-6 immunodominante agissant sur la voie
CaN/NFAT, nous pourrions obtenir un double avantage en ralentissant la progression tumorale et
également en permettant un ciblage précis des cellules cancéreuses en vue d’une immunothérapie
adoptive permettant a des cellules T cytotoxiques spécifiques a I’épitope viral de détruire les

cellules les présentant a leur surface.

1.7 Immunothérapie adoptive contre HHV-6

Les traitements spécifiques a base immunologique sont en plein essor. Par analogie avec les
stratégies immunologiques a but préventif, on distingue l'immunothérapie active, passive ou
adoptive. L'immunothérapie active consiste a stimuler ou a moduler une réponse immunitaire
spécifique chez un individu ayant déja été en contact avec 'antigéne concerné. L'immunothérapie
passive, qui consiste a administrer une source d'anticorps spécifiques, est avant tout utilisée comme
traitement substitutif en cas de déficits en immunoglobulines. L'immunothérapie adoptive consiste a
administrer une source de lymphocytes T spécifiques a un ou des antigénes donnés, le plus souvent
apres expansion de ces cellules in vitro. Etant donné le rdle essentiel joué¢ par les molécules du
complexe majeur d'histocompatibilité (ou HLA chez I'homme) dans la reconnaissance antigénique
par les lymphocytes T, un tel transfert doit étre autologue ou compatible a 100%, c'est-a-dire les
deux individus doivent étre posséder les mémes alléles HLA pour posséder une méme source de
lymphocytes T spécifiques. Suivant une transplantation de cellules souches hématopoiétiques, la
phase de reconstitution du systéme immunitaire représente la phase vulnérable a cause des
infections virales latentes. Les réactivations de virus tels que le HCMV [379], ’EBV [380] ou le
HSV-1 [381] sont fréquentes et ménent dans de nombreux cas a des maladies symptomatiques
graves. Par exemple, plus de 80% des receveurs séropositifs au HCMV développent des
réactivations virales, 50% avec une virémie et 40% développent des pathologies actives comme une
pneumonie, une hépatite ou encore une rétinite [379,382,383]. Les drogues antivirales disponibles

sont le Ganciclovir, le Foscarnet ou le Cidofovir mais leurs coits sont élevées et ils causent
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potentiellement des effets secondaires délétéres. C’est pour cela que de nouvelles techniques
d’immunothérapie adoptive plus fiables permettant une reconstitution du systéme immunitaire plus
rapide ont été développées et améliorées au fur et & mesure des décénnies. Cette pocédure pourrait
étre étendue a un autre virus herpétique humain, HHV-6, dont les réactivations sont de plus en plus

associées aux pathologies émergentes suivant la greffe chez les HSCT.

1.7.1 Immunosuppression et résurgence de HHV-6 suite a une greffe de moelle osseuse

Une greffe de moelle osseuse est une option thérapeutique utilisée afin de traiter des
personnes atteintes de maladies hématologiques ou du systéme immunitaire. Les types de maladies
communes nécessitant une greffe sont les leucémies, les lymphomes, des anémies aplasiques ou
encore des troubles d'immunodéficience. La moelle osseuse est un tissu mou, spongieux trouvé a
l'intérieur des os qui permet le développement et le stockage de la plupart des cellules sanguines de
l'organisme. Les cellules souches primitives présentes dans la moelle osseuse sont des cellules
pluripotentes qui seront nécessaire dans une greffe de moelle osseuse et permettront une

prolifération ou bien une différenciation cellulaire afin de renouveler le systéme immunitaire.

Lors d'une greffe de moelle osseuse, le receveur va généralement subir un traitement
immunosuppresseur afin de ne plus posséder de systéme immunitaire favorisant ainsi la prise de
greffe. Tout ceci démarre par le conditionnement (généralement my¢loablatif) a base de traitements
radiothérapeutiques et/ou chimiothérapeutiques qui vont détruire les cellules cancéreuses mais
également les cellules de la moelle osseuse et du systéme immunitaire, rendant le patient vulnérable
a toute infection. La transplantation de la moelle osseuse va s'effectuer en général un ou deux jours
suivant la radiothérapie et/ou la chimiothérapie. Suivant l'intervention, le receveur va avoir une
médication visant a prévenir une réaction contre les cellules transplantées, surtout dans le cas d'une
greffe allogénique entre deux individus ne possédant pas une association de 100% au niveau des
alleles HLA. La prise de greffe est associée a la production nouvelle de cellules sanguines. La
période allant de 2 a 4 semaines suivant la greffe est la plus critique car c'est le moment ou le
corps se retrouve sans défense contre les pathogeénes dus aux traitements myéloablatifs. C'est en
général durant cette période environ 3 semaines post-greffe que HHV-6, un virus opportuniste
dormant, sort de sa latence afin de se répliquer et d'infecter un grand nombre de cellules chez le
receveur et d'engendrer de lourdes pathologies telles que I'encéphalite, 1'hépatite, les GVHD ou
encore le rejet de greffe [90,98]. Une réactivation a HHV-6 est déclarée lorsque le taux

plasmatique viral du patient atteint 1000 copies d'ADN viral / ml suivant la greffe.
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Les lymphocytes T jouent un role primordial dans le contrdle des réactivations virales.
Malgré le fait que le nombre de cellules T augmente rapidement suivant la greffe, la fréquence
¢élevée de réactivations virales dues a HHV-6, environ dans 50% des cas, dénote 1'absence ou le
manque d’une forte réponse immunitaire ciblée contre le virus. Au cours des derniéres années, la
reconstitution d'une réponse T cytotoxique spécifique aux HCMV et EBV ont permis de protéger
les HSCT des réactivations virales et d'améliorer les prises de greffes [118,384,385]. Ce genre de
traitement est appelé immunothérapie adoptive et il semble aujourd’hui essentiel d'étendre cette

procédure aux virus HHV-6 dont l'association aux pathologies post-greffe ne cesse d'augmenter.

1.7.2 Principes de 'immunothérapie adoptive et possibles applications

Le but d'une immunothérapie adoptive est de compléter le pool de lymphocytes T d'un
individu avec une source externe de lymphocytes T d'une spécificité donnée et capables d'exercer
une activité protectrice anti-virale ou anti-tumorale. Le receveur subissant une greffe de moelle
osseuse doit trouver un donneur sain dont la compatibilit¢é du systéme HLA est totale. Un
lymphocyte T est monospécifique (clonal), c'est-a-dire qu’il reconnait un seul antigéne sous la
forme d'un peptide particulier restreint a une molécule HLA (complexe peptide/HLA). La fréquence
des lymphocytes T d'une spécificité donnée au sein d'une population de lymphocytes T est
inféricure a 1 sur 100 000 chez un individu non immunisé. Cette fréquence peut augmenter jusqu'a
1000 fois lors de la réponse immunitaire déclenchée par une infection virale aigué. On comprend
des lors la nécessité de réaliser ex vivo une sélection suivie d'une amplification des lymphocytes T
ayant la spécificité voulue a partir de la source initiale de lymphocytes T. Pour cela, on isole les
lymphocytes T du donneur sain, que 1’on sait préalablement exposé par le pathogéne visé, que 1’on
met ensuite en contact avec des peptides immunodominants viraux exprimés et présentés par des
cellules présentatrices d’antigéne (APC), et que les clones de cellules T spécifiques seront capables
de reconnaitre. Grace a l'utilisation d’un cocktail de cytokines favorisant la croissance ou la
différenciation des cellules, comme I'IL-2 et I’IL-7 [117,386], on peut obtenir une multiplication
considérable de lymphocytes T activés in vitro, permettant, dans des conditions de culture
adéquates, l'obtention de populations clonales de lymphocytes T pouvant étre réinjectées au

receveur tot suivant la transplantation.

Un autre obstacle a surmonter a trait au devenir des lymphocytes T transférés. Il est évident
que, pour étre efficaces, ces lymphocytes T doivent, d'une part, persister suffisamment longtemps
chez le receveur et, d'autre part, étre a méme de parvenir a l'endroit ou se trouvent les cellules

(infectées ou tumorales) a éliminer. Par exemple, au sein des lymphocytes T, les sous-populations
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CD4+ et CD8+, méme si elles coexistent partout dans l'organisme, occupent chacune un volume de
distribution indépendant. Chez une souris ne possédant pas de lymphocytes T CD8+ a la suite d'une
manipulation génétique, le nombre de lymphocytes T CD4+ n'est pas plus élevé que celui d'une
souris normale, et vice-versa. Cependant, des protocoles cliniques d’immunothérapie adoptive trés
bien caractérisés contre les virus EBV et HCMV sont utilisés chez des patients subissant des greffes
de moelle osseuse ou des transplantations d’organes solides avec des résultats trés positifs
[118,384]. En effet, on a observé une amélioration de la prise de greffe, une plus longue survie du
greffon ou une diminution du rejet de greffe. De plus, 1’apparition de pathologies sévéres telles que

les hépatites ou les pneumopathies associées aux réactivations virales ont été diminuées.
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Figure 1. 14 Représentation schématique des étapes générales lors d'une immunothérapie
adotpive décrivant l'isolation des lymphocytes T du donneur sain, I'expansion clonale des
cellules T a I'aide d'APC présentant les antigénes viraux et d'un cocktail de cytokines
favorisant la prolifération cellulaire et enfin la réinjection des lymphocytes T dans le receveur
suite a la greffe de moelle osseuse.

Les progrés réalisés en immunologie appliquée au cancer permettent d'envisager 1'utilisation
d'une immunothérapie adoptive chez certains patients cancéreux. D'ailleurs, des tentatives dans ce
sens ont déja eu lieu chez des patients atteints de mélanome métastatique ou d'autres types de
cancer. La stratégie appliquée pour traiter des tumeurs solides est la méme que celle utilisée pour
une greffe de moelle osseuse. La source autologue de lymphocytes T a partir d’une biopsie utilisée
dans ces cas d'immunothérapie adoptive a été une suspension cellulaire obtenue a partir de
lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) du patient ayant déja reconnu les antigénes tumoraux
capables de sécréter de ’IFN-y ou du facteur nécrotique des tumeurs (TNF) et cultivés in vitro, en
présence d'IL-2 [387]. Une fois les clones de TIL en nombre suffisant ils peuvent €tre réinjectés au

patient. Entre temps, la caractérisation moléculaire d'antigénes tumoraux reconnus spécifiquement
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par les lymphocytes T CD8+ et T CD4+ provenant de patients cancéreux a stimulé la mise au point
de diverses stratégies d'immunothérapie active comme des vaccins visant a renforcer la réponse

immunitaire anticancéreuse [388].

De nouvelles stratégies visant a éliminer spécifiquement les cellules tumorales pourraient
¢également voir le jour. En effet, des traitements utilisant la virothérapie ou I’'immmunothérapie
adoptive ont déja été testés sur différents types de cancers. Un traitement combiné utilisant ces deux
stratégies pourrait s’avérer trés efficace. Dans un premier temps, tout comme en virothérapie, nous
pourrions nous servir d’un virus comme d’un vecteur infectant préférentiellement les cellules
tumorales et qui libérerait une séquence génomique codant pour une protéine du non-soi
immunogéne. Ensuite par une immunothérapie adoptive, nous pourrions expandre des clones de
CTL dirigées spécifiquement contre les épitopes de la protéine du non-soi et qui lyseraient

spécifiquement les cellules tumorales sans agir sur les cellules saines du patient.

1.7.3 Immunothérapie adoptive contre EBV ou HCMV

Comme expliqué précédemment, chez les personnes immunodéprimées telles que les
receveurs de HSCT, les transplantés d’organes solides, les patients atteints du VIH, les réactivations
virales de ’EBV et du HCMYV sont associés a une forte morbidité voire mortalité due a un manque
d’immunité cellulaire contre les antigénes viraux. Du fait que les traitements antiviraux n’étaient
pas suffisamment efficaces pour freiner les effets déléteres microbiens, il a fallu trouver une
alternative. Ayant été parmi les premiers virus a €tre diagnostiqués en vue d’une transplantation, des
protocoles de transferts adoptifs de cellules T ont pu étre mis au point assez tot contre ces

pathogenes.

Concernant I’EBV, les premiers travaux consistant a identifier les cibles permettant une
forte réponse de cellules T a partir de donneurs sains ont démontré une dominance de réactivité
contre les protéines EBNAL, -2, -3, ou LMP2 [389,390,391]. Ces travaux ont par la suite favorisé
I’identification d’épitopes immunodominants restreints a certains alleles HLA et abouti a la mise en
place de protocoles d’immunothérapie adoptive anti-EBV. Un exemple, parmi de trés nombreux
protocoles tentés afin de prévenir des maladies lymphoproliferative post-transplantation (PTLD),
une expansion ex vivo de cellules T spécifiques a la protéine EBNA1 suivi de leur transfert adoptif
ont mené a un contrdle de la réactivation virale et s’est révélé comme une procédure simple, rapide

et efficace contre EBV. Des protocoles similaires s’appliquent a la prévention ou au traitement de
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plusieurs maladies causées par une réactivation d’EBV telles que des lymphomes de Hodgkin ou

encore des carcinomes nasopharyngés [392].

Environ 80% des individus sains démontrent des évidences d’une exposition ancienne au
HCMYV et une immunité spécifique humorale et cellulaire. L’analyse de la réponse immunitaire des
cellules T a indiqué une hiérarchie dans la réponse aux protéines virales, certaines favorisant une
forte réponse, d’autres non. Dans le cas du HCMV, les deux protéines majeures dans la réponse
immunitaire des cellules T CD8+ sont IE1 (UL123) et pp65 (UL83) [393]. De fait, pp65 est une
protéine du tégument produite durant la phase tardive du cycle lytique, mais lors de I’infection
primaire, elle semble &tre I’¢lément majeur contre lequel est dirigée la réponse immune. A 1’inverse,
la protéine IE1 semble dominer la réponse immunitaire lors des réactivations virales du fait que
c’est la premiére protéine synthétisée lors du cycle viral. Il existe 1a aussi de trés nombreux
exemples de traitement grace a une immunothérapie adoptive ayant abouti a une amélioration chez
un receveur de greffe. Par exemple, Bunde et al ont démontré qu’une protection contre HCMV était
corrélée avec de hauts niveaux de cellules T productrices d’IFN-y anti-IE1 chez des patients
transplantés du coeur et des poumons [394]. Nickel et al. ont ensuite confirmé ces résultats en
établissant la relation qui existait entre une forte réponse T mémoire anti-IE1 du HCMV et une
diminution du rejet de greffe et une amélioration des fonctions de la greffe au sein de patients
transplantés rénaux [384]. Egalement, Lucas et al ont démontré qu’une immunité cellulaire T
cytotoxique anti-pp65 et anti-IE1 du HCMV prévient et traite une éventuelle réactivation virale

chez des patients gréffés de moelle osseuse ayant subi un transfert adoptif [395].

1.7.4 Ciblage de la protéine IE1 pour une immunothérapie adoptive anti-HHV-6B

La protéine précoce immédiate IE1 des virus HHV-6 a fait I’objet de nombreuses études qui
ont permis de caractériser bons nombres de mécanismes dans lesquels elle est impliquée. Elle
permet de créer un environnement cellulaire favorable a la réplication virale et contrdle la
réactivation depuis 1’état de latence. Egalement, Jaworska et al ont caractérisé les propriétés
inhibitrices de cette protéine dans I’expression du géne de I’/F'N-f et son action sur la cascade IFN
et les génes stimulés par I'IFN (ISG) [45,46]. C’est la premirére protéine synthétisée dans le cycle
réplicatif des HHV-6 et elle est retrouvée sous deux formes, une a 150 kDa et ’autre a 170 kDa
suivant une modification post-traductionnelle par SUMOylation [44]. Les protéines IE1 des HHV-
6, tout comme IE1-HCMV, sont exprimées dans le noyau des cellules infectées. On est capables de

détecter de I’ARNm codant pour IE1 dés 2h post-infection (p.i) et la protéine est détectable dés 4h
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p.i. La SUMOylation joue un rdle en stabilisant IE1. Cependant, IE1 est la protéine qui partage le
moins de similitude entre les HHV-6A et HHV-6B (environ 65% de similarité au niveau des acides

aminés) et la protéine IEI-HHV-6A ne possede que 941 aa contre 1078 aa pour IE1-HHV-6B.

L’idée d’utiliser la protéine IE1-HHV-6B comme cible pour I’immunothérapie fut inspirée
de la protéine IE1I-HCMV. En effet, les deux protéines ont été caractérisées comme pouvant avoir
les mémes localisations sub-cellulaire, telles que de se retrouver au niveau des corps nucléaires, ou
encore d’antagoniser la réponse IFN-B. De fait, si IE1I-HCMV posséde des propriétés
immunogénes, il se peut qu’ IE1-HHV-6B partage cette propriété également. De plus, des travaux
menés par Nickel et al. ont démontré que la présence d’une immunité anti IE1-HCMYV forte par des
cellules T est corrélée avec une amélioration de la prise de greffe et une diminution d’une
alloréactivité du greffon contre I’hdte chez des patients transplantés rénaux [384]. Etendre ce genre
de protocoles a HHV-6B pourrait permettre d’endiguer les réactivations du virus post-greffe et les

pathologies graves qui y sont associées.

1.7.5 Caractérisation de cibles immunodominantes de HHV-6B

L’idée d’identifier des cibles immunodominantes contre HHV-6B permettant 1’expansion
clonale de lymphocytes T anti-HHV-6B en vue d’une immunothérapie adoptive a été¢ largement
influencée par des recherches préalables menées sur le HCMV. Effectivement, au cours des vingt
dernieéres années, des protocoles d’immunothérapie adoptive anti-HCMV ont été développés et
améliorés. De par 1’analogie du HHV-6B avec le HCMV, des études récentes ont permis
I’identification d’épitopes immunodominants du HHV-6B qui pourraient permettre la mise en place

de protocoles cliniques dans un futur treés proche.

Les deux protéines du HCMV couramment utilisées pour 1’expansion de lymphocytes T
sont la protéine IE1-HCMV (UL123) et la protéine de tégument phosphoprotéine 65 (pp65 ou
ULS3) qui sont respectivement les homologues de séquences et fonctionnelles des protéines IE1 et
U54 de HHV-6B. En effet, les deux protéines IE1 sont capables d’antagoniser la réponse immune
innée des IFN-I et d’agir au niveau des corps nucléaires, alors que les protéines de téguments pp65
et U54 ont des activités transactivatrices capables d’induire le cycle viral. Suivant ces observations,
il est devenu légitime de rechercher des peptides immunodominants de HHV-6B a partir des
protéines homologues du HCMV. De nos jours, concernant la réponse anti-HCMYV, beaucoup de
peptides restreints a différents alleles HLA ont été découverts et sont utilisés pour I’expansion

clonale de cellules T afin de prévenir les réactivations virales.
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En 1998, Kern et al ont mis au point une technique permettant, a partir de la séquence
d’acides aminés compléte d’une protéine, d’identifier les peptides reconnus par des clones de
cellules T [396]. Cela consiste a concevoir des peptides chevauchants qui vont recouvrir la
séquence protéique au complet, d’établir des pools avec ces peptides et de tester tous ces différents
meélanges sur des PBMC ou cellules T. Suivant la stimulation des cellules avec les pools de
peptides, la réponse IFN-y des cellules T CD4+ ou T CD8+ est évalulée par cytométrie en flux. Au
final, sont identifiés comme peptides immunodominants ceux qui sont capables d’induire une
réponse IFN-y en étant présents dans 2 pools différents et que 1’on peut croiser par 1’étude dite « en
2 dimensions ». Tout de méme, il est important de confirmer que ces clones T stimulés et qui auront
été sélectionnés pour 1’expansion ex vivo possédent bien une activité cytotoxique contre des cellules
infectées par le pathogéne que 1’on veut éliminer ou contenir. Depuis, ce protocole a été utilisé pour
identifier des épitopes de nombreux pathogeénes et a pu permettre les premiéres caractérisations
concernant HHV-6B, notamment par Gerdemann et al. qui ont été capables d’identifier des peptides
9 mer immunodominants de la protéine IEI1 restreints aux alleles HLA-B*40 [134]. De plus,
d’autres travaux ont permis de mettre en évidence des réponses immunitaires T CD4+ et T CD8&+
spécifiques a plusieurs protéines du HHV-6B telles que IE1, U54, Ul1, Ul4 et U71 [134,144]. 1l est
donc primordial de continuer ce type de recherche, et notamment d’identifier des épitopes restreints
pour les alleles HLA les plus communs dans la population afin d’élargir au maximum le nombre

d’individus qui seraient candidats a un protocole d’immunothérapie adoptive anti HHV-6B.

1.7.6 Création d’un pool de peptides immunodominants multivirus

11 est maintenant clair que chez les personnes immunodéprimées, toute une batterie de virus
sont capables de se réactiver et d’étre associés a 1’établissement de pathologies trés graves pouvant
aboutir a la mort du patient. Il est également admis que ces pathogenes, lorsqu’ils réactivent,
provoquent des pathologies communes. C’est pour cette raison que des protocoles visant a expandre
des clones de CTL spécifiques a plusierus virus en méme temps ont été développés afin de les
réinjecter au patient. Ces protocoles permettent un gain de temps et de faisabilité en favorisant la
multiplication de beaucoup de clones T a parir d’une seule culture. Par exemple, Leen et al. ont ont
réussi a mettre en place un protocole permettant la génération de CTL en utilisant des APC
artificelles restreintes pour un HLA donné capables de présenter des peptides immunodominants du
HCMYV, de ’EBV et de plusieurs sérotypes d’AAV-2 a partir d’une seule culture cellulaire
[386,397]. Au total, onze lignées cellulaires T cytotoxiques spécifique a de multiples virus ont été

réinjectés aux patients immunodéprimés comme prophylaxie. Les résultats obtenus ont démontré
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une efficacité des cellules T capable de reconnaitre un antigéne in vivo de s’expandre et d’agir
contre la cellule infectée alors que les autres populations spécifiques a d’autres virus restaient «
discrétes ». Ainsi, tous les patients chez qui une activité virale avait ét¢ mesurée provoquée par le
HCMV, EBV ou ’AAV-2 ont eu une réduction rapide du titre viral et une résolution des
symptomes en fonction de I’expansion clonale suivant la réinjection. Ce genre de protocoles dérivés
d’une monoculture de CTL multispécifiques semblent sirs, fiables et efficaces et seraient une
alternative de premier choix dans le la prévention et le traitement des réactivations virales par

transfert adoptif.

De par son impact de plus en plus important en médecine, il est primordial que HHV-6B
soit enfin considéré comme un pathogéne potentiellement trés dangereux chez les patients
immunodéprimés et que des protocoles d’immunothérapie adoptive soient mis au point a partir de

clones de CTL anti-HHV-6B et d’étendre les pools de peptides multivirus a ce pathogéne.
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2. Développement

Notre laboratoire s’est spécialisé depuis plusieurs années dans la caractérisation des
mécanismes d’évasion immunitaire des virus herpétiques HHV-6 et HHV-8 permettant
I’identification de protéines virales abrogeant la voie des IFN-I. Les herpésvirus humains sont parmi
les pathogenes possédant le plus bel arsenal protéique leur permettant de coloniser leur hote tout au
long de leur vie. Malgré tout, les mécanismes utilisés pas HHV-6 ne sont pas forcément bien
caractérisés. Par exemple, on sait que le virus peut abroger la présentation antigénique en dérégulant
I’expression a la surface des cellules de HLA-I. Il peut également synthétiser une chimiokine virale
(U83) qui va moduler le recrutement des cellules au lieu de I’infection, ou encore la protéine U24,
qui va inhiber I’expression du CD3 4 la surface cellulaire et donc inhiber 1’activation des cellules T.
Il y a pres de 20 ans, le Dr. Louis Flamand a rapporté la suppression de la synthése de I’IL-2 dans
des lymphocytes T CD4+ infectés par HHV-6 permettant de mettre a jour un mécanisme d’évasion
immunitaire trés important par HHV-6 qui est capable d’abroger une cytokine clé dans I’immunité
adaptative cellulaire. Dans nos travaux, nous avons identifié la protéine U54 comme responsable de
cette suppression ainsi que le mécanisme d’action permettant d’empécher les cellules infectées de
se défendre. Nous avons par la suite testé I’'impact de cette protéine dans le cancer du sein, dont la
progression est dépendante du mécanisme inhibé par U54. De plus, US54 a été caractérisé comme
une protéine immunogene pouvant servir de cible pour I’expansion clonale de CTL pouvant étre
réinjectées dans un patient dans un traitement d’immunothérapie adoptive. Ce type de traitement
existe déja pour traiter un autre virus de la sous-famille des B-herpésvirus qui est le HCMYV, et une
des protéines cibles permettant I’expansion clonale cellulaire est la protéine IE1, homologue de la
protéine IE1 de HHV-6. C’est donc a partir de ce postulat que nous avons entrepris 1’identification
de peptides immunodominants de cette protéine IE1 pour pouvoir établir les bases d’un traitement

par transfert adoptif de CTL anti-HHV-6 chez les HSCT.

2.1 Objectifs

Les différents travaux présentés dans ce manuscrit décrivent les roles de deux protéines
virales ayant un rdle dans I’évasion immunitaire ou le ciblage de peptides immunogénes pour
d’éventuels traitements: U54 et IE1. Tout d’abord, nous avons voulu identifier la protéine de
structure impliquée dans I’inhibition de la synthése d’IL-2 et ainsi décrire le mécanisme de
I’observation faite 20 ans auparavant a partir d’un virus HHV-6 sauvage. Au sein du laboratoire,

nous possédions quatre vecteurs d’expression codant pour des protéines de tégument du virus Ul1,
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U30, U31 et U54 et nous avons voulu vérifier si une de ces quatre était capable d‘abroger cette
expression du géne de I’JL-2. Apres avoir identifiée une des protéines candidates, nous avons voulu
caractériser le mécanisme qui aboutit a I’abrogation de la transcription génique. La protéine US54
était jusqu’a présent caractérisée comme un transactivateur permettant d’induire le cycle réplicatif
du virus. En démontrant qu’elle peut antagoniser la voie CaN/NFAT, nous avons décidé de voir si
US54 pouvait également agir dans des cellules de cancer du sein dont la progression est dépendante
de cette voie de signalisation. De plus, U54 ayant été caractérisée comme immunogéne dans
plusieurs études, et, étant I’homologue de la protéine pp65 du HCMV, nous avons émis I’hypothése
qu’U54 pourrait donner un double avantage contre le cancer du sein en faveur d’une thérapie par
transfert adoptif de CTL. Enfin, nous avons travaillé sur la protéine IE1 et identifi¢ des épitopes
immunodominants pouvant servir de base a un éventuel traitement d’immunothérapie anti-HHV-6
pour controler ou combattre une réactivation virale chez des gréffés ou transplantés d’organes
solides. Cette derniére partie de nos travaux a été motivée par le fait que la protéine IE1-HCMV
était 1’homologue de la protéine IE1-HHV-6B, donc qu’elles peuvent partager les mémes
caractéristiques. Mais surtout, dans une étude antérieure, il avait été prouvé qu’une forte immunité
anti-IE1-HCMYV chez des transplantés rénaux avait abouti a une meilleure prise de greffe, a une
meilleure fonction de la greffe et a un contréle du HCMV.

En résumé, voici nos différents principaux objectifs:

Objectif 1: Identifier la protéine responsable de I’inhibition de I’expression du geéne de I’/L-2 et le
mécanisme responsable.

Objectif 2: Tester I’effet de la protéine U54 sur la prolifération cellulaire du cancer du sein sur la
lignée MCF-7.

Objectif 3: Identifier des épitopes immunodominants de la protéine IEI restreints aux alleles HLA-

A*02, HLA-A*03 et HLA-B*07.

2.1.1 US54 abroge la transcription du géne de I’IL-2 en dérégulant la voie CaN/NFAT

Cette étude décrit I’identification de la protéine US54 du HHV-6B comme étant inhibitrice
de I’induction du geéne de 1’/L-2. U54 peut inhiber de maniere spécifique 1’activité transcriptionnelle
des facteurs NFAT1 et NFAT2 dans des cellules stimulées pour 1’induction de la transcription
dépendant de NFAT. L’interférence d’U54 avec la voie CaN/NFAT a été caractérisée et son impact
a été démontré sur chaque étape allant de I’intéraction avec la CaN a ’inhibition de la translocation
nucléaire de NFAT et I’inhibition de la transcription du géne de I’/L-2. Nous avons démontré

I’intéraction de U54 avec la CaN, dans un second temps, nous avons caractérisé 1’inhibition de la
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déphosphorylation de NFAT1 et donc ’inhibition de I’activité phosphatase de la CaN en présence
de U54 pour ensuite observer I’abrogation de la capacité des facteurs NFAT a transloquer dans le
noyau. Afin de confirmer ’impact de U54 sur cette voie de signalisation, nous avons nucléofecté
des lignées de lymphocytes T J-Jhan avec U54 et caractérisé par qPCR 1I’inhibition d’environ 90%
de la transcription du géne de I’IL-2 en présence de la protéine virale. Enfin, aprés avoir décrit le
mécanisme d’action, nous avons identifié¢ le motif présent sur U54 responsable de ’intéraction avec
la CaN et donc de 1’abrogation de la voie de signalisation en créant un mutant de délétion du motif
U54193.297 GISIT par U54 30397 GISAA. Nous avons pu prouver que le mutant n’était pas capable
d’avoir les effets inhibiteurs de la protéine U54 sauvage. Les résultats de cette étude sont décrits en

détails dans le chapitre 3.

2.1.2 U54 inhibe la prolifération des cellules de cancer du sein MCF-7

Ces travaux décrivent les propriétés inhibitrices de la protéine US4 du HHV-6B sur la
prolifération cellulaire dans le cancer du sein. A partir des résultats obtenus dans 1’étude précédente,
nous avons voulu évaluer I’impact de la protéine U54 sur le cancer du sein dont la progression est
dépendante de la voie CaN/NFAT. Nous avons tout d’abord vérifi¢ que dans une lignée cellulaire
de cancer du sein MCF-7, U54 inhibe Dl’activit¢ des facteurs NFAT endogenes. Nous avons
¢également observeé, qu’en présence d’U54, les facteurs NFAT1 exogénes transfectés ne sont pas
déphosphorylés, confirmant que 1’activité de la CaN est inhibée. Enfin, nous avons démontré que la
protéine U54 est capable de réduire d’environ 30% la prolifération cellulaire des cellules MCF-7 de
sein alors qu’elle n’a aucun effet sur la prolifération de cellules 293T dont la prolifération est

indépendante de NFAT. Les résultats de cette étude sont décrits en détails dans le chapitre 4.

2.1.3 Identification d’épitopes immunodominants de la protéine IE1 restreints aux alléles
HLA-A*02, HLA-A*03 et HLA-B*07

Cette étude décrit le processus ayant servi a idenifier des épitopes immunodominants pour
I'expansion clonale de lymphocytes T CDS8+ cytotoxiques contre la protéine IE1 du HHV-6B
restreints aux alléles HLA-A*02, HLA-A*03 et HLA-B*07. Nous avons tout d'abord élaboré des
pools de peptides 15 mer chevauchants recouvrant la protéine IE1 au complet. A l'aide de ces pools,
nous avons pu caractériser une réponse immunitaire cytotoxique de cellules CD3+ CD8+ IFN-y+
anti-IE1 pré-existante chez des donneurs de sang sains a hauteur de 0.06% des PBMC totales
circulantes. Apreés avoir démontré que la protéine IE1 était une cible potentielle, nous avons

identifi¢ de maniére systématique les €pitopes immunodominants a partir de l'identification des
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pools jusqu'a la séquence 9 mer immunogene de chaque peptide restreint pour son alléle HLA.
Chacune de ces étapes de s€lection a été effectuée par 1'expansion clonale de lymphocytes T CD3+
de donneurs sains possédant 1'allele HLA-A*02, HLA-A*03 ou HLA-B*07 par coculture avec des
AAPC exprimant chacun des alléles spécifiques au donneur. Le dépistage des peptides
immunodominants s'est fait par I'évaluation des lymphocytes capables de répondre a un pepide
présenté par les AAPC en relarguant de 1'lFN-y. Enfin, pour confirmer le potentiel cytotoxique des
lymphocytes obtenus suite a l'expansion, nous avons infectés des PBMC de donneurs sains avec un
virus HHV-6B de souche Z29 que nous avons mis en cocoluture avec des lymphocytes T CD3+
stimulées par chacun des différents peptides. Suite a cette coculture, nous avons évalué l'activité de
I'enzyme lactate déhyrogénase, témoin d'une activité cytolytique. En conclusion, nous avons été
capables d'identifier 6 peptides dont trois restreints au HLA-A*02, deux au HLA-A*03 et un au
HLA-B*(07 favorisant 1'expansion de CTL ayant la capacité de lyser des cellules infectées par HHV-

6B. Les résultats de cette étude sont décrits en détails dans le chapitre 5.
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Le chapitre 3 contient le texte de I’article intitulé « Inhibition of interleukin-2 gene expression by
human herpesvirus 6 U54 tegument protein » écrit par Ilampietro M, Morissette G, Gravel A,

Flamand L. L’article a été soumis au journal Plos pathogens en 2013.

Chapitre 3: U54 inhibe D’activité de la CaN et inhibe la voie de signalisation du facteur de
transcription NFAT et I’expression du géne de I’/L-2

HHV-6 est un pathogeéne ubiquitaire infectant plus de 95% de la population mondiale et pouvant
persister tout au long de la vie de I’hote. Comme tout virus herpétique, il exerce une batterie de
stratégies d’évitement du systéme immunitaire en dérégulant et en abrogeant les mécanismes de
défenses cellulaires directement ou indirectement. Afin d’élargir les connaissances concernant la
relation hote-pathogéne par HHV-6, nous avons étudié I’impact du virus sur la synthése de I’'IL-2.
En transfectant de maniére transitoire plusieurs protéines de tégument du HHV-6B, nous avons
identifié la protéine U54 comme un inhibiteur de 1’activité endogéne ou transitoire des facteurs de
transcription NFAT. La protéine est capable d’inhiber la voie CaN/NFAT et I’expression du geéne
de I’/L-2 suivant la stimulation des cellules par des activateurs de la voie calcique TPA/ionomycine.
Grace a son motif U54593.597 GISIT, la protéine virale est capable de lier CaN et d’inhiber son
activité phosphatase sur NFAT, qui ne peut donc se retrouver sous sa forme active. Ensuite, NFAT
reste sous sa forme hyperphosphorylé dans le cytoplasme et n’est pas transloqué a I’intérieur du
noyau aboutissant ainsi a I’inhibition de 1’expression des genes dépendant de cette voie, dont le
gene de I’/L-2. Fondamentalement, ces résultats caractérisent le mécanisme par lequel la protéine
structurale du tégument du HHV-6B U54 est un suppresseur de la synthese de I'IL-2, cytokine clé
dans I'immunité adaptative, et favorise I’induction d’un environnement favorable a sa persistence

au sein de I’hote.
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ABSTRACT

Human Herpesvirus 6B (HHV-6) is a ubiquitous pathogen causing life-long infection in
approximately 95% of humans worldwide. To persist within its host, HHV-6B developed several
immune evasion mechanisms such as latency during which minimal proteins are expressed and also
by disturbing innate and adaptative immune response. The primary cellular targets of HHV-6B are
CD4+ T cells. Previous studies by Flamand et al. reported on the capacity of HHV-6, as well as
UV-irradiated virus to inhibit interleukin-2 (IL-2) synthesis in CD4+ lymphocytes suggesting viral
structural components could be responsible for this effect. In the present study, we have identified
the U54 tegument protein as a protein capable of inhibiting IL-2 expression. We demonstrated that
US54 binds the calcineurin (CaN) phosphatase enzyme, causing improper dephosphorylation and
nuclear translocation of nuclear factor of activated T cells (NFAT) proteins, resulting in sub-optimal
IL-2 gene transcription. The U54 GISIT motif (aa 293-297), analogous to the NFAT PxIXIT motif,

was identified as important for inhibition of NFAT activation. .

INTRODUCTION

Herpesviruses are among the most successful viral pathogens infecting humans. Following
the primary infection, a life-long relationship is established with the virus residing in a state of
dormancy (latency) with episodic reactivation that can lead to severe complications depending on
the immune status of the individual. Two human herpesviruses increasingly recognized as a
medically relevant pathogens are human herpesvirus 6A (HHV-6A) and HHV-6B. Due to
biological, epidemiological and diseases association differences [1], the International Committee on
Taxonomy of Viruses recently classified HHV-6A and HHV-6B, belonging to f-herpesvirinae
subfamily, as two distinct viruses [2]. HHV-6A was first isolated from AIDS patients and subjects
with lymphoproliferative disorders [3] while HHV-6B was first isolated from a healthy subject from
Zaire [4]. HHV-6B is the etiological agent of the sixth infantile eruptive disease known as roseola

[5] and an increasingly recognized problem in hematopoietic stem cell transplantation where HHV-
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6B reactivation is often linked with encephalitis, especially when the source of stem cells is cord

blood [6]. The epidemiology and diseases association with HHV-6A are less clear.

HHV-6A and HHV-6B primary target cells are CD4" T lymphocytes [7,8]. The
immunomodulatory impacts of HHV-6 infection on T cells functions have been studied in some
details. HHV-6 infection is associated with downregulation of CD3 expression [9], de novo
induction of CD4 expression on CD8+ T cells [10] through activation of the CD4 promoter [11],
induction of cytokines (IL-10) [12], chemokines (RANTES) [13], inhibition of interferon
production [14] and type 1 interferon signaling [15], induction of T regulatory type 1 cells [12],
inhibition of T cell lymphoproliferative response [16] [17] and IL-2 synthesis [16]. Some of these in
vitro effects have also been observed under in vivo conditions. For example, in patients who
received allogenic bone marrow transplantation, active HHV-6 infection, as revealed by the
presence of plasma viremia, was associated with lymphocytopenia and detective T-cell proliferation

to recall antigens [18].

The development of a specific and efficient T cell response is a key for the generation of a
robust immunity against any viruses. The clonal expansion of T cells in response to T cell receptor
(TCR) engagement is intimately linked to the cell’s ability to synthesize, secrete and consume IL-2,
the main T cell growth factor [19,20,21]. TCR signaling induces AP-1, increases the levels of
active NF-xkB p65/rel and calcium resulting in calmodulin activation followed by CaN-mediated
dephosphorylation of NFAT, promoting its translocation into the nucleus. NFAT, in conjunction
with constitutive factors such as OCT-1, bind to specific sites in a cooperative fashion the 1L-2
promoter, resulting in /L-2 gene transcription [22,23,24]. Introduction of mutations that abolish
NFAT binding to the two high-affinity NFAT-binding sites results in a dramatic reduction in
promoter activity [25]. Furthermore, low doses of the immunosuppressants cyclosporin A (CsA)
and FK506, which inhibit the phosphatase activity of CaN and thus the nuclear translocation of

NFATs, also block /L-2 gene expression. These results show that the induction of the /L-2 gene
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transcription in T cells depends critically on the activity of NFAT factors [26,27,28].

Flamand et al first reported that HHV-6 infection of T cells is associated with IL-2 gene
transcription inhibition [16]. Their results clearly showed that viral infectivity was dispensable for
IL-2 inhibition, indicating that viral attachment to the cellular receptors or an immunosuppressive
protein present within the virion could be responsible for the observed effects. In the present study
we have analyzed the ability of Ul1 and U54, two HHV-6 virion tegument proteins, at causing /L-2
gene transcription inhibition. Our results indicate that US54, but not Ul1, efficiently inhibits IL-2
promoter activation. By physically interacting with CaN, U54 prevents the dephosphorylation of
NFAT by CaN blocking its nuclear translocation and subsequent IL-2 promoter activation. The
GISIT (aa 293-297) motif within U54, analogous to the PXIXIT motif present within NFAT family
members and where calcineurin docks [29,30,31], is partially accountable for U54’s inhibitory
effects. Lastly, our results indicate that U54 is a secreted protein that can penetrate in uninfected

bystander cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines

Human embryonic kidney 293T (293T) and Hela cell lines were obtained from ATCC and cultured
in DMEM medium supplemented with 10% HI-FBS, HEPES, non essential amino acids (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO), sodium pyruvate (Wisent, Montreal, QC) and plasmocin (5 pg/ml)
(Invivogen, San Diego, CA). The J-Jhan human T cell line was cultures in RPMI-1640 supplmented

with 10% HI-FBS.

Plasmids
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The sequence coding for the tegument protein US54 of HHV-6 Z29 strain (HHV-6B) was amplified
from viral DNA using primers Us4 forward 5’-
TACAAGTCCGGACTCAGATCTATGCAACCCGCCACTCTA -3’ and US54 reverse 5’-
GTTATCTAGATCCGGTGTCAATGGTGATGGTGATGATG -3’ by PCR. After PCR, U54 1.6
kb band was isolated and digested with BamHI/Xhol. Then, the insert was subcloned into TOPO2.1
vector (Invitrogen, Burlington, ON) into the BamHI/Xhol sites. Finally, the U54 insert was digested
with BamHI/Xhol and inserted into the BamHI/Xhol sites of the pcDNA4TO/Myc-His A (4TO)
(Invitrogen, Burlington, ON) vector in frame with Myc tag to generate the pcDNA4TO-U54-Myc
vector (4TO-U54). By the same procedure, U54 sequence was inserted into the pcDNA4TO-
mcherry (4TO-mcherry) vector to generate pcDNA4TO-U54-mcherry (U54-mcherry) vector. Site-
directed mutagenesis was used to mutate IT (aa 296-297) of U54 to AA (aa 296-297) to yield 4TO-
US54mut vector. The U54 sequence was also double digested by BspEI/Xhol and isolated from the
4TO-U54 vector and then inserted into a pENTR4-eGFP (Invitrogen, Burlington, ON) plasmid with
BspEl/Sall. Then, pENTR4-eGFP-U54 was recombined with the pLentiCMV hygro DEST vector
(Addgene plasmid #17454) by using the Gateway LR Clonase Il enzyme mix (Life Technologies
inc) to yield the pLentiCMV hygro-eGFP-U54 (GFP-U54) vector. The sequence coding for the
tegument protein Ul1l of HHV-6 Z29 strain was amplified from viral DNA using primers Ul1
forward 5’- GGATCCGATTTGAAAGCGCAGTCGATCCCG -3’ and Ull reverse 5’-
CTCGAGTCACGACGCGATCACTGACTTGTC -3’ by PCR. After PCR, Ul1 2.5 kb band was
isolated and digested with BamHI/Xbal. Then, the insert was subcloned into pENTR4-FLAG vector
(Invitrogen, Burlington, ON) into the BamHI/Xbal sites. Finally, pENTR4-Ul11-FLAG was
digested with BamHI/EcoRV and isolated U11-FLAG sequence was blunted on BamHI strand
before being subcloned into 4TO vector into EcoRV site to generate the pcDNA4TO-U11-FLAG
vector (4TO-U11). The pcDNA His-Max A-IE2 (IE2) [32] and pZVHI14 [33] were described
previously. The pAP-1-Luc, pNF-xB-Luc, pCRE-Luc were obtained from Stratagene (Mississauga,

ON), pCLN15deltaCX (IL-2-Luc) and p-NFAT-Luc (NFAT-Luc) were described previously [34].
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Plasmids pREP4-NFAT1 (REP-NFAT1), pREP4-NFAT2 (REP-NFAT2) containing NFAT1 or
NFAT?2 coding sequences were described in previous work [35]. The sequence coding for NFATI
was amplified from REP-NFATI using primers NFATI1 forward 5’-
GTACCGCGGGCCCGGATGAACGCCCCCGAGCGG -3 and NFATI reverse 5°-
GTTATCTAGATCCGGTGTTACGTCTGATTTCTGGCAGGAGGTC -3 and isolated by
digesting REP-NFAT1 vector with BamHI. Then, the insert was subcloned into the BamHI site of
the peGFP-C3 plasmid to generate peGFP-C3-NFAT1 (NFAT1-GFP) vector. Plasmid peGFP-C1-
NFAT2 (NFAT2-GFP) coding for NFAT2-GFP was obtained from Novus biologicals (Oakville,
ON).

Drugs

Cyclosporin A (CsA) (LC Laboratories, Woburn, MA) is used as a calcineurin inhibitor. lonomycin
(Sigma, Saint Louis, MO) is a Ca®" ionophore used as a mobile ion carrier for Ca*". TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate) (Sigma, Saint Louis, MO) is a phorbol ester that binds and
activates protein kinase C that will subsequently target and activate AP-1 and NF-kB transcription

factors.

Luciferase assays

293T cells were seeded at 1,25x10° cells per well in 12 well plates (Sigma Aldrich, Saint Louis,
MO) 24h later, cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, 4TO-U54mut, REP-NFATI,
REP-NFAT2, NFAT-Luc and IL-2-Luc using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON)
and incubated at 37°C for 48h. Cells were then stimulated with TPA 25 ng/ml and ionomycin 0,5
uM for 24h before being lysed with lysis buffer 1X and cell lysates assayed for luciferase activity
using a luminometer (Dynex Technologies, Chantilly, VA).BCA protein assays (Thermo Scientific,
Waltham, MA) were used for normalization. J-Jhan cells (5x10°) were were transfected with 4TO,
4TO-U54 and IL-2-Luc using the T-008 program of Amaxa Nucleofector II system (Lonza,

Mississauga, ON) and maintained in RPMI1640 medium at 37°C for 48h. Cells were stimulated
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with TPA 25 ng/ml and ionomycin 0,5 pM for 16h before being lysed and assayed as described

above for 293T cells.

Western blot analysis

293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, 4TO-U54mut, REP-NFAT1 or REP-
NFAT?2 plasmids using Lipofectamine 2000. To evaluate protein expression, cells were lysed in
Laemmli lysis buffer 2X and boiled for Sminutes before centrifugation 1min at 13000rpm. The 52
kDa U54 and US54mut proteins were detected using a mouse monoclonal mouse anti-Myc(clone
9E10).The 100 kDa U11 protein was detected with a mouse monoclonal anti-D-tag (FLAG) (ABM,
Richmond, BC), the 140 kDa NFATI1 detected with a mouse monoclonal anti-NFAT1
(25A10.D6.D2) (Novus Biologicals, Oakville, ON), the 110 kDa NFAT2 detected with a mouse
monoclonal anti-NFAT2 (SC-7294) (Santa Cruz, Santa Cruz, CA) and the 43 kDa B-actin

detectedwith a mouse monoclonal anti-B-actin (Sigma, Saint Louis, MO).

Co-ImmunoPrecipitaion assays

293T cells were seeded at 1,25x10° cells per well in 12 well plates and maintained in DMEM
medium described above for 24h. Cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, 4TO-
U54mut and REP-NFAT1 plasmids using Lipofectamine 2000 for 48h. Cells were then stimulated
with TPA 25 ng/ml and ionomycin 0,5 uM for 15 min before being lysed with 500 ul of RIPA lysis
buffer supplemented with a cocktail of protease inhibitors (Thermo Scientific, Ottawa, ON) for 30
minutes at 4°C. Lysates were centrifuged at 10000 rpm at 4°C for 10 minutes and 450 pl of
supernatants were collected for next step while 50 ul were added to Laemmli buffer 2X as total
extract to evaluate expression of proteins of interest. Supernatants were incubated with rotation with
anti-Myc, anti-FLAG, or anti-CaN (Novus Biologicals, Oakville, ON) monoclonal antibodies for 1h

at 4°C before adding protein G agarose beads (Pierce, Rockford, IL) for an overnight incubation at
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4°C. Beads were centrifuged at 10000 rpm at 4°C and washed with RIPA buffer four times and

resuspended in 50 pl of Laemmli lysis buffer 2X for western blot analysis.

Microscopy

Fluorescence microscopy assay: HeLa cells were plated at 1x10° cells in 35 mm® dishes and
maintained in DMEM medium described above at 37°C for 24h. Cells were transfected with 4TO-
mcherry, U54-mcherry, eGFP, NFAT2-GFP and NFAT1-GFP plasmids using Lipofectamine 2000
for 48h. Then, cells were stimulated with TPA 25 ng/ml and ionomycin 0,5 uM for 15 min. 293T
cells were at 1x10° cells in 35 mm® dishes and maintained in DMEM medium at 37°C for 48h.
Then, supernatants harvested from previously transfected 293T cells with GFP, GFP-U54, 4TO-
mcherry and U54-mcherry were cultured with fresh 293T cells for 16h. Finally, images were
captured by a CoolSNAP HQ camera mounted on an Olympus BX-51 upright microscope using a
40X or 60X UPlan Apo objective, and processed with ImagePro 4.5.1 software (Media Cybernetics,

Silver Spring, MD) before being analyzed GFP and RFP fluorescence.

Live cell assay: HeLa cells were plated at 1x10° cells in 35 mm® dishes and maintained in DMEM
medium at 37°C for 24h. Cells were transfected with 4TO-mcherry, U54-mcherry and NFAT2-GFP
plasmids using Lipofectamine 2000 and maintained in DMEM at 37°C for 48h. Following
incubation, cells were put inside an environmental LiveCell room (Pathology Devices, Westminster,
MD) at 37°C containing 5% CO,. Images were captured with a confocal spinning disc WaveFX
micrscope (Quorum technologies, Guelph, ON) with a EM-CCD ImageEM C9100-13 camera
(Hamamatsu photonics, Boston, MA) using a 20X HC Plan Apo 20X/0.70 Ph2 objective (Leica,
Allendale, NJ). Images (GFP and mCherry) were captured before and every two minutes for 2h
after TPA 25 ng/ml and ionomycin 0,5 uM. Images were analyzed using Volocity 5.2.1 software
(PerkinElmer, Woodbridge, ON) to make a movie with the obtained images as well as for the

quantification nuclear GFP fluorescence.
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RT-PCR assay

J-Than cells were transfected at 5x10° cells per condition with 4TO or 4TO-U54 using the T-008
program of Amaxa Nucleofector system (Lonza, Mississauga, ON) and maintained in RPMI1640
medium described above at 37°C for 48h. Then, cells were stimulated with TPA 25 ng/ml and
ionomycin 0,5 uM for 6h before being harvested and RNA extracted using Qiazol lysis reagent
(Qiagen, Gaithersburg, MD). Retrotranscription (RT) into cDNA was carried out as described by
Jaworska et al [14] One-tenth of the cDNA was used for real time PCR as decribed by Jaworska et
al [15]. The primers used for IL-2 detection were 5’- GAA TCC CAA ACT CAC CAG GAT GCT
C -3’ and IL-2 reverse 5’- TAG CAC TTC CTC CAG AGG TTT GAG T -3’ and GAPDH was used

for normalization as described [14].

Fluorescence microplate assay

293T cells were transfected at 2x10° cells per condition with GFP, GFP-U54, 4TO-mcherry or U54-
mcherry using Lipofectamine 2000 and maintained in DMEM medium described above for 48h.
Then, supernatants were harvested and fluorescence released into supernatants were evaluated for

GFP or RFP by using a Infinite 200 Pro Nanoquant microplate reader (Tecan, Morrisville, NC).

Statistical analysis

Experimental groups were compared using a one-way ANOVA followed by a Bartlett’s test to show
if the variances differed significantly followed by a Boneferonni’s multiple comparison test. Results
were considered significantly different when P < 0.05. Experimental groups were also compared
using a two-way ANOVA followed by a Boneferonni’s multiple comparison test. Results were

considered significantly different when P < 0.05.
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RESULTS

Characterization of U54 tegument protein as inhibitor of 7L-2 gene transcription

Results published by Flamand et al suggested that HHV-6 virion component(s) werelikely
be responsible for inhibition of /L-2 gene expression [16]. We tested whether U1l or U54, two
HHV-6 tegument proteins, could inhibit the expression of a luciferase reporter construct whose
expression is dependent on the activation of NFAT, transcription factors essential for /L-2 gene
transcription. 293T cells were transfected with NFAT-LUC reporter and control (4TO), 4TO-U54
or 4TO-U11 expression vectors. Forty-eight hours later, cells were stimulated with TPA/ionomycin
for an additional 24h after which the luciferase activity was determined. As determined in the first
experiment, TPA/ionomycin treatment efficiently activated endogenous NFAT resulting in a 7.5x
fold increase (P < 0.0001) on luciferase activity (figure 1A). When cells were transfected with a
US54 expression vector, luciferase activity was reduced by more than 95%, equivalent to levels on
non-activated cells (P < 0.0001). Expression of Ul1, a second HHV-6 tegument protein, had no
significant effect of luciferase activity. Expression of both U54 and U11 proteins was monitored by
western blot analysis (figure 1B). To determine if this effect of U54 is specific for NFAT, we tested
whetherU54 affected the expression of reporter genes driven by NF-xB, AP-1 and cyclic AMP
responsive element (CRE). Cells were transfected with U54 expression vector orknown HHV-6
transactivators including the immediate-early 2 protein (IE2) and pZVH14 plasmid containing the
U30 and U31 ORFs. In contrast to NFAT regulated promoters that are inhibited by US54, reporters
responsive to AP-1 (figure 1C), CRE (figure 1D) and NF-«xB (figure 1E) were activated 2.5x fold to
5x fold by U54.The pZVH14 and IE2 activated these reporters 50x to 400x fold. These results
suggest that U54 interferes specifically with the expression of genes that are regulated through

NFAT transcription factors.

Considering that 293T cells are non-lymphoid cells lacking NFAT1 and NFAT2 expression

(figure 2B and [36]), the main transcription factors associated with IL-2 gene transcription, we have
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repeated these experiments in the presence of ectopically-expressed NFAT1 and NFAT2. As
presented in figure 1, in the absence of NFAT1 or NFAT2 expression, the NFAT-LUC reporter is
minimally activated by TPA/ionomycin treatment. Such increase on NFAT-LUC activity is
abrogated by U54 expression (P < 0.0001) (figure 2A). When NFAT1 or NFAT?2 are expressed, the
NFAT-LUC activity increases more than 900x folds in response to TPA/ionomycin treatments (P <
0.0001). In the absence of TPA/ionomycin treatment, the NFAT-LUC reporter was minimally
activate (not shown). When NFAT1 or NFAT2 was co-expressed with US4, luciferase activity was
reduced by more than 90% (P < 0.0001). Western blot analysis indicates that all proteins were
efficiently expressed and that U54 had no significant impact on NFAT1 or NFAT2 expression

(figure 2B).

We next repeated the experiment presented under figure 2A using a luciferase reporter
construct driven by the more complex IL-2 promoter rather than the simpler NFAT-LUC reporter.
As for NFAT-LUC, in the absence of NFAT1 or NFAT2 expression the IL-2 promoter was minimal
(figure 3A). In the presence of ectopically-expressed NFAT1 or NFAT2, the IL-2-LUC reporter
was activated approximately 15x folds following TPA/ionomycin treatment (P < 0.0001). In the
presence of U54, the IL-2-LUC reporter activity was significantly inhibited (P < 0.0001). Western
blot analysis indicates that all proteins were efficiently expressed and that U54 had no significant

impact on NFAT1 or NFAT2 expression (figure 3B).

U54 protein interacts with calcineurin phosphatase enzyme that regulates NFAT activity

We analyzed the amino acid sequence of U54 and identified a motif (GISIT) that bears
resemblance to the conserved PxIXIT motif (where x represents polar residues) present within
NFAT family members. Considering that a peptide with the sequence VIVIT acts a potent inhibitor
of NFAT activation [31], we surmised that the GISIT motif within U54 could be responsible for

NFAT inhibition. Furthermore, knowing that the PxXIXIT motif represents the CaN docking site
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[29,30,31], we hypothesized that U54 might physically interact with CaN. Cells were transfected
with control or Myc-tagged 4TO-U54 expression vector. In parallel, cells were transfected with
REP-NFATI1 or FLAG-tagged 4TO-U11 expression vectors as controls. After 48 hours, cells were
stimulated with TPAlionomycin for 15 min and then endogenous CaN was immunoprecipitated
using anti-CaN antibodies and protein G agarose beads followed by western blot analysis using
anti-myc antibodies. The results obtained indicate that US54 co-immunoprecipitated with CaN
(figure 4A) while Ul1 did not (figure 4B). We next tested whether U54 might interact with
NFATI1. To do this, NFAT1 was expressed in the absence or in the presence of U54 or Ull, as
control. We separately immunoprecipitated U54 (anti-myc), CaN (anti-CaN) or U1l (anti-FLAG)
and proceeded to do western blot analysis using anti-NFAT1 antibodies. As shown, U54 and Ul1
do not interact with NFAT1 (figure 4C). In contrast, CaN efficiently precipitated NFAT1 following

TPA/ionomycin stimulation (figure 4C).

US54 inhibits phosphatase activity of calcineurin on NFAT

To migrate to the nucleus, NFAT proteins must be dephosphorylated by CaN. Considering
that U54 interacts with CaN, we tested whether US54 might interfere with NFAT dephosphorylation
upon cellular activation. Cells were transfected with NFAT1 expression vector together with a 4TO
control or a 4TO-U54 expression vector. Half the cultures were treated with TPA/ionomycin for 15
min. Cells pretreated with CsA were used as a positive control for inhibition of NFAT
dephosphorylation. As shown in figure 5, under resting condition, NFAT1 was
hyperphosphorylated, as expected. In control transfected cells (4TO), TPA/ionomycin induced the
dephosphorylation of NFAT1. In contrast, in the presence of US54 or CsA, NFATI1 remained

hyperphosphorylated .
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US54 inhibits nuclear translocation of NFAT transcriptional factors

Our results so far indicate that HHV-6 U54 can inhibit the expression of NFAT-regulated
genes. To understand how this might occur, we studied NFAT1-GFP or NFAT2-GFP nuclear
translocation in the absence or in the presence of US4-mcherry. We first confirmed that the U54-
mcherry behaved similarly to U54-myc by demonstrating the inhibition of NFAT-luc activity in
NFAT2/U54-mcherry/NFAT-luc cotransfected cells (figure 6A).Results indicate that following
TPA/ionomycin stimulation 90% of NFAT2 activity is inhibited by U54-mcherry (P < 0.0001).
Then, we transfected HeLa cells with NFAT2-GFP or NFAT1-GFP and mcherry or U54-mcherry
vectors to study NFAT2-GFP or NFAT1-GFP nuclear translocation by fluorescence microscopy.
Under resting conditions, NFAT2-GFP and NFAT1-GFP were mainly cytoplasmic, as expected
(figure 6B and supplementary figure 1). U54-mCherry was detected in both the cytoplasm and the
nucleus. In cells transfected with the mCherry, NFAT2-GFP and NFATI1-GFP efficiently
translocated and accumulated in the nucleus in response to TPA/ionomycin activation. When U54-
mcherry was co-expressed, NFAT2-GFP and NFATI1-GFP remained cytoplasmic following
TPA/ionomycin stimulation (figure 6B). As positive control for inhibition of NFAT2-GFP and
NFATI1-GFP translocation, cells were pre-incubated with CsA prior to stimulation. Under such
circumstances NFAT2-GFP and NFAT1-GFP remained cytoplasmic, as expected. All these results
were confirmed by live cell experiments in which we cotransfected HelLa cells with mCherry
control or U54-mcherry with NFAT2-GFP. Images, movies and intranuclear GFP fluorescence
measurements obtained using these assays (supplementary figure 2A, 2B and 2C respectively)
indicated that in the presence of mCherry, NFAT2-GFP efficiently translocated to the nucleus
during first 5 minutes following TPA/ionomycin stimulation followed by relocalizing to the
cytoplasm. In contrast, in U5S4-mCherry transfected cells, NFAT2-GFP remained cytoplasmic at all

timepoints observed remained cytoplasmic during entire experiment with U54-mcherry. These
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results indicate that HHV-6 U54 inhibits IL-2 gene activation by preventing nuclear translocation of

NFATI1 and NFAT?2.

Involvement of US4 GISIT motif in the interaction with CaN and inhibition of phosphatase
activity

Considering that U54 interacted with CaN, we tested whether the U54 GISIT motif is
responsible for this interaction. We therefore mutated the GISIT motif into GISAA (figure 7A)
based on previous work indicating that mutation of the IT residues within the VIVIT motif was
sufficient to abrogate the inhibitory properties of the VIVIT peptide [31]. To compare the NFAT
inhibitory activity of U54mut relative to U54, we performed a dose-response experiment. Cells
were transfected with a sub-optimal quantity the REP-NFAT1 expression vector (a lesser amount of
this vector was used on purpose to avoid saturating the system), optimal quantity of 4TO control or
NFAT-Luc reporter and varying amounts of 4TO-U54 and 4TO-US54mut expression vectors.
Twenty-four hours after TPA/ionomycin stimulation, the luciferase activity was determined. In cells
transfected with the 4TO control vector, a 7.5x fold increase in NFAT-Luc activity was observed
following stimulation. Transfection of increasing quantities of U54 lead to a dose-dependent
inhibition on NFAT-Luc activity (figure 7B). The U54mut also lead to a dose-dependent reduction
on NFAT-Luc activity but relative to U54, the activity of the mutant is always significantly less
than U54 (P < 0.001 and P < 0.01). A gross estimate indicates that the U54mut is half as potent as
U54. Tegument protein U54 and the US5S4mut were expressed at similar levels as verified by
western blot analysis (figure 7C). These results suggest that the U54 GISIT motif plays a role in

the inhibition of NFAT activation.

US54mut can not inhibit NFAT dephosphorylation as efficiently as US4
We next determined the capacity of U54mut to interct with CaN. Cells were transfected

with control, and both Myc-tagged 4TO-U54 or 4TO-U54mut expression vectors. After 48 hours,
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endogenous CaN was immunoprecipitated using anti-CaN antibodies and protein G agarose beads
followed by western blot analysis using anti-Myc antibodies. The results obtained indicate that U54
co-immunoprecipitated with CaN as expected. The U54mut aloso intereacted with CaN, albeit less

that U54, explaining the partial NFAT inhibitory activity of the US4mut (figure 8A).

Lastly, we tested impact of U54mut on NFAT dephosphorylation. Cells were transfected
with 4TO, 4TO-U54 or 4TO-U54mut expression vectorsand forty-eight hours later, cells were
stimulated with TPA/ionomycin for 15 minutes before being lysed and the proceeding of western
blot analysis. The results revealed that NFAT1 was efficiently dephosphorylated in the presence of
US4mut while remained hyperphosphorylated with U54 or following pretreatment with CsA
(positive control) (figure 8B). These results confirm the importance of the U54 GISIT motif in the

inhibitory effect of this tegument protein on phosphatase activity of CaN.

Inhibition of /L-2 gene transcription by U54 tegument protein in J-Jhan T cell line

Lastly, to validate the above results in a more physiological setting, we evaluated the ability
of U54 at inhibiting /L-2 gene expression in T lymphocytes. Jjan T cells were transfected with 4TO,
4TO-U54 or 4TO-US4mut expression vectors. Forty-eight hours later, cells were treated with
TPA/ionomycin for 6h before being harvested and lysed for the proceeding of RT-PCR assay. As
previously determined, TPA/ionomycin treatment efficiently activated endogenous /L-2 gene
transcription resulting in a 30x fold increase (P <0.05) IL-2 mRNA (figure 9A). When cells
expressed US54, the IL-2 mRNA levels were reduced to those of resting cells (P <0.05) and
comparable to those CsA pretreated cells. These results confirmed the capacity of U54 to abrogate
1L-2 gene expression in T cells, the primary HHV-6 target cell type. Western blot analysis indicates

that all proteins were efficiently expressed (figure 9B).
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Secretion of US54 protein and penetration into bystander cells

Interestingly, during fluorescence microscopy experiments performed in figure 6, we observed RFP
fluorescence in U54-mcherry wells into supernatants leading us to hypothesize a possible capacity
of U54 to be secreted. To determine it, we determined the presence of U54 into supernatants. 293T
cells were transfected with 4TO, 4TO-U54 and 4TO-U11 expression vectors for forty-eight hours.
Then, cell lysates and supernatants were harvested and we confirmed by western blot analysis the
good expression of proteins in cell lysates and we evaluated the presence of secreted proteins into
supernatants. As observed, U54 was specifically secreted from transfected cells while Ul1l
remained strictly intracellular (figure 10A). We repeated the experiment by transfecting 293T cells
with 4TO, GFP, GFP-U54, mcherry and U54-mcherry for forty-eight hours. Images taken from
dishes with transfected cells confirmed the good expression of proteins (supplementary figure 3A
and 3B) Then, supernatants were divided in two parts, one part was used to measure GFP and RFP
fluorescence witnessing protein secretion, and we detected fluorescence only into supernatants from
GFP-U54 (figure 10B) and U54-mcherry (figure 10C) transfected cells. The other part was cultured
with fresh uninfected 293T cells for sixteen hours. Penetration of protein in bystander cells was
determined by fluorescence microscopy for GFP and RFP. The results revealed that GFP-U54
(figure 10D) and U54-mcherry (figure 10E) were able to penetrate bystander cells in little

proportion.

DISCUSSION

Following primary infection of CD4+ T cells into a new host, HHV-6B, the etiologic agent
of Exanthem subitum in children, is able to persist life-long with several reactivations episodes. In
healthy patients, these reactivations are controlled by immune system but can lead to serious

complications in immunocompromised patients. Like all herpesviruses, HHV-6 developed several
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strategies of immune escape by disturbing numerous mechanisms involved in the elimination of
pathogens. Some viral impacts have been reported and demonstrate the capacity of HHV-6 to
disrupt cell defenses on a large scale to take the advantage. HHV-6 infection has been associated
with downregulation of TCR complex by decreasing CD3 expression [9], decrease of cytotoxic
elements with the induction of CD4 expression on CD8+ T cells [10] through activation of the CD4
promoter [11], increase anti-inflammatory cytokines (IL-10) [12], inhibition of innate immune
response by shutdowning interferon [ production [14] and type 1 interferon signaling [15],
induction of anti-inflammatory response by favorising proliferation of T regulatory type 1 cells
[12], inhibiting T cell lymphoproliferative response [16] [17] and /L-2 gene transcription [16]. All
these mechanisms combined in vivo can lead to already observed effects in bone marrow transplant
recipients that became immunocompromised for CMV specific T cell response following HHV-6

reactivation due to lymphocytopenia [18].

Flamand et al described the effect of HHV-6 on [L-2 gene transcription and the
consequences on cell proliferation following CD4" T cells infection [16]. They demonstrated that a
wild-type HHV-6 infectious virus could reduce by approximately 85% the amount of IL-2 mRNA
or cell proliferation, but more surprisingly, similar results were obtained by using heat-inactivated
and UV-irradiated viruses that were unable to replicate and induce viral de novo protein synthesis.
These observations lead us to generate the hypothesis that suppression of /L-2 gene transcription is
caused by a structural component of HHV-6. Structure of all herpesviruses is made of three
components, one external envelope, and two internal genome protections with the tegument and the
nucleocapsid known to liberate their constitutive proteins following viral entry and decapsidation
into infected cell. Tegument proteins of CMV, an other B-herpesvirus, were already described as
potent regulators for viral replication or immunosuppression [37,38] and our work identified HHV-

6 U54 tegument protein as an inhibitor of /L-2 gene expression.

Following TCR activation, induced AP-1 increases NF-kB p65/rel and Ca " release in the
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cytoplasm, the serine|threonine calcineurin phophatase forms a complex with calmodulin and binds
to cytoplasmic phosphorylated form of NFAT (NFATI1-NFAT4) proteins and induce its
dephosphorylation. Then, dephosphorylated NFAT translocate in the nucleus to specifically bind to
DNA in association with other transcription factor as OCT-1 and transcript /L-2 gene [27,39].
Nowadays, IL-2 gene pathway is very well characterized and a lot of strategies to counteract its
modulation are described [39]. There are small molecular inhibitors such as most common CsA or
FK506/FKBP12 that block substrate access to the active centre of CaN [40]. There are also
inhibitory peptides that can be interaction partners of calcineurin and can inhibit its activity. These
peptides, as motif for CaN docking site, can be more specific than CsA or FK506 and their mode of
action are to mask the active centre of CaN like CaNys7.45-AID and CaNyy4.501-AlD peptides [41,42]
or to block CaN-NFAT interaction in the cytoplasm like mNFAT161;-SPRIEIT or VIVIT
peptides [29,31,43]. More recently, some pathogens have also been characterized with a mechanism
allowing them to disrupt IL-2 pathway such as H.pylori expressing VacA protein whose modes of
action are not all CaN-NFAT dependent but inhibits NFAT translocation [44]. More interestingly,
A238L protein of African swine fever virus has been identified as a potent inhibitor of CaN-NFAT
pathway with different mechanisms of action [45]. First, it can inhibit the CREBbp/p300
transactivation leading to the suppression of acetylation and transcriptional activation of NFATI,
NF-kB and c-Jun [46], second it inhibits the activation of JNK [47,48] and third A238L contains a
CaN docking site PxIXIT motif [29,31] in the fragment A238L;s7.,33 PKIIITG that binds to CaN

with high affinity and blocks NFAT dephosphorylation [49].

In this study, we highlighted how U54 of HHV-6 Z29 strain (HHV-6B) inhibited NFAT
activity by disrupting CaN-NFAT interaction. We described these mechanisms of inhibition by
identifying U54593.597 GISIT motif similar to the NFAT major CaN docking site PxIXIT motif
[29,31] allowing U54 to bind to CaN and compete with NFAT. This U54,93,9; GISIT motif is

slightly different from HHV-6 GS strain (HHV-6A used by Flamand et al) U54,93.597 GISTT but its
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higher homology to NFAT PxIXIT motif lead to a better affinity for docking CaN. We described all
the steps by which NFAT activity is blocked due to US54 expression in cells. Following first
experiments that allowed us to identify U54 as the target instead of other tegument proteins Ul1 or
U30 and U31 (pZVH14) (figure 1A, C, D, E, 2A, 3A), we proved the U54-CaN interaction (figure
4A), that lead to the inhibition of NFATI1 dephosphorylation (figure 5) that that could not
translocate in the nucleus (figure 6B). We then mutated U54593.597 GISIT motif into US54 4293297
GISAA and demonstrated a reduced inhibitory effect of the mutant on NFAT transcriptional
activity (figure 7B) or a complete recovery by not disturbing NFAT dephosphorylation when used
at low concentration (figure 8A). Finally, we confirmed it by testing the promotion of /L-2 gene
transcription in a physiological J-Jhan T cell line in the presence of HHV-6B U54 protein that lead
to the inhibition of IL-2 transcripts generation following T cell stimulation (figure 9). Interestingly,
we observed the capacity of U54 to be secreted from transfected cells into the supernatant and be
able to penetrate into bystander cells (figure 10) to possibly exert their inhibitory effect on /L-2
gene and favorise the environment for the virus HHV-6B. Our work described a new mechanism

used by HHV-6 to prevent immune response and take the advantage against its host.

In perspective, NFAT proteins are key elements regulating numerous cell process and
particularly involved in some pathologies such as cancers [50]. It could be interesting and
informative to test U54 expression in cancer cell lines for two reasons. First, to possibly observe an
effect on cell proliferation and second, U54 has already been characterized as an immunodominant
target for HHV-6 [51] and could become a specific marker on tumorigenic cells for an
immunoadoptive therapy protocol attempt [52]. These potential mechanisms need further

investigations.
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LEGENDS

Figure 3.1: U54 inhibits NFAT transcriptional activity

Transcriptional activity of physiological NFAT factors was evaluated in 293T cells by luciferase
assay. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11 and NFAT-Luc reporter
plasmids for 48h before being stimulated or not with TPAJionomycin for an additional 24h. Then
luciferase activity was determined by luciferase assay and normalized with BCA assay (n=9). B)
Western blot analysis confirmed the expression of proteins of interest for each condition tested.
U54-Myc, U11-FLAG proteins were expressed in 4TO-U54 and 4TO-Ull conditions (upper
panels). Beta-actin was included as loading control. C) Transcriptional activity of AP-1, D) CRE
and E) NF-xB were evaluated in 293T cells by luciferase assay. 293T cells were transfected with
4TO, 4TO-U54, pZVH14, 1E2 and either pAP1-Luc or pCRE-Luc or pNF-kB-Luc plasmids for 48h
before being stimulated for an additional 24h. luciferase activity was determined by luciferase assay

and normalized with BCA assay (n=3).

Figure 3.2: U54 inhibits ectopical NFAT1 and NFAT?2 transcriptional activity
Transcriptional activity of ectopical NFAT1 and NFAT2 factors was evaluated in 293T cells by
luciferase assay. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, REP-NAFT]I,

REP-NFAT2 and NFAT-Luc reporter plasmids for 48h before being stimulated or not with

TPA[ionomycin for an additional 24h. Then luciferase activity was determined by luciferase assay

85



and normalized with BCA assay (n=9). B) Western blot analysis confirmed the expression of
proteins of interest for each condition tested. U54-Myc or U11-FLAG proteins were expressed in
4TO-U54 or 4TO-U11 conditions (upper panels) and NFAT1 or NFAT2 proteins were expressed in
REP-NFAT1 or REP-NFAT2 conditions (middle panels). Beta-actin was included as loading

control.

Figure 3.3: U54 inhibits ectopical NFAT1 and NFAT2 activity on IL-2 promoter

Transcriptional activity of ectopical NFAT1 and NFAT2 factors was evaluated in 293T cells by
luciferase assay. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, REP-NFAT]I,
REP-NFAT2 and IL-2-Luc reporter plasmids for 48h before being stimulated or not with
TPAlionomycin for an additional 24h. Then luciferase activity was determined by luciferase assay
and normalized with BCA assay (n=9). B) Western blot analysis confirmed the expression of
proteins of interest for each condition tested. U54-Myc or U11-FLAG proteins were expressed in
4TO-U54 or 4TO-U11 conditions (upper panels) and NFAT1 or NFAT2 proteins were expressed in
REP-NFAT1 or REP-NFAT2 conditions (middle panels). Beta-actin was included as loading

control.

Figure 3.4: U54 interacts with CaN phosphatase enzyme

Interaction between U54 and CaN was evaluated in 293T cells by co-ImmunoPrecipitation (co-IP)
assay. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11 and REP-NFAT1 plasmids
for 48h before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 20 min and lysed with RIPA
lysis buffer. Thereafter, co-IP was performed by immunoprecipitating all conditions by anti-CaN
antibody and then by blotting with anti-Myc antibody. Total extracts were used as control to verify
the good expression of U54. B) Interaction between Ul1 and CaN or U54 was evaluated in 293T
cells by co-IP. 293T cells were transfected by the same 4TO, 4TO-U54 and 4TO-U11 plasmids for
48h before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 20 min and lysed with RIPA

lysis buffer. Then, co-IP were performed by immunoprecipitating US4 condition by anti-Myc
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antibody, Ul1 by anti-CaN antibody and 4TO by anti-FLAG antibody as negative control before
being blotted by anti-FLAG antibody. Total extracts were used as control to verify the good
expression of Ull. C) Interaction between NFATI1 and CaN, US54 or Ul1l was evaluated in 293T
cells by co-IP. 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11 and REP-NFAT1
plasmids for 48h before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 20 min and lysed
with RIPA lysis buffer. Then, co-IP were performed by immunoprecipitating U54 condition by anti-
Myc antibody, NFAT1 by anti-CaN antibody and U11 by anti-FLAG antibody before being blotted
by anti-NFAT!1 antibody. Total extracts were used as control to verify the good expression of

NFATI.

Figure 3.5: U54 inhibits dephosphorylation of NFAT1 protein by CaN

NFATI1 dephosphorylation was evaluated in 293T cells by Western blot assay. 293T cells were
transfected with 4TO, 4TO-U54 and REP-NFAT1 plasmids for 48h before being stimulated with
TPA/ionomycin for an additional 20 min and lysed with Laemmli lysis buffer 2X. As negative
control, we pretreated 4TO condition with CsA. Then, western blot analysis was performed by
blotting each condition with an anti-NFAT1 antibody specific for phosphorylated form of NFAT1
at 140 kDa (upper panel). Western blot analysis confirmed the good expression of U54 by anti-Myc

blotting (middle panel). Beta-actin was included as loading control.

Figure 3.6: NFAT2-GFP nuclear translocation is inhibited in the presence of US4-mcherry

Capacity of the construction U54-mcherry to abrogate NFAT2 transcriptional activity was
evaluated in 293T cells by luciferase assay. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54,
4TO-mcherry, U54-mcherry, REP-NFAT2 and NFAT-Luc reporter plasmids for 48h before being
stimulated or not with TPA/ionomycin for an additional 24h. Then luciferase activity was
determined by luciferase assay and normalized with BCA assay (n=3). B) Nuclear translocation of
NFAT2-GFP was tested in HeLa cell line for fluorescence microscopy assay. Hela cells were

transfected with eGFP, 4TO-mcherry, NFAT2-GFP and U54-mcherry plasmids for 48h before
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being stimulated or not with TPA/ionomycin for an additional 20 min. Then, green Fluorescence
(GFP) was evaluated by FITC (41001) laser with an excitation at 460-500 nm and an emission at
510-560 nm while red fluorescence (m-cherry) was determined by PI (31005) laser with an

excitation at 525-555 nm and an emission at 600-660 nm.

Figure 3.7: GISIT motif on U54 protein is important for interaction with CaN and inhibition

of NFAT dephosphorylation

Mutation of GISIT motif within U54 to characterize the importance of the analogous PxIXIT motif
within NFAT for docking to CaN was evaluated by luciferase assy. A) Schematic representation of
CaN docking sites within NFAT1, U54 and U54mut proteins. B) 293T cells were transfected with
4TO, 4TO-U54, 4TO-U54mut, REP-NAFT1 and NFAT-Luc reporter plasmids for 48h before being
stimulated or not with TPA[ionomycin for an additional 24h. Then luciferase activity was
determined by luciferase assay and normalized with BCA assay (n=9). C) Western blot analysis
confirmed the expression of proteins of interest for each condition tested. U54-Myc or US4mut-
Myc proteins were expressed in 4TO-U54 or 4TO-U54mut conditions (upper panel) and NFATI
protein was expressed in REP-NFAT1 conditions (middle panel). Beta-actin was included as

loading control.

Figure 3.8: US4mut interacts with CaN but minimally compared to US4 and is not able to

inhibit NFAT dephosphorylation

Interaction of US54 or U5S4mut with CaN was evaluated in 293T cells by co-IP assay. A) 293T cells
were transfected with 4TO, 4TO-U54 and 4TO-U54mut plasmids for 48h before being stimulated
with TPA/ionomycin for an additional 20 min and lysed with RIPA lysis buffer. Thereafter, co-IP
was performed by immunoprecipitating all conditions by anti-CaN antibody and then by blotting
with anti-Myc antibody. Total extracts were used as control to verify the good expression of U54

and U54mut. B) NFAT1 dephosphorylation was evaluated in 293T cells by Western blot assay.

88



293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U54mut and REP-NFAT1 plasmids for 48h
before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 20 min and lysed with Laemmli lysis
buffer 2X. As negative control, we pretreated 4TO condition with CsA. Then, western blot analysis
was performed by blotting each condition with an anti-NFAT1 antibody specific for phosphorylated
form of NFATT1 at 140 kDa (upper panel). Western blot analysis confirmed the good expression of

US54 and U54mut by anti-Myc blotting (middle panel). Beta-actin was included as loading control.

Figure 3.9: U54 abrogates IL-2 gene transcription in J-Jhan T cell line

Inhibition of /L-2 gene transcription by U54 was determined in a physiological J-Jhan T cell line for
IL-2 expression by RT-PCR assay. A) J-Jhan cells were transfected with 4TO, 4TO-U54 and 4TO-
US54mut plasmids for 48h before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 6 h and
lysed using Qiazol lysis reagent. Then, cells were RNA extracted and RT was performed to obtain
cDNA that were tested with specific primers to evaluate target transcription. Primers used are 1L-2
forward 5’- GAA TCC CAA ACT CAC CAG GAT GCT C -3’ and IL-2 reverse 5’- TAG CAC
TTC CTC CAG AGG TTT GAG T -3’ while primers used for GAPDH are described in Jaworska et
al[14] . B) Western blot analysis confirmed the good expression of U54 and U54mut by anti-Myc

blotting. Beta-actin was included as loading control.

Figure 3.10: U54 is secreted from transfected cells

Secretion of U54 protein was evaluated in both 293T cells lysates and supernatants by western blot
analysis and GFP or mcherry fluorescence. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54 and
4TO-Ul11 plasmids for 48h. Then, supernatants were harvested and analyzed by western blot to
evaluate U54 or Ul presence by anti-Myc and anti-FLAG blotting. Beta-actin was included as

loading control.

Supplementary figure 3.1 : NFAT1-GFP nuclear translocation is inhibited in the presence of

U54-mcherry
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Nuclear translocation of NFAT1-GFP was tested in HeLa cell line by fluorescence microscopy
assay. HeLa cells were transfected with eGFP, 4TO-mcherry, NFAT1-GFP and US54-mcherry
plasmids for 48h before being stimulated or not with TPA/ionomycin for an additional 15 min.
Then, green Fluorescence (GFP) was evaluated by FITC (41001) laser with an excitation at 460-500
nm and an emission at 510-560 nm while red fluorescence (m-cherry) was determined by PI

(31005) laser with an excitation at 525-555 nm and an emission at 600-660 nm.

Supplementary figure 3.2 : US4-mcherry favors NFAT2-GPF cytoplasmic location

Nuclear translocation of NFAT2-GFP was tested in HeLa cell line by live cell microscopy assay. A)
HeLa cells were transfected with NFAT2-GFP and 4TO-mcherry or — B) U54-mcherry, plasmids
for 48h. An image of the cell culture was taken as control for cytoplasmic NFAT2-GFP location
before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 1h min. During stimulation
timecourse, images were taken every 2 minutes by using lasers with a wavelenght at 491 nm and
561nm. Emission filters are 536/40 nm (GFP) and 593/40 nm (RFP) (Semrock, Rochester, NY).
Following stimulation, images were taken individually every 2 min to make pictures or were
compiled in Volocity 5.2.1 3D image analysis software (PerkinElmer, Woodbridge, ON) to make
movies with ImageJ software (NIH, Bethesda, MD). C) Images from both experiments 4TO-
mcherry/NFAT2-GFP and U54-mcherry/NFAT2-GFP were analyzed with Image] software to
quantify GFP fluorescence following TPA/ionomycin stimulation for 1h. GFP fluorescence
represents intranuclear presence of NFAT2-GFP. Images were selected 3 min before stimulation

and then at 3, 15 and 30 min following TPA/ionomycin adding.
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Figure 7
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Figure 9
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Figure 10

A)
Lysates Supernatants
Myc
FLAG
B-Actin
4TO U54 U111 U54 470 U54 U111 U54
U1 u11

105



Supplementary figure 1
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Le chapitre 4 contient le texte de ’article intitulé « Disturbance of Calcineurin/NFAT pathway
by HHV-6 U54 tegument protein in cancer cell proliferation » écrit par Iampietro M, Gravel A,

Flamand L. L’article a été soumis au journal Journal of virology en 2013.

Chapitre 4: U54 inhibe la prolifération cellulaire d’une lignée de cancer du sein via I’inhibition de la

voie CaN/NFAT

HHV-6 est un des microbes les mieux adaptés a I’organisme humain. En effet, il posséde un panel
de protéines lui permettant de prendre le dessus sur la réponse immunitaire de la personne infectée
et de pouvoir persister tout au long de la vie de I’hdte. Dans le chapitre 3, nous avons identifié la
protéine U54 comme inhibitrice de la voie CaN/NFAT dont la progression du cancer du sein est
dépendante, notamment pour la prolifération cellulaire ainsi que la migration et I’invasion des
cellules tumorales. Dans une lignée de cellule de cancer du sein MCF-7 transfectées par US54, nous
avons pu caractériser une diminution de la prolifération d’environ 30% au bout de 4 jours de
culture. Nous avons également vérifi¢ I’inhibition de la déphosphorylation des facteurs NFAT1
exprimés de maniere transitoire dans les cellules MCF-7 par U54. Cette étude détermine le role
inhibiteur de la protéine U54 sur la prolifération de cellules tumorales, donc un mécansime anti-
cancéreux qu’il serait intéressant d’approfondir. De plus, théoriquement, la transfection de U54
dans des cellules cancéreuses de sein permettrait I’apprétement antigénique de la protéine et ainsi de
pouvoir éliminer spécifiquement ces cellules en cultivant des CTL anti-U54 avec des cellules MCF-

7 présentant les épitopes viraux a leur surface.
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ABSTRACT

Nuclear factor of activated T cells (NFAT) proteins are key regulators involved in multiple
physiological mechanisms such as immune response or cell growth. Selective calcineurin /NFAT
inhibitors already demonstrated their capacity to decrease NFAT-dependent cancer cell progression,
particularly in breast cancer. In this study, we demonstrated the role of U54 tegument protein of
Human Herpesvirus 6B (HHV-6B) in inhibiting MCF-7 breast cancer cell line proliferation by

abrogating NFAT activity.

The family of NFAT transcription factors is composed of five elements (NFAT1-NFATS)
[1,2] ou tof which four of them are regulated by Ca®" (NFAT1-NFAT4) [3,4]. In resting cells,
NFAT proteins are hyperphosphorylated and remain cytoplasmic while following stimulation and
Ca”" release, they become active and enhance a broad range of gene expression in the nucleus [5,6].
To be activated, NFAT proteins interact with the Ca®"/calmodulin-dependent serine phosphatase
calcineurin (CaN) on its CaN specific docking sites PXIXIT or LxVP [7] and are dephosphorylated
on their phosphoserine motifs leading to their nuclear translocation and DNA binding to regulate

multiple cellular process [8,9].

Disorders of CaN/NFAT pathway have already been characterized for leading to
disturbance of adaptative immune response, cell differentiation or cell proliferation [10]. Nowadays,
some selective inhibitors are known to prevent CaN/NFAT interaction [11] and subsequent NFAT
activation. These incude drugs like cyclosporine A (CsA) [12] and FK506 (Tacrolimus) [13] or
inhibitory peptides similar such as VIVIT, resembling NFAT PxIxIT CaN docking site,are
effective CaN inhibitors[14,15]. Proteins expressed by pathogens, such as A238L protein of African
swine fever virus that possesses a motif similar to PXIXIT (A238L,g.213) also inhibit CaN [16,17].
Recently, [ampietro et al identified HHV-6B U54 tegument protein, also possessing a GISIT,93.97

CaN binding domain inhibiting CaN/NFAT interaction and preventing NFAT activation and
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subsequent /L-2 gene expression (inclure ref.). We now evaluated the effects of US54 onthe

proliferation of cancer cells relying on constitutively activated NFAT for sustained growth..

Breast cancer is the leading cause of cancer death in women worldwide [18] and is caused
by disturbance of NFAT activity [19,20] by promoting cell transformation, proliferation, invasion
and tumor angiogenesis [21]. We used the MCF-7 breast cancer cell line as a representative of
breast cancer cells to test the whetehr blocakde of NFAT activation by HHV-6B U54 protein ould
inhibit cell proliferation. To achieve this goal, MCF-7 cells (2x10°) were transfected with
expression vectors pcDNA4TO (4TO), pcDNA4TO-U54-Myc (4TO-U54), pcDNA4TO-US54mut-
Myc (4TO-U54mut), pcDNA4TO-U11-FLAG (4TO-U11) and pNFAT-Luc (NFAT-Luc) reporter
plasmids (described in lampietro et al ) for 48h before being stimulated or not with TPA 25 ng/ml
and ionomycin 0.5uM (TPA/ionomycin) for an additional 24h. Then, luciferase activity was
determined and normalized with BCA assay (n=4).. TPA/ionomycin treatment efficiently activated
endogenous NFAT resulting in a 5x fold increase (P < 0.0001) in luciferase activity (figure 1A).
When cells were transfected with a U54 expression vector, luciferase activity was reduced by more
than 70%, almost equivalent to levels on non-activated cells (P < 0.0001). Cells treated with CsA
Spg/ml were used as positive control for NFAT blockade. Expression of Ull, a second HHV-6
tegument protein, had no significant effect while U54mut had a marginal effect on luciferase
activity. Expression of U54, US4mut and Ul1 proteins was monitored by western blot analysis
(figure 1B) as described (ref) . Beta-actin was included as loading control. Having confirmend that
U54 can inhibit NFAT in breast cancer cells, we next whether this effect har repercussion on cell
proliferation. We transfected 293T and MCF-7 cells (1x10°) with same plasmids and same
procedure as above except that cells were not activated by TPA/ionomycin treatment. . 293T cells,
were used as control cells in which proliferation is not dependent on NFAT activity. Cells were
counted every 24h for four days using an automatic cellometer auto T4 cell counter (Nexcelcom,

Lawrence, MA). After 72h and 96h, MCF-7 cells transfected with 4TO, US4mut and Ul1 grew
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significantly with a 4,5x fold and 7,5x fold increase respectively (P < 0.0001) (n=4) (figure 2A). In
contrast, after 72h and 96h U54-transfected cells proliferated significantly less (P < 0.001) (n=4)
(figure 2A). Cells treated with CsA 5 ug/ml were used as positive control. In contract to MCF-7
cells, expression of U54 had no negative impact of 293T cell proliferation (figure 2B). In fact,
transfection of U54, U54mut and Ul1 caused a slight increase in cell proliferation. Expression of
U54, U5S54mut and U11 proteins was monitored by western blot analysis (figure 2C). Beta-actin was
included as loading control. Lastly, we verified the role of U54 protein in the inactivation of NFAT
leading to cell growth inhibition. To highlight this mechanism, we analyzed phopsphorylation status
of ectopically expressed NFAT1 detected using a mouse monoclonal anti-NFAT1 detecting the
hyperphosphorylated form ofNFAT1 (140 kDa) by western blot analysis. We transfected MCF-7
cells (1,5x10%) with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, 4TO-U54mut and pREP-NFAT1 (REP-NFAT1) for
48h before being stimulated or not with TPA/ionomycin for an additional 10 min. Cells pretreated
with CsA 5 pg/ml were used as a positive control for inhibition of NFAT dephosphorylation. As
shown in figure 3, under resting condition, NFAT1 was hyperphosphorylated as expected. In
control transfected cells (4TO), TPA/ionomycin induced the dephosphorylation of NFAT1. Such
NFAT dephosphorylationwas observed in the presence of Ull and U54mut. In contrast, in the
presence of U54 or CsA, NFAT1 remained hyperphosphorylated (figure 3). Beta-actin was included
as loading control. These results confirm the capacity of HHV-6B U54 protein to abrogate NFAT

activation and subsequent MCF-7 breast cancer cell line proliferation.

In a previous work, we identified HHV-6B U54 tegument protein as a new viral protein
preventing CaN/NFAT pathway that favoured immune escape and viral infection. In this study, we
confirmed this mechanism by highlighting the capacity of US54 to limit breast cancer cell
proliferation. For several years, cancer immunotherapy protocols have demonstrated success against
lymphoproliferative disorders [22]. Although EBV transformed cells expressing viral antigens can

be targeted and killed by specific cytotoxic T cells [23,24], immunotherapy against solid tumors
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such as breast cancer remains a challenge. Being identified as an immunodominant target against
HHV-6B [25,26], U54 could give a double advantage to immune response directed against breast
cancer by diminishing cell proliferation, migration or invasion [19,20,21] and specifically mark
cells for an adoptive immunotherapy protocol. Nevertheless, some studies need further investigation
to finalize a reliable technique of gene therapy allowing specific targeting of breast cancer cells to

induce viral gene expression.
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LEGENDS

Figure 4.1: U54 inhibits endogenous NFAT transcriptional activity in MCF-7 cells

Transcriptional activity of physiological NFAT factors was evaluated in 293T cells by luciferase
assay. A) 293T cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, 4TO-U54mut and NFAT-
Luc reporter plasmids for 48h before being stimulated or not with TPA[ionomycin for an additional
24h. As positive control, we pretreated 4TO condition with CsA. Then luciferase activity was
determined by luciferase assay and normalized with BCA assay (n=6). B) Western blot analysis
confirmed the expression of proteins of interest for each condition tested. U54-Myc, U11-FLAG
and U54mut-Myc proteins were expressed in 4TO-U54, 4TO-U11 and 4TO-U54mut conditions

(upper panels). Beta-actin was included as loading control.

Figure 4.2: U54 specifically abrogates MCF-7 breast cancer cells growth

Proliferation of 293T and MCF-7 cell lines were evaluated by counting assay. B) 293T cells and —
A) MCF-7 cells were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11 and 4TO-U54mut plasmids for
96h. As positive control, we pretreated 4TO condition with CsA. Cells were harvested and
evaluated at 24h, 48h, 72h and 96h following transfection by cell counting assay (n=4). C) Western
blot analysis confirmed the expression of proteins of interest for each condition tested. U54-Myc,
U11-FLAG and U54mut-Myc proteins were expressed in 4TO-U54, 4TO-Ul1 and 4TO-U54mut

conditions (upper panels). Beta-actin was included as loading control.

Figure 4.3: U54 inhibits dephosphorylation of NFAT1 protein by CaN

NFAT]1 dephosphorylation was evaluated in MCF-7 cells by Western blot assay. A) MCF-7 cells
were transfected with 4TO, 4TO-U54, 4TO-U11, 4TO-U54mut and REP-NFAT1 plasmids for 48h
before being stimulated with TPA/ionomycin for an additional 10 min and lysed with Laemmli lysis
buffer 2X. As negative control, we pretreated 4TO condition with CsA. Then, western blot analysis

was performed by blotting each condition with an anti-NFAT1 antibody specific for phosphorylated
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form of NFAT1 at 140 kDa (upper panel). Western blot analysis confirmed the good expression of
US54 or US4mut by anti-Myc blotting and Ul1 by anti-FLAG blotting (middle panels). Beta-actin

was included as loading control.
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Figure 2
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Le chapitre 5 contient le texte de I’article intitulé « Identification of HLA-A*02, -A*03 and -
B*07 class I-restricted CD8+ T cell epitopes derived from human herpesvirus 6B immediate early I
protein » écrit par lampietro M, Morissette G, Gravel A, Hasan A, O’Reilly RJ, Flamand L.

L’article a été soumis au journal Blood en 2013.

Chapitre 5: Identification de peptides immunodominants against IE1 protein of HHV-6B

HHV-6 est un pathogéne opportuniste infectant et persistant au sein de son hote dans pratiquement
100% de la population mondiale. Suite a l'infection primaire, le virus va causer la 6éme maladie
plus communément appelée roséole de I'enfant. Chez un individu sain immunocompétent, cette
infection va étre contrdler aisément par le systéme immunitaire mais le virus, par sa capacité a
entrer dans un état de latence, va rester inactif dans son réservoir cellulaire et inoffensif malgré
quelques épisodes de réactivations. Cependant, grace a cette caractéristique de la latence, chez un
individu immunodéprimé, tel qu'un gréffé de moelle osseuse (HSCT), une réactivation insidieuse du
HHV-6 peut prendre le dessus sur les défenses de I'hdte et exercer son pouvoir pathogéne pouvant
étre associ¢ a de lourdes pathologies comme des encéphalites, des hépatites ou bien le rejet de
greffe. La mise au point de traitement d'immunothérapie adoptive contre deux autres virus
herpétiques, I'EBV et le HCMV, ont ouvert la voie sur un possible controle ou traitement
d'éventuelles réactivations virales 8 HHV-6B. Ces travaux ont permis de découvrir des épitopes
immunodominants dirigés contre la protéine IE1 du virus associ¢s aux molécules HLA parmi les
plus répandus dans la population caucasienne HLA-A*02, HLA-A*03 et HLA-B*07 grace a des
techniques d'expansion de lymphocytes T qui ont répondu a la présentation antigénique. Pour cela,
nous avons évalué les capacités fonctionnelles des cellules T a sécréter de 1'lFN-y suite a la
reconnaissance d'un peptide ou bien le potentiel cytotoxique de cellules T stimulées par un peptide
cultivées avec des PBMC infectées par HHV-6B. De plus, pour la premiére fois, une cible
commune pour les deux especes virales HHV-6A et HHV-6B a ¢été identifié. Finalement, notre
travail a permis de caractériser de nouvelles cibles anti-HHV-6 pouvant servir a la mise en place

d'un protocole d'immunothérapie adoptive pour des patients immunodéprimés.
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ABSTRACT

Human herpesvirus-6B (HHV-6B) is a ubiquitous pathogen infecting humans. Serious
complications due to HHV-6B reactivation are frequently observed in immunocompromised
patients such as bone marrow transplant (BMT) recipients. Adoptive immunotherapy is a promising
therapeutic avenue for the treatment of opportunistic infections, including herpesviruses. While T
cell immunotherapy can successfully control Cytomegalovirus (CMV) and Epstein-Barr virus
(EBV) reactivations in BMT recipients, thus far this therapy has not been available for HHV-6
infections, in part due to a lack of identified immunodominant CD8+ T cell epitopes with defined
protective activity. In the current study, our goal was to identify viral epitopes derived from the
HHV-6B immediate early protein I (IE1B) protein that are recognized by CD8+ T cells presented in
the context of three of the most prevalent HLA class I alleles within the Caucasian population,
HLA-A*02, HLA-A*03 and HLA-B*07. Such epitopes were identified and functionally tested for
their ability to generate cytotoxic CD8+T cells against HHV-6B infected cells. Cross-reactivity of
specific HHV-6B expanded T-cells against HHV-6A infected cells was also confirmed against one
epitope presented by HLA-A*02 molecule. Our findings will help push forward the field of
adoptive immunotherapy for the treatment and/or the prevention of HHV-6 reactivation in BMT

recipients.

INTRODUCTION

Immunocompromised subjects are susceptible to opportunistic infections, including reactivation of
endogenous viruses that compromise the graft and the overall health of the patient. With an
increasing number of bone marrow and solid organ transplantation being performed each year, the
prevention of secondary viral infections is a concern that clinicians need to address routinely(1-5).

The use of anti-viral drugs, when available, is often of limited use due to their toxicity (6-9).
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Therefore, alternative therapeutic strategies need to be considered. Adoptive immunotherapy, in
which effector anti-viral cytotoxic T cells are expanded in vitro and then infused into the transplant
recipient, is a therapeutic avenue that has proven beneficial against adenovirus and two human
herpesviruses, cytomegalovirus (CMV) and Epstein-Barr virus (EBV)(10-14).

HHV-6 is a member of the Herpesviridae family and f-herpesvirinae subfamily existing as two
different species, HHV-6A and HHV-6B sharing 95% of sequence homology(15, 16). HHV-6B
primary infection occurs during the first two years of life in approximately 95% of individuals and
has been identified as the etiologic agent of exanthem subitum in children(17). Once acquired, the
virus persists within its host in an asymptomatic latent form that can reactivate periodically(18).
These reactivations are generally contained by the immune system in immunocompetent subjects
but in approximately 50% of BMT recipients, serious complications occur; these include delayed
engraftment, graft versus host disease (GVHD) or pneumonitis and encephalitis that can lead to
death(19-26). Currently, the only available treatment against HHV-6 is the administration of
antivirals such as Ganciclovir, Cidofovir or Foscarnet, which offer variable protection and are
frequently associated with severe adverse side effects such as nephrotoxicity and bone marrow
suppression.

Adoptive immunotherapy can theoretically be extended to HHV-6 to improve BMT engraftment
and contain viral reactivation in recipients. Recent studies have demonstrated an HHV-6 specific T
cell immune response(27, 28) directed against some viral proteins in association with HLA-A*02 or
HLA-B*40 antigens(28, 29). There is a need for the identification of additional viral targets
(epitopes) presented in association with the common HLA class I alleles.

In the current study, we provide evidence that the IE1 protein from HHV-6B is proteolytically
processed in such a way that it represents a good target for peptide presentation and immune
recognition by specific CD8+ T cell response from healthy subjects. We were able to expand HLA
class I restricted IE1-specific T cells presented in the context of the most prevalent HLA alleles in

Caucasian population, HLA-A*02, HLA-A*03 and HLA-B*07(30). From these experiments, we
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have identified 9 mer epitopes that were successfully used to expand CD8+ T cells clones capable
of recognizing and lysing HHV-6-infected target cells in an antigen-specific manner. One such
peptide, common in th elE1 protein of both HHV-6 species and presented by HLA-A*02, was used
to expand cytotoxic T lymphocytes (CTL) capable of killing HHV-6B-infected and HHV-6A-
infected target cells. The expansion of IEl specific CTL could prove useful for adoptive

immunotherapy to help contain HHV6 reactivation in BMT recipients.

MATERIALS AND METHODS

Leukocyte isolation and cell lines

Venous blood from healthy donors aged between 18 — 50 years old was obtained following
informed consent and approbation by the CHU de Quebec ethics committee. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated by centrifugation of whole blood over lymphocyte
separation medium (Wisent, Montreal, QC) as previously described(31). For some experiments, T
cells were isolated from PBMC by negative selection (Easysep Negative Selection, Stemcell
Technologies, Vancouver, BC). Cos7 cell lines stably expressing mouse MHC class I H2K" (Cos7-
H2K")(32) were kindly kindly provided by K. Rock, Department of Pathology, University of
Massachusetts Medical School, Worcester, MA, USA(33). OTI splenocytes were isolated from
C57BL/6-Tg(TcraTerb)/100Mjb/J mice (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) and used to
recognize H2K"- SIINFEKL peptide complex. Murine embryonic fibroblasts NIH3T3 stable cell
lines expressing various Human Leukocyte class I Antigens (HLA) (A*02, A*03 or B*07) and co-
stimulatory molecules B7.1, LFA3 and ICAMI, referred to as Artificial Antigen Presenting Cell
(AAPC)(34), were used as sensitizing APCs to induce expansion of IE1-CTL clones as described
below. Stably expressing IE1B AAPC (AAPC-IE1B) were generated following overnight
transduction with lentiviral vector coding for IE1-Z29 protein (pLenti-CMV-IE1) and polybrene

(6pg/ml). The next day, cells were washed with PBS to remove polybrene and avoid cytotoxicity
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before fresh media was added for 48h. Transduced cells were then selected with 500pg/ml
Hygromycin (Wisent, Montreal, QC). AAPC-IE1B is used as a model for the selection of IE1B

peptides presented following physiological processing and peptide presentation.

Genotyping
Subjects were HLA typed using sequence specific primers according to the manufacturer’s
instructions (Life Technologies, Burlington, ON) by Dr Eric Wagner, Director of the immunology

and histocompatibility laboratory at CHU de Québec-CHUL.

Peptides and Pepmixes

To stimulate PBMCs, we synthetized 15 mer peptides with 9 amino acids overlap covering the
entire HHV-6 IE1B protein using the Intavis multiprep RS peptide synthesizer (Intavis, Koeln,
Germany). For [E1B-epitope mapping, peptides were pooled into 28 mini-pools and were structured
into a table allowing characterization of a single 15 mer peptide by the 2-dimensions
characterization, as previously described(35-37). To identify the immunoresponsive sequence, we
also synthesized 9 mer peptides with 8 aa overlap lyophilized peptides were reconstituted at
10mg/ml in DMSO. As control, a CEF control peptide pool containing 9 mer class I restricted
immunodominant peptides from EBV, CMV and Influenza virus and obtained through the NIH
AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, was used. For the evaluation of IE1
protein processing, commercially available Ovalbumin (OVA) 257-264 SIINFEKL peptide (SIIN)
(GenScript, Piscataway, NJ) was used as positive control to pulse Cos7-H2K" and stimulate OTI

cells.

PBMC:s stimulation
PBMC (5x10%/ml) were pulsed with 15 mer peptide pools (10pg/ml) and maintained in RMPI1640

medium (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) supplemented with 10% of heat inactivated FBS,
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HEPES and 5pg/ml plasmocin (Invivogen, San Diego, CA) (CTL media) into a Sml polystyrene
tube at 37°C for 2h. Following stimulation, Brefeldin-A (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO)

(10ug/ml) was added to inhibit IFNy secretion into supernatant then incubated at 37°C for 16h.

Flow Cytometry

Following peptide stimulation, PBMCs were washed twice with PBS at 4°C with successive
centrifugations (Smin — 1500 rpm) and then fixed with 0.1ml 4% paraformaldehyde (Fisher
Bioreagents, Fairlawn, NJ) at 37°C for 5 min before being washed with PBS. For intracellular
immunostaining, PBMC were permeabilized with permeabilization buffer 1X (eBiosciences, San
Diego, CA). To specifically study CTLs response, we surface-stained PBMC with APC-labeled
anti-CD3 and PE-labeled anti-CDS antibodies and then performed intracellular staining with FITC-
labeled anti-IFNy antibody (eBiosciences, San Diego, CA) in the dark for 20 min at 22°C. Finally,
cells were washed and resuspended in 500pl of PBS before analysis. For each sample, 1x10° CD3+
cells were analyzed for CD8+ and IFNy+ cells on a FACSCalibur with Cell Quest Software (BD,

Mississauga, ON). APC-, PE-, and FITC-labeled isotypic IgGs were used as negative controls.

Plasmids

The sequence coding for the ovalbumin SIINFEKL peptide
(5’AGCATTATTAACTTTGAAAAACTG 3’°) was inserted into the BstEII site of the pcDNA4TO-
IE1 (4TO-IE1) vector(38) to generate the 4TO-IE1-SIIN vector. The pcDNA3.1-OVA (3.1-OVA)
vector was kindly provided by K. Rock. For stable IE1 expression, we isolated the IE1 gene by
digesting the pcDNA4TO-IE1 vector with BamH1/Xhol and subcloned the insert into the
BamH1/Xhol digested pENTR1A vector (Addgene plasmid #17398)(39) to generate pENTRI1A-
IE1B. The pENTR1A-IE1B vector was then recombined with the pLentiCMV hygro DEST vector
(Addgene plasmid #17454)(39) using the Gateway LR Clonase II enzyme mix (Life Technologies

inc) to yield the pLentiCMV hygro-IE1B vector. To generate lentiviruses, the pLentiCMV hygro-
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IE1B vector was co-transfected in 293T cells with MD2.G (Addgene plasmid #12259),
MDLg/pRRE (Addgene plasmid #12251) and pRSV-Rev (Addgene plasmid #12253)(40). Forty-
eight hours later, supernatants were collected, filtered (0.45um), aliquoted and frozen at -150°C

until used.

IE1 processing assay

Cos7-H2K" were plated at 1x10° cells per well in 12-well plate and maintained in DMEM medium
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) supplemented with 10% of heat inactivated FBS, HEPES and
plasmocin (5pg/ml) (Invivogen, San Diego, CA). Cells were transfected with 4TO, 4TO-IE1, 3.1-
OVA or 4TO-IE1-SIIN plasmids for 48h using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON)
following reagent’s instructions before being cocultured with 1x10° OT1 splenocytes for 24h at
37°C.To analyze IE1 protein processing, we evaluated mIFNy release into supernatant by OT1 cells
after recognition of H2K°-SIINFEKL complex. Concanavalin-A (conA) (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO) (50ng/ml) and pulsed Cos7-H2K" with exogenous SIINFEKL peptide (10pg/ml) were

used as positive control to stimulate OT1 splenocytes and mIFNy release into supernatant.

Western blot analysis

Cos7-H2K" cells were transfected with 4TO, 4TO-IE1, 4TO-IE1-SIIN or 3.1-OVA plasmids. To
evaluate protein expression, cells were lysed in 2X Laemmli lysis buffer and boiled for Sminutes
before centrifugation 1min at 13000rpm. The 150 kDa IE1 protein was detected using a polyclonal
rabbit anti-IE1(41), 45 kDa OVA protein with a monoclonal mouse anti-OVA (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO) and the 43 kDa B-actin with a monoclonal mouse anti-B-actin (Sigma Aldrich,

Saint Louis, MO). Expression of IE1 within NIH3T3 cell lines was determined by western blot.
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CTL expansion

AAPC-IEIB cells expressing HLA class I molecule were plated in 6-well plates at 5x10° per well
and irradiated 24h later with 1500 cGy using a gamma-cell irradiator (Compagnie). Cells were
cocultured at 37°C in CTL media for 21 days with 3x10° T-lymphocytes per well from an HLA
class I compatible healthy volunteer donor. From day 10 to day 21, interleukine-2 (IL-2) (20 U/ml),
obtained through the NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, was added
every 3 days. On day 21, cells were harvested and used for functional studies. CTL expansion
protocol was also used with peptide pulsed AAPC. Following irradiation, cells were pulsed with
individual 15 mer or 9 mer peptides for 3-4h before being washed with PBS1X to remove soluble
peptides and then cocultured with T-lymphocytes in CTL media for 10 or 21 days. CTLs were

stimulated with recombinant IL-2 (20UI/ml) every 3 days starting on day 5.

Immune Epitope Database (IEDB)

Individual 15 mer peptides were selected using the T cell Epitope Prediction software
(http://www.iedb.org) for their capacity to bind (9 mer) with medium high binding affinity to MHC
class I molecules. Peptides that demonstrated affinities <1 uM were selected for additional study.
PBMC infection with HHV-6B Z29 and HHV-6A GS

PBMC were stimulated for 48h with phytohaemagglutinin-P (PHA-P) (10pg/ml) to induce cell
mitosis and facilitate viral infection. Then, cells were washed, counted and infected with HHV6-B
729 or HHV-6A GS strains at a multiplicity of infection (MOI) of 0.1 to ensure robust
infection(42). After 4h of infection, cells were washed with PBS1X and cultured in CTL media for
3 days at a concentration of 1x10° cell/ml in a 25 cm’® flask. Uninfected PBMC were used as a

negative control.
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RT-PCR assay

Uninfected or HHV-6-infected PBMC (1x10° cells) were harvested and RNA extracted using
Qiazol lysis reagent (Qiagen, Gaithersburg, MD). Retrotranscription (RT) into cDNA was carried
out as described by Jaworska et al(38). One-tenth of the cDNA was used for real time PCR as

decribed by Jaworska et al(42).

Functional studies

ELISA: mIFNy and hIFNy (IFNy) were quantitated using commercial ELISA kits (eBiosciences,
San Diego, CA) following manufacturer’s instructions. Supernatants were serially diluted from 1:1
to 1:100 for cytokine quantification.

CytotoxicityAssay : CTL and PBMC were harvested, washed with PBS, counted and co-cultured at
an effector cells (E) target cells (T) ratio of 5:1. Cells were cocultured in RPMI-1640 medium
supplemented with 1% FBS + HEPES and 5ug/ml plasmocin in a U bottom 96-well plate for 6
hours. Then, plates were centrifuged 10 min-1100 rpm to pellet cells at the bottom and supernatants
were used to detect lactate dehydrogenase activity released using Cytotoxicity Detection kit (Roche,
Indianapolis, IN). PBMC cultured in media supplemented with 1% Triton X-100 (Fisher) were used
as positive control (100% killing). Percentage of specific lysis was calculated by the method:

Cytotoxicity (%) = [(experimental value — low control) / (high control — low control)] x 100.
Statistical analysis

Experimental groups were compared using a non-parametric method with the Kruskal-Wallis one-

way analysis of variance. Results were considered significantly different when P < 0.05.
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RESULTS

Characterization of specific CD8+ T cell response against IE1B epitopes

Certain peptides derived from the CMV IE1 protein (encoded by UL123) are known to be
immunodominant and capable of efficiently inducing a robust T cell response that can efficiently
control CMV reactivation in transplant recipients(11, 43). Considering that CMV and HHV6-B are
classified within the same sub-family and that they share some biological attributes, we surmised
that HHV-6B IE1 (IE1B), the positional homologue of CMV IE1, was likely to generate a robust T
cell response in HHV-6B seropositive individuals. We isolated PBMC from healthy blood donors
that we stimulated with 15 mer peptide pools spanning (9 mer overlap) the entire IE1B protein to
estimate the frequency of IE1B specific CD8+ T cells by measuring CD3" CD8" IFNy" population
by flow cytometry. Representative results from 1 donor are presented in figure 1A. DMSO was
used as negative control (middle left panel). Reactivity against the CEF positive control pepmix,
which is composed of immunodominant peptides from EBV, CMV and Influenza virus is shown in
the middle right panel. Lastly, results from cells stimulated with 2 IE1 peptide pools, one negative
(pool IX) and one positive (pool XVII) are presented under figure 1A. The reactivity of CD3" CD§’
IFN[] (CD4+) against all IE1B peptide pools was marginal. The median frequency of CD3" CD8"
IFNy" T cells recognizing IE1B peptides 0.06% (n=20) while the frequency of CD3" CD8" IFNy" in

the CEF positive control pepmix, was 0.51% (n=11) (figure 1B).

Determination of IE1B processing and peptide presentation

The somewhat low frequency (0.06%) of IE1 specific anti-CD8 T cells in healthy individuals
relative to CMV pp65 and IE1 antigens (range 0.1-4%)(44) could result from: a) a low frequency of
HHV-6 reactivation resulting in a low antigenic burden and infrequent CD8 T cell expansion and
gradual loss of reactive cells; b) IE1 is a poorly immunogenic protein and c) the processing of IE1

and presentation of antigenic peptides to T cells is impaired. To verify the latter hypothesis, we used
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a protocol analogous to the one described by Bennett et al(45) by inserting the sequence coding for
SIINFEKL, an immunodominant peptide from the chicken ovalbumine (OVA) protein presented in
the context of murine MHC class I H2-K", into the IEIB coding sequence and proceeded to the
antigenic presentation assay (Figure 2A). If IE1 is efficiently processed and presented, epitopes,
including the SIINFEKL peptide will be presented at the cell surface and able to stimulate OT1
splenocytes that carry TCR recognizing the SIINFEKL/H2-K® complex. First, we transfected Cos7-
H2K® cells with 4TO-IE1-SIIN, 4TO-IE1, 4TO and 3.1-OVA vectors for 48h. To characterize
IE1B cleavage and peptides presentation, we co-cultured OT1 splenocytes with our transfected cells
and measured mIFNy secretion as a measure of T cell activation (Figure 2B). OT1 splenocytes
secreted mIFNy when cultured in the presence of 4TO-IE1-SIIN (2010+£190 pg/ml) as well as for
positive controls 3.1-OVA (970+£130 pg/ml) transfected Cos7-H2K" cells or Cos7-H2K" pulsed
with exogenous SIINFEKL peptide (1920+30 pg/ml). Con-A stimulated OT1 splenocytes (1190+80
pg/ml) were used as positive control for their ability to secret mIFN[] Cos7-H2K" cells transfected
with 4TO-IE1 or 4TO control vectors were used as negative controls unable to stimulate mIFNy by
OT1 splenocytes. Western blot analyses (Figure 2C) were conducted to show expression of the
proteins of interest. These results suggest that IE1 is processed by the cellular degradation

machinery and peptides are efficiently presented at the cell surface.

Identification of immunoresponsive 15 mer peptides from IE1B protein

To increase the frequency of anti-IE1 CD8+ T cells, we used an in vitro culture model that proved
successful in the identification of CMV immunodominant peptides presented in the context of
specific HLA alleles. These AAPCs consist of murine 3T3 cells genetically modified to express
critical human molecules needed for T-cell stimulation, such as the co-stimulatory molecules B7.1,
ICAM-1, and LFA-3 as well as HLA class-I molecules(34). These AAPC expressing HLA-A*02,
HLA-A*03 or HLA-B*07, three of the most common HLA class-I alleles present in the Caucasian

population(30), were transduced with a lentiviral vector expressing IE1B. Cells were selected with
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hygromycin and IE1B expression monitored by western blot. (Supplementary Figure 1). This
system allows for a physiological processing and a natural IE1B peptides presentation. T cells from
HLA sharing donors were cocultured with AAPC-IE1B for 21 days with IL-2 to expand anti-IE1B
specific T cell clones. We then cocultured the expanded T cells with AAPC that were pulsed with
pools of IEIB peptides for 24h, after which we examined the amount of IFN[]secreted as a
measure of T cell activation. The 179 IE1B-derived peptides were divided into 28 peptide pools,
each consisting of 15-aa peptides. These pools were organized in a 2 dimension matrix that allowed
for easy identification of individual target peptides, as described previously(35-37). These
individual peptides were then used for confirmation. An example of responses obtained for an
HLA-A*03 donor is presented in figure 3A. For several pools, (I, II, VI, VII, IX and XV, XVI,
XVIII) we could detect a significant IFN[ ] release (range 16-34 pg/ml) while other pools were
considered to give a negative response (< 8 pg/ml). Results for HLA-A*02 and HLA-B*07 donors
are presented in figures 3B and 3C. By cross-referencing reactive pools, we ended up with several
potential immunostimulatory peptides. For example, association of pool I and XVI identified
peptide #2 as a potential candidate (figure 3A). Because of the high number of possible associations
we used the IEDB algorithm to select peptides that had affinities < 1uM for the HLA allele tested.
Next, we repeated the experiment but instead of testing pools, we pulsed AAPC with individual 15
mer peptides to identify the peptide recognized by T cells. From a representative experiment with a
HLA-A*03 donor, we could identify the peptide n°2 aa7-21 TTSTSMFILGKPSGN and peptide
n°85 aa505-519 VPGKSKEAKTFIEYS as targets for T cell response with an IFNy release into
supernatant (76 pg/ml and 23 pg/ml respectively) while other peptides didn’t react with T cells (<
10 pg/ml) (Figure 4A). We were also able identify peptide n°29 169-183 QFVSCYAKMLSGKNL
from another HLA A0301 donor as immunoresponsive (Supplementary Figure 2). For HLA-A*02
donors, T cell clones recognized 3 peptides n°19 109-123 CIQSIGASVKAAMKQ, n°22 aal27-141

NMEDNLINSAGLLTL, n°26 aal51-165 LEQLGQLININLLSS (Figure 4B) and for HLA-B*07
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the peptide n°44 aa259-273 HNKEMSNPEISNKEF was identified (Figure 4C).

Determination of immunodominant HLA class I restricted 9 mer sequence from 15 mer
peptides

To refine our results and identify immunodominant sequences associated with each HLA class |
molecule, we synthesized IE1B 9 mer peptides with 8 amino acids overlap spanning the entire 15
mer sequence. An example of 9 mer peptides derived from peptide n°2 aa7-21
TTSTSMFILGKPSGN associated with HLA-A*03 is presented under figures SA and 5B. We
pulsed AAPC with the individual 15 mer peptides and cocultured them with T cells from the same
donor for 21 days in the presence of IL-2. We then cocultured T cells for 24h with AAPC pulsed
with each of the 9 mer peptides and evaluated IFNy secretion by ELISA. We could easily determine
that the aa9-17 STSMFILGK sequence was the favored peptide recognized by T cells, as witnessed
by the release of IFNy (48 pg/ml) into the supernatant. Other 9 mer peptides gave results similar to
the DMSO negative control (< 15 pg/ml) (Figure 5C). We were able to identify IE1B 9 mer
sequence for peptide n°29 aal73-181 CYAKMLSGK (Supplementary Figure 3A) associated with
HLA-A*03, peptides n°19 aal09-117 CIQSIGASV (Figure 5D), n"22 aal31-139 NLINSAGLL
(Supplementary Figure 3B), n"26 aal55-163 GQLININLL (Supplementary Figure 3C) associated
with HLA-A*02 and peptide n°44 aa265-273 NPEISNKEF (Figure 5E) associated with HLA-B*07.
Immunodominant 9 mer sequences from Influenza (HLA-A*02 and HLA-A*03) or HCMV (HLA-
B*07) were used as negative controls to confirm the specificity of expanded T cells against IE1B

epitopes.

Characterization of cytolytic properties of peptide stimulated T cells against HHV-6 Z29
infected autologous PBMC

To validate the functionality of IEIB expanded T cells, we needed to confirm their capacity to

eliminate or kill virus-infected cells. We pulsed AAPC with the IEIB 9 mer peptides identified
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above and cultured them with T cells from HLA-matched donors for 21 days in the presence of IL-
2. T cells obtained were then harvested and cocultured with HHV-6B-infected autologous PBMC
for 6h. For HLA-A*03 donors, peptide aa9-17 STSMFILGK allowed the expansion of cytotoxic T
cells (CTL) able to kill infected PBMC (32+16%) while T cells cultured with irrelevant IE1B
peptide aal2-20 MFILGKPSG did not (Figure 6A). Similar experiments were conducted for other
IE1B 9 mer peptide identified and associated with HLA-A*03 aal73-181 CYAKMLSGK and CTL
expanded were able to kill HHV-6 Z29 PBMC (27+£15%), and not PBMC loaded with an irrelevant
peptide aal70-178 FVSCYAKML (Supplementary Figure 4A). For epitopes identified to be
presented by HLA-A*02 or HLA-B*07, we followed the same experimental procedure, and
confirmed that CTL clones expanded with relevant 9 mer peptides aal09-117 CIQSIGASYV (Figure
6B), aal31-139 NLINSAGLL (Supplementary Figure 4B), aal55-163 GQLININLL
(Supplementary Figure 4C) and aa265-273 NPEISNKEF (Figure 6C) had a cytolytic capacity
against HHV-6 Z29 infected PBMC (range 15-46%) while irrelevant peptides aall4-122
GASVKAAMK (Figure 6B), aal28-137 MEDNLINSA (Supplementary Figure 4B), aal52-160
EQLGQLINI (Supplementary Figure 4C) and aa262-270 EMSNPEISN (Figure 6C) could not. T
cells reactive against immundominant peptides from Influenza (HLA-A*03 and HLA-A*02) or
HCMV (HLA-B*07) were used as positive controls to validate experimental procedure by killing
influenza or CMV peptide loaded autologous PBMC respectively (range 53-61%), while the same T
cells were used as negative controls against HLA-matched HHV-6 Z29 infected PBMC. These
results also demonstrated that T cells generated using the AAPC coculture are specific for HHV-6

IE1 epitopes.

Identification of a conserved IE1 peptide capable of generatingCTL that can kill both HHV-
6A and HHV-6B infected autologous targets.

Alignement of IE1 amino acid sequences was performed between HHV-6B 729 and HHV-6A GS

strains(41, 46) to identify 9 mer peptides that are perfectly conserved by both viruses. HLA-A*02
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restricted aal09-117 CIQSIGASYV peptide was the only one identified and following CD8" T cells
expansion with this peptide, CTL clones efficiently killed both HHV-6 Z29-infected (n=4) and
HHV-6 GS-infected (n=2) autologous PBMC (54+2% and 41+11% respectively) (Figure 6B). CTL
expanded with HHV-6B Z29 HLA-A*02 aal55-163 GQLININLL peptide, that differs by one
amino acid with that of IE1 from HHV-6A GS could only kill aulogous targets infected with HHV-

6 729 (Supplementary Figure 4C).

DISCUSSION

HHV-6, like all herpesviruses, establishes a life-long infection in its host. Circulating B and T
memory cells that expand in response to viral reactivation generally control the spread of virus. In
immunocompromised subjects such immunity is lacking, which results in uncontrolled viral
replication that can lead to serious medical complications. Since cellular immunity can efficiently
control HHV-6 infections in healthy individuals, the use of adoptive T cell immunotherapy for
immunocompromised individuals represents a viable therapeutic avenue. However, in order to
implement this therapy, one needs to identify target antigens that will enable cytotoxic T cells to
recognize and kill HHV-6 infected cells. Based on previous work indicating that the CMV IE1
protein was a good target antigen for adoptive T cell immunotherapy(11, 43), we surmised that the
HHV-6B IE1 protein could be one such target. However, although the two IE1 proteins (CMV and
HHV-6B) contain genes that are positional homologues, they do not share protein sequence
homologies. Despite this, we chose to work with the [E1 protein based on the fact HHV-6B IE1 is
expressed with similar kinetics as CMV IE1 and we reasoned that since that it is among the first
protein made during the lytic cycle (within 2 hours)(41) this would give the opportunity for CD8+ T
cells to kill virus-infected cells at an early stage of infection before the synthesis and assembly of
complete virions which takes 1-2 days. Furthermore, in recent work, Gerdemann et al have also

demonstrated that among 5 proteins tested (U11, U14, U54, U71, IE1), peptides derived from IE1
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were the most immunogenic antigens(29). Under the conditions tested (9-day expansion in the
presence of IL-4+IL-7), the bulk (60%) of the expanded T cells were CD4+ T cells. From the CD8+
expanded T cells, three HLA-B*40 restricted IE1 peptides but no HLA-A*02 restricted peptides
could be identified(29).

When we analyzed the frequency of circulating HHV-6B IE1 specific T cell in healthy adult
blood donors, detected by the secretion of IFNy in response to overnight peptide stimulation, we
noticed that the frequency of CD3" CD8" IFNy" T cells was much lower (0.06%) that those
recorded for CMV IE1(29), in accordance with the results of Gerdemann et al. The frequency of
CD3" CD8 IFNy' (CD4") T cells was even lower (not shown). Knowing that several herpesviruses
possess numerous immunomodulatory activities we speculated that HHV-6B IE1 may somehow be
resistant to proteosomal degradation and inefficiently presented at the cell surface in manner
analogous to EBVY EBNA-1 and HHV-8 LANA-1 proteins(47, 48). This hypothesis was ruled out
once we provided experimental confirmation that HHV-6B IE1 is efficiently processed by the
cellular degradation machinery and that peptides are MHC-presented at the cell surface (using the
OVA SIINFEKL as surrogate marker) (figure 2). Previous studies indicated that in vitro
amplification was needed to detect HHV-6 specific T cells (Gerdemann and Moosmann). Knowing
that Moosmann et al were unable to identify HLA-A*02-restricted HHV-6B IE1 peptides using an
in silico approach(28), we opted for a well characterized and validated approach consisting in vitro
coculturing of PBMC with AAPC expressing IE1B and three of the most prevalent HLA alleles
within the North American Caucasian population, HLA-A*02, HLA-A*03 and HLA-B*07(30).
One advantage of this system is that we can selectively expand CD8+ T cells recognizing naturally
processed and presented IE1 peptides in the context of specific HLA alleles. One disadvantage is
that we need to know the HLA genotype of the blood donors. Once expanded, the epitopes
recognized by the T cells can be identified by coculturing T cell clones with AAPC pulsed with 15
mer and 9 mer peptides. Using this strategy we have identified a series of peptides that were tested

functionally for their ability to generate T cells capable of killing autologous PBMC infected with

139



HHV-6B. In the absence of animal models, the cytotoxic assay represents one of the best way to
idnetify biologically relevant peptides. Our results extend and complement recent findings made for
HLA-B*40 alleles by identifying new epitopes derived from the IE1B protein that are presented by
very common class I alleles. The next step will be the testing of peptides in clinical trials to
determine their usefulness in the development of adoptive immunotherapy protocols against HHV-
6B reactivation in immunocompromised patients.

There are two distinct HHV-6 species, HHV-6A and HHV-6B that differ slightly in their
genomic sequences and more importantly in their biological properties, cellular tropism,
epidemiology and clinical manifestations(15, 16, 49). Nearly 100% of childhood infections in North
America, Europe and Japan are caused HHV-6B. Such primary infection results in the sixth
childhood eruptive disease Roseola or Exanthem subitum. HHV-6A is described as more
neurotropic but the clinical significance and associated symptoms remain unclear(50). These two
viruses are relatively benign in immunocompetent individuals but serious illnesses such as
including encephalitis, pneumonitis, delayed engraftment or graft versus host disease can be
associated with HHV-6 reactivation in immunocompromised patients. Active infection with HHV-6
is detectable in 30 to 50% hematopoietic cell transplant patients with HHV-6B accounting for the
majority of reactivation events (>90%)(51) . In fact, HHV-6B is the most common cause of
encephalitis after HSCT(52). HHV-6B reactivation generally occurs 3 weeks following HSCT,
slightly before that of CMV. Until recently, the only way to counteract HHV-6B proliferation and
opportunistic pathologies was to use antiviral drugs such as Ganciclovir, Cidofovir or Foscarnet but
their efficiency is variable and their deleterious side effects, such as renal failure and bone marrow
suppression in these alreasy compromised patients. In such patients the use of adoptive
immunotherapy, which consists of isolating PBMC from a compatible donor and amplify ex vivo T
cells recognizing specific antigens against selected viruses and then infusing the effector T cells into
the recipients following the transplant to help contain viral reactivation, could be highly beneficial.

In support, successful adoptive immunotherapy protocols are already in clinical use against two
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herpesviruses CMV and Epstein-Barr virus (EBV)(11, 53, 54) and this approach could easily be
expanded to HHV-6. Furthermore, to limit the costs and maximize the ex vivo T cell expansion
scheme, peptides from different viruses can be combined allowing the simultaneous generation of
cytotoxic CD8+ T cells that can be infused altogether 10-14 days following HSCT and prior to viral
reactivation events(14, 29, 55, 56).

Viral peptides are selected for their ability to induce the expansion of T cells capable of killing
virus-infected cells. HLA class I restricted epitopes from the EBV Nuclear Antigen 1 (EBNA-1)
protein or CMV IE1 and pp65 proteins have already been identified and used for immunotherapy.
In the current study we have identified 6 peptides from the HHV-6 IEIB protein capable of
generating CD8+ T cells that are cytotoxic toward HHV-6 infected PBMC. Three are presented by
HLA-A*02, two by HLA-A*03 and one by HLA-B*07. With the exception of the STSMFILGF
peptide that has high affinity (56 nM) for HLA-A*03, all other identified peptides have medium to
low affinities (500-900nM) for their corresponding HLA alleles. This is not uncommon as some
previously characterized peptides from EBV (RTA DYCNVLNKEF/HLA-A*24)(57), CMV (pp65
EFFWDANDIY/HLA-B*44)(58) and Influenza (NPKTGGPTYKR/HLA-A*68)(59) have affinities
within similar ranges (400-2000 nM). While the majority of proteins of HHV-6A and HHV-6B
share more than 90% amino acid identity, the IE1 proteins are the most divergent with 63% amino
acids identity(41). Of the 6 peptides identified, the HLA-A*02 restricted CIQSIGASV peptide is
conserved in both viruses enabling CD8" T cells expanded with this peptide to kill both HHV-6A
and HHV-6B infected cells.

The identification and characterization of HLA class I restricted peptides is very important and
useful for the successful implementation of adoptive immunotherapy protocols. Clinical protocols
have to be safe, efficient, have a moderate cost and be as little time-consuming as possible.
Techniques for T cell expansion have been improved over the years and are now reliable and
validated for EBV, CMV and Adenovirus (11, 14, 53, 54). Our results add on to those of many

other researcher groups in creating a bank of peptides from different viruses that can be used
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simultaneously for the in vitro expansion T cells (14, 55, 56). Recent studies including ours
therefore help push forward the development of effective adoptive immunotherapy protocols to help
combat opportunistic viral infections during the time period where patients are most vulnerable, i.e.

during the first 100 days post HSCT.
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LEGENDS

Figure 5.1: Detection of HHV-6B anti-IE1 specific CD8+ T cell response
A. Characterization of specific CD8+ T cells directed against the IE1B protein in healthy blood

donors was evaluated by flow cytometry. Following overnight stimulation of PBMC with DMSO
(negative control) (middle left), CEF peptide mix containing characterized epitopes from CMV,
EBV and Influenza (positive controls) (middle right), or pools containing (13 or 14 peptides) 15
mer IE1B peptides (bottom panels) cells were labeled with mAb (anti-CD3, anti-CDS§ and anti-
IFN-[) and analyzed by flow cytometry. By gating on CD3" cells, the percentages of CD8" IFN[]
cells were determined. B. Median frequency (%) of CD3" CDS8" IFNy" T cells from 11 donors
stimulated with CEF peptide mix and 20 donors stimulated with IE1B peptide pools.

Figure 5.2: IE1B-SIIN protein is processed and peptides are efficiently presented and

recognized by CTL
A. Schematic representation of pcDNA4TO Myc/HA-IE1B plasmid in which the coding sequence

of Ovalbumin SIINFEKL peptide was subcloned in-frame with the IEIB coding sequence. B.
Activation of OT1 splenocytes by Cos7-H2K" expressing IEIB-SIIN. OT1 splenocytes were
cocultured with Cos7-H2K" cell line tranfected with 4TO, 4TO-IE1, 3.1-OVA, 4TO-IE1-SIIN or
pulsed with exogenous SIINFEKL peptide (10 pg/mL) for 4h. The 4TO, 4TO-IE1 were used as
negative controls while conditions with 3.1-OVA, exogenous SIINFEKL peptide and OTI
stimulated with Con-A were used as positive controls. Release of mIFNy was measured after
overnight coculture and expressed as mean +SD in pg/ml from data obtained in triplicates and
representative of two independent experiments. C. Western blot analysis confirmed the expression
of proteins of interest for each condition tested. IE1 protein was expressed in 4TO-IE1 and 4TO-
IE1-SIIN conditions (upper panel) and OVA protein was expressed in 3.1-OVA condition (middle

panel). Beta-actin was included as loading control.
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Figure 5.3: Identification of reactive 15 mer peptide pools on HLA-A*03, -A*02 and —-B*07
donors
AAPC-IE1 expressing HLA-A*03 (A), HLA-A*02 (B) or HLA-B*07 (C) were cocultured for 21

days with isolated T cells from HLA compatible donors to induce expansion of T cells specific for
IE1B. Expanded T cells were then cocultured with AAPC pulsed with pools of IE1 peptides for 24h
followed by IFNy measurements in the supernatants by ELISA. DMSO was used as negative
control. Positive pools were further characterized using the 2-dimension matrix to select and test
individual 15 mer peptides. Using the HLA-A*03 donor as an example, by cross-referencing pools I
and XVI we could identify peptide n"2 aa7-21 TTSTSMFILGKPSGN as a potential immunogenic
peptide.

Figure 5.4: Identification of immunoresponsive individuals 15 mer peptides for HLA-A*03, -

A*02 and —B*07 molecules
All 15 mer peptides identified following the 2-dimensions matrix were analyzed for their theoretical

binding affinity to associated HLA class I molecule. Peptides having affinities < 1uM were selected
for individual testing. HLA-A*03 (A) HLA-A*02 (B) and HLA-B*(07 (C) PBMC were cocultured
with HLA-matched AAPC-IE1 for 21 days. Expanded T cells were then cocultured with HLA-
matched AAPC pulsed with individual 15 mer peptides for 24h followed by IFNy determination
DMSO, or appropriate Influenza or CMV peptides presented by the specific HLA allele were used
as negative controls.

Figure 5.5: Identification of reactive 9 mer sequence presented by HLA-A*03, -A*02 and —

B*07 molecules
A. Schematic representation of 9 mer peptides with 8 mer overlaps designed spanning the entire

immunoresponsive 15 mer peptide. B. Detailed amino acid sequence of peptide n°2 with
corresponding 9 mer overlapping peptides. AAPC-A*03 (C), -A*02 (D) or -B*07 (E) were pulsed
with 15 mer peptides and cocultured with T cells isolated from HLA matched blood donors for 21
days to expand epitope specific T cells. T cells were then cocultured with AAPC pulsed with the 9

mer peptides for 24h followed by measurement of IFNy. The 9 mer peptides that caused the
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strongest IFN[] release was considered the best immunostimulatory peptides. DMSO and the
appropriate Influenza or CMV peptides presented by the specific HLA allele were used as negative
controls.

Figure 5.6: IE1B specific expanded CTL efficiently kill HHV-6B-infected autologous target

cells
AAPC-HLA-A*03 (A), -A*02 (B) or —-B*07 (C) were pulsed with IE1 relevant or irrelevant 9 mer

peptides identified in figure 5 and cocultured with HLA-matched isolated T cells for 21 days to
induce clonal expansion of CTL. CTL were then cocultured with HHV-6B- or HHV-6A-(A*02
donor) infected autologous PBMC for 6h and cytotoxicity was evaluated into supernatants by the
presence of LDH activity and expressed as % of killed cells. As negative controls, anti-Influenza
and anti-CMV HLA-matched restricted CTL were incubated with HHV-6B-infected autologous
PBMC. As positive control, anti-Influenza or anti-CMV CTL were generated and incubated with
autologous PBMC pulsed with Influenza or CMV peptides. The 100% cytotoxicity was determined
by adding 1% Triton X-100 to the culture. HHV-6-infected PBMC in the absence of effector cells

was used as negative control.

Supplementary Figure 5.1: Design of AAPC stably expressing IE1B protein

Western blot analysis on IE1B protein stable expression on NIH3T3 cell lines. NIH3T3 HLA-A*02,
-A*03 and -B*07 cell lines were transduced with pLenti-CMV-IE1 expression vector and selected
with Hygromycin (500pg/ml). Expression of IE1B was confirmed in each cell line using a rabbit
polyclonal anti-IE1 antibody. Non-transduced NIH3T3 HLA-A*02 cells weres used as negative

control.

Supplementary Figure 5.2: Identification of reactive 15 mer peptide on HLA-A*03 donor

15 mer peptides identified following the 2-dimensions matrix were analyzed for their theoretical
binding affinity to HLA-A*03. Peptides having affinities < 1uM were selected for individual

testing. HLA-A*03 PBMC were cocultured with AAPC-IE1 for 21 days. Expanded T cells were
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then cocultured with AAPC pulsed with individual 15 mer peptides for 24h followed by IFNy
determination DMSO, or properly matched HLA-restricted Influenza peptide were used as negative

control.

Supplementary Figure 5.3: Identification of reactive 9 mer sequence presented by HLA-

A0301, -A0201 alleles

From immunoresponsive 15 mer peptide we designed 7 overlapping 9 mer peptides spanning the
entire 15 mer peptide to refine our results. AAPC-A*03 (A), -A*02 (B) and (C) were pulsed with
15 mer peptides and cocultured with isolated T cells from HLA matched blood donor for 21 days to
expand T cells. T cells were then cocultured with AAPC pulsed with the 9 mer peptides for 24h
followed by measurement of IFNy. The 9 mer peptides that caused the strongest IFNy release was
considered the best immunostimulatory peptides. DMSO and properly-matched Influenza peptides

were used as negative controls.

Supplementary Figure 5.4: IE1B specific expanded CTL efficiently kill HHV-6B-infected

autologous target cells

A. AAPC-HLA-A*03 (A), -A*02 (B) and (C) were pulsed with IE1 relevant or irrelevant 9 mer
peptides identified in figure 5 and cocultured with HLA-matched isolated T cells for 21 days nduce
clonal expansion of CTL. CTL clones were then cocultured with HHV-6B-infected autologous
PBMC for 6h and cytotoxicity was evaluated into supernatants by the presence of LDH activity and
expressed as % of killed cells. As negative controls, anti-Influenza and anti-CMV HLA-matched
restricted CTL were incubated with HHV-6B-infected autologous PBMC. As positive control, anti-
Influenza and CTL were generated and incubated with autologous PBMC pulsed with Influenza
peptides. The 100% cytotoxicity was determined by adding 1% Triton X-100 to the culture. HHV-

6-infected PBMC in the absence of effector cells was used as ngative control.
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Figure 4
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Figure 6
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Supplementary figure 4
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6. Discussion générale

Nos recherches se sont concentrées sur deux axes impliquant le virus HHV-6B. Ces
derniéres années, notre laboratoire a effectué¢ plusieurs travaux permettant la caractérisation de
mécanismes d’évasion immunitaire par les virus HHV-6A et HHV-6B, notamment Jaworska et al.
qui ont été les premiers a démontrer le role de la protéine IE1 dans I’immunité innée et 1’inhibition
de I’expression du geéne de I’/FN-f. Nous nous sommes concentrés sur un nouveau mécanisme
d’évasion agissant sur I’immunité adaptative. Dans un premier temps, nous avons identifié¢ la
protéine virale de tégument U54 comme un élément impliqué dans I’inhibition de la synthese d’IL-2
par HHV-6, mécanisme décrit en 1995 par Flamand et al. a I’aide de virus infectieux sur des
lymphocytes T CD4+ primaires. Nous avons également décrit le mécanisme par lequel la protéine
U54 intéragit avec la voie CaN/NFAT et empéche D’activité transactivatrice du facteur de
transcription NFAT. Nous avons caractérisé I’inhibition de la déphosphorylation de NFAT par la
CaN phosphatase, inhibant ainsi sa translocation nucléaire et sa fixation a ’ADN. Nous avons
ensuite évalué I’impact que peut avoir la protéine U54 sur des mécanismes dépendants de la
signalisation CaN/NFAT, notamment dans le cancer du sein, dont la progression semble en étre
dépendante, par exemple, cette signalisation favorise la migration et 1’invasion des tumeurs. Des
travaux menés par Jiang et al. ont également démontré que la CsA, une drogue sélective inhibant
I’activité de la CaN, abroge la progression tumorale en inhibant 1’action de la pyruvate kinase M2
(PKM2) dans le cancer du sein. De notre coté, nous avons pu démontrer que la protéine U54 peut
ralentir la prolifération d’un lignée cellulaire de cancer du sein MCF-7 d’environ 25%. Enfin, HHV-
6B est responsable d’une grande morbidité voire mortalité suite & une réactivation chez des
personnes immunodéprimées. Cela fait environ vingt ans que des protocoles d’immunothérapie par
transfert adoptif de CTL spécifiques d’antigénes viraux ont été¢ mis au point et sont utilisés dans des
protocoles cliniques contre des virus herpétiques, dont le premier fut ’EBV au début des années 90.
S’en sont suivis des travaux effectués sur le HCMV, appartenant a la méme sous-famille que HHV-
6B, qui ont permis d’¢largir le champ d’application des immunothérapies adoptives. C’est en se
basant sur les études faites sur le HCMYV et la caractérisation de peptides immunodominants contre
la protéine IEI-HCMV que nous avons décidé de rechercher des cibles immunodominantes pour
IE1-HHV6B et que nous avons ¢été capables d’en identifier 6 restreintes aux alleles HLA-A*02,
HLA-A*03 ou HLA-B*07.

Les virus sont des organismes biologiques qui ont été capables de développer divers
mécanismes afin de pouvoir coexister avec leurs hotes. Ils ont dii s’adapter au systéme immunitaire

de I’hote qui lui est capable d’¢élargir son champ d’action au fur et 2 mesure qu’il rencontre de
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pathogeénes. En général, plus le génome est gros, plus le virus va étre capable d’exprimer de
protéines, et sera donc en mesure de développer des stratégies d’évasion du systéme immunitaire de
I’hote. Les virus herpétiques sont parmi les virus ayant le plus gros génome parmi les pathogenes
humains. Cette caractéristique leur permet d’agir et d’empécher la personne infectée de se défendre
en inhibant la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative mais va également
pouvoir moduler la réponse inflammatoire en favorisant une réponse anti-inflammatoire. Enfin, les
virus herpétiques sont parmi les virus les mieux « équipés » afin de persévérer au sein de leur hote.
Pour cela, ils ont su développer un mécanisme de latence, qui va se caractériser par une expression
minimale de protéines vraiment nécessaires a leur maintien, et peuvent rester cacher dans les
cellules sous forme d’un épisome avant d’éventuellement se réactiver et induire un nouveau cycle
lytique. Ces réactivations ont généralement lieu chez des personnes immunodéprimées et ¢’est pour
ces raisons qu’il est important de pouvoir les prévenir ou le cas échéant de les traiter par

immunothérapie adoptive.

6.1 La protéine US4 de HHV-6B inhibe la I’expression du géne de I’/L-2 et
la prolifération des cellules de cancer du sein MCF-7 en perturbant la

voie de signalisation CaN/NFAT

Les études qui ont été effectuées dans cette section ont permis la caractérisation du
mécanisme par lequel la protéine de tégument U54 du HHV-6B est capable d’abroger 1’expression
du gene de I'IL-2 et la croissance de cellules de cancer du sein en inhibant la signalisation
dépendante de NFAT. D'autres pathogenes ont déja été identifiés comme exprimant des protéines
capables d'abroger la signalisation CaN/NFAT, telles que Vac A exprimée par Helicobacter pylori
ou A238L exprimée par le virus de la fievre porcine africaine. Pour la premiére fois depuis
I’observation de 1’effet de I’infection de lymphocytes T CD4+ par HHV-6, nous avons identifi¢ la
protéine US4 comme étant 1’élément viral perpétrant la diminution de la synthése de I’IL-2. En
effet, suite aux travaux de Flamand et al. qui ont démontrés qu’un virus HHV-6 inactivé par
irradiation UV était toujours capable d’inhiber la synthése d’IL-2 et la prolifération cellulaire des
LT CD4+ infectés, nous avons décidé de rechercher le ou les éléments responsables parmi les
protéines de la structure virale. Au sein du laboratoire, nous possédions des vecteurs d’expression
codant pour quatre protéines du tégument: 1) Ull caractérisée comme la protéine la plus
immunogeéne pour la réponse anticorps, 2) U30 et U31 qui sont exprimées a partir de la construction

transactivatrice pzVH14 et 3) U54 qui est I’analogue de la protéine pp65 du HCMV et décrite
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comme transactivatrice également. Nous avons donc testé ’effet de ces ¢léments sur des facteurs
nécessaires a 1I’expression de 1’IL-2. Nos premiéres observations ont permis d’établir que dans des
cellules stimulées avec des phorbols esters (TPA) et un ionophore calcique (ionomycine) exprimant
la protéine US54, les facteurs NFAT endogeénes ou exogénes ont une activité transcriptionnelle
diminuée d’environ 95% tant sur un promoteur minimal de I’IL-2 composé de de trois régions
promotrices NFAT (NFAT-luc) qu’un promoteur complexe complet de I’'IL-2 (IL-2-luc). Ces tests
nous ont permis de vérifier que I’effet inhibiteur perpétré par US54 était spécifique au facteur NFAT
et n'affetcait pas d’autres éléments de promoteurs tels que AP-1 ou encore NF-kB. Quand on étudie
la signalisation qui contrle I’expression de I’IL-2, nous mettons en avant ’enzyme phosphatase

CaN et le facteur de transcription NFAT dont I’activation dépend de la CaN.

Nous avons donc décidé d’étudier I’impact d’U54 sur I’intéraction CaN-NFAT dont dépend
I’activation de tous les mécanismes sous-jacents de cette signalisation. L’activité physiologique
normale démarre par I’activation du TCR qui va stimuler la libération et I’entrée de Ca’" dans le
cytoplasme qui & son tour va activer la calmoduline. La calmoduline va ensuite former un complexe
avec la CaN qui va alors devenir active et se lier a NFAT afin de le déphosphryler sur ses motifs
sérines grace a son activité phosphatase. Une fois déphosphorylé, le facteur NFAT est sous sa forme
active et va alors transloquer dans le noyau grace a une importine afin de se fixer a I’ADN et ainsi
transcrire les geénes cibles en association avec d'autres facteurs de transcription. Un inhibiteur
classique permettant d’abroger cette voie est la CsA dont on s’est servi comme témoin positif d’une
inhibition de la signalisation dans nos travaux. Cependant, il a été démontré que des peptides
synthétiques possédant une séquence particulieére de liaison a la CaN VIVIT sont capables d'inhiber
la déphosphorylation du facteur cellulaire cible NFAT. C'est le cas de la protéine A238L du virus de
la fievre porcine africaine qui posséde une séquence PKIIITG capable de se lier a la CaN avec une

haute affinité et plus rapidement que la protéine NFAT2 porcine.

A partir de ce postulat, une étude plus approfondie de la séquence protéique a permis
I’identification d’un motif U54,93.597 GISIT similaire au motif de liaison a la CaN présents sur les
protéines NFAT PxIXIT. A partir de cette observation, nous avons été en mesure de vérifier
I’implication d’U54 sur cette intéraction CaN-NFAT. Dans un premier temps, nous avons démontré
que la protéine US54 intéragit avec la CaN par des études d’immunoprécipitation. Nous avons
ensuite vérifié que I’activité phosphatase est abrogée par U54 dlie a une intéraction U54-CaN qui
inhibe DI’activité phosphatase de la CaN. De fait, le facteur NFATI1 reste donc dans sa forme
hyperphosphorylé inactive. Enfin, nous avons démontré qu’en présence d’U54, les facteurs NFAT

phosphorylés inactifs sont incapables d’étre transloqués dans le noyau et restent dans le cytoplasme
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des cellules. Suite a I’identification des mécanismes détournés par US54, nous avons vérifié
I’hypothése que les acides aminés US54,96.097 IT sont en partie responsables de cet effet. Dans le
passé, il a été démontré que lorsque les aa IT d’autres domaines de liaison a la CaN étaient mutés
par des aa A, on observe une perte de capacité de liaison a I’enzyme phosphatase. Afin de confirmer
que le motif U54,93,97 GISIT est responsable de cette inhibition, nous avons créé une mutant de
substitution U5493.097 GISAA (U54mut) qui lorsqu’il est exprimé dans des cellules stimulées avec
du TPA et de la ionomycine, n’est pas capable de moduler et d’inhiber la voie CaN/NFAT autant
que la protéine US4 sauvage. Pour finir, toutes ces études ont été confirmées dans une lignée
cellulaire de lymphocytes T capables de synthétiser de I’IL-2 physiologiquement. Lorsque les
cellules T J-Jhan expriment la protéine U54, elles perdent 90% de leur capacité a synthétiser de
I’ARNm d’IL-2 dépendant de I’activité de NFAT alors qu’en présence de US4mut, cette inhibition
est moindre. Toute cette étude a permis la caractérisation d’une stratégie déployée par HHV-6 afin
de moduler le systéme immunitaire de I’h6te a son avantage et d’y persister. Ces travaux permettent
également d’identifier une deuxiéme protéine virale, la premiére chez un virus humain, capable de
moduler la voie de signalisation CaN/NFAT aprés la protéine A238L du virus de la fiévre porcine

africaine.

Au vue des résultats que nous avons obtenus au cours des premiers travaux et du fait que la
voie CaN/NFAT semble jouer un role majeur dans la pathogénese induite par différents cancers,
nous avons décidé d’étudier ’activité d’U54 dans la progression du cancer du sein. En effet, la
surexpression et 1’augmentation de 1’activité transcriptionnelle de NFAT a été detecté¢ dans de
nombreux types de cancers telles que les maladies hématologiques ou encore les cancers du sein ou
colorectaux. Cela se caractérise par une prolifération, une survie, une migration et une invasion
accrues des cellules cancéreuses. Par exemple, les facteurs NFAT peuvent promouvoir, entre autres,
I’angiogénése tumorale suite a son activation par le VEGF qui a son tour favorise 1’induction du
géne de la COX-2. L’activation de NFAT peut également aboutir a I’induction de facteurs solubles
provenant de la tumeur qu’il reste a identifier, et qui peuvent jouer un role paracrine ou autocrine
favorisant la progression tumorale. De fait, I’utilisation de molécules inhibitrices de 1’activité¢ NFAT
telles que la CsA diminuent la progression tumorale. Ces différents inhibiteurs sont d’ailleurs
prédits comme pouvant supprimer la tumorigénése et peuvent devenir des traitements anti-
cancéreux futurs. Effectivement, dans des lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 qui
expriment la protéine US54 de maniére transitoire, nous avons pu observer de nouveau une inhibition
de D’activité transcriptionnelle du facteur NFAT1 exogéne, accompagnée d’une diminution de la

prolifération cellulaire d’environ 25% par son action sur la protéine NFAT2 endogene. Ces
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premicres observations confirment les théories éditées sur les molécules capables d’inhiber
I’activité de NFAT et il serait trés intéressant de persister dans ce domaine de recherche afin de
clairement caractériser tous les mécanismes associés a cette voie de signalisation et les possibles
avenues thérapeutiques a utiliser ou a créer en fonction des types de cancers que 1’on souhaite
traiter. De plus, 1’utilisation d’une protéine virale immunodominante comme la protéine US4 du
HHV-6B pourrait également servir a la mise en place de protocoles combinés de virothérapie et
d’immunothérapie adoptive du fait du double avantage que son utilisation pourrait donner. En effet,
dans des travaux de Nastke et al. , U54 a été caractérisée comme étant une protéine capable
d’induire une forte réponse immunitaire, faisant d’elle une cible privilégiée de I’hote. La premiére
étape consisterait a transporter la séquence codante pour U54 dans les cellules cancéreuses grace a
un protocole de virothérapie, qui favorisera 1’expression du gene viral par les cellules cancéreuses
en division, alors que les cellules saines seront épargnées. Ceci permettrait dans un premier temps
de ralentir la progression tumorale, et dans un second temps servirait & marquer les cellules
cancéreuses grace a la présentation antigénique de peptides de U54 a la surface cellulaire, faisant
d’elles des cibles préférentielles pouvant étre reconnues et détruites spécifiquement par des clones
CTL anti-U54. La mise en ceuvre d’un tel protocole pourrait permettre d’aboutir a 1’éradication des

tumeurs via un protocole d’immunothérapie adoptive.

6.2 Identification de peptides immunodominants de la protéine IE1 du

HHYV-6B pour un protocole d’immunothérapie adoptive

Chaque individu ayant été infecté par HHV-6B posséde des cellules circulantes B et T
mémoires qui sont la pour faire face a une éventuelle réactivation. Ces cellules vont étre capables de
s’expandre et de contrOler une réactivation chez un individu sain. Au niveau des personnes
immunodéprimées, ce type de cellules est déficient ou insuffisant et cela peut aboutir a des
réactivations virales de HHV6-B incontrolées pouvant mener a des pathologies trés graves. Au
cours des vingt derni¢res années, des protocoles d’immunothérapie adoptive ont été mis au point
contre différents virus herpétiques, notamment contre I’EBV et le HCMV dont les transferts
adoptifs de cellules T donnent de trés bons résultats chez les patients transplantés. A partir de
lymphocytes T isolés chez le donneur sain, I’expansion clonale est induite grace a un cocktail de

cytokines pro-inflammatoires combinant I’IL-2 et I’IL-7 qui vont favoriser une croissance cellulaire
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rapide et la réponse immunitaire de type Thl. S’en suivra aprés une dizaine de jours d’expansion,
la réinjection de ces clones cellulaires en grande quantité chez le receveur immunosupprimée ce qui
permettra de contrdler les réactivations virales en plus d’améliorer les prises de greffe et le
recouvrement d’une immunité efficace. Il est donc primordial d’extendre ce genre de protocoles
contre HHV-6B responsable de pathologies lourdes et communes au HCMV lorsqu’il se réactive
chez des patients immunodéprimés. Il serait interéssant d’évaluer 1’impact de la réactivation
d’HHV-6 sur celle du HCMV car il a ét¢ démontré que les réactivations d’HHV-6 préceédent
toujours celles du HCMV. Ceci correle une étude qui avait démontré I’impact des protéines
transactivatrices d’HHV-6 capable d’agir en activant les promoteurs du HCMV. La question qui
peut alors se poser est de savoir quel serait I’impact d’une immunothérapie anti-HHV-6 sur
d’éventuelles réactivations du HCMV ? Cette possibilité ne pourra voir le jour qu’a la suite de
I’identification de cibles immunodominantes qui permettront aux CTL réinjectés de reconnaitre les
antigénes viraux et de lyser les cellules infectées par HHV-6. Basée sur des études antérieures
effectuées sur la protéine IE1 du HCMV qui ont démontrées qu’elle est une bonne cible des cellules
T, et du fait qu’IE1 d’HHV-6 est un homologue positionnel et a une expression cinétique similaire a
celle du HCMV, nous avons assumé le fait que la protéine IE1 du HHV-6B devrait également en
étre une bonne. Malgré que ces deux protéines soient des homologues positionnels, elles ne
partagent pas la méme séquence et il ne peut y avoir d’immunité croisée entre les protéines IE1 de
ces deux virus. Egalement, le choix de la protéine IE1 est légitimé par un travail réalisé sur des
échantillons cliniques de patients infectés par HHV-6B. 1l a été démontré qu’lE1 est une protéine
trés stable d’un point de vue évolutif avec 99.4% d’homologie dans les séquences nucléotidiques
des différents isolats. Ainsi, nous pouvons supposer que suivant 1’apprétement antigénique, les
mémes peptides seront présentés a la surface des cellules chez les différents patients exprimant les
mémes alléles HLA. Enfin, le choix de la protéine IE1 a été basé sur le fait qu’elle est la premiére
protéine synthétisée au cours du cycle viral, environ 2h apres le début de 1’infection, ce qui pourrait
donner I’opportunit¢é au CTL CDS8+ d’agir plus rapidement contre le virus et peut-étre de

I’empécher de s’assembler dans son intégralité et de composer un nouveau virion.

Dans un premier temps, nous avons évalué la réponse immunitaire spécifique a IE1 d’HHV-
6B chez des donneurs de sang sains en créant un pool de peptides chevauchants recouvrant la
protéine au complet d’une taille de 15 mer, taille intermédiaire permettant aux peptides de se fixer
aux systémes HLA de types I et II, et favorisant ainsi la reconnaissance par les cellules T CD4+ et T
CD8+. Par une étude de cytométrie en flux, nous avons été capables de déterminer la fréquence de

cette réponse CD8+ IFN-y+ spécifique a IE1 a partir de PBMC isolées et stimulées avec les

174



différents pools. Chez 20 donneurs sains, une moyenne d’environ 0.06% des cellules T CD8+ ont
répondu spécifiquement aux pools, un chiffre relativement bas qui s’explique par le fait que le virus
est dans un état latent chez ces donneurs et que la derniére réponse anti-HHV-6 peut dater.
Cependant, de maniére surprenante, nous n’avons pas €té capables d’identifier de réponse T CD4+.
Ceci pourrait étre di au fait que la stimulation de 16h que nous avons faite ne soit pas assez longue
pour permettre 1’activation de la réponse TCD4+. Egalement, la réponse mémoire TCD8+ peut-étre
plus forte du fait qu’un nombre plus important de cellules soient présentes dans la circulation
sanguine et que la fréquence de TCD4+ IE1 spécifique soit inférieure a notre seuil de détection.
Pour finir, les mécanismes impliqués pour l’apprétement antigénique HLA-I et HLA-II sont
différents, et du fait que la protéine IE1 est une protéine qui s’exprime au tout début du cycle viral,
il se peut qu’elle soit lysée et subisse un apprétement via un mécanisme HLA-I qui est strictement
intracellulaire contrairement au HLA-II qui permet la présentation antigénique de cibles

extracellulaires.

A la vue de ces premiers résultats, nous avons ensuite déterminé que la protéine IE1 était
bel et bien clivée et présentée au systéme immunitaire pour s’assurer que la faible fréquence de T
spécifiques n’est pas due a un déficit de présentation antigénique. Pour cela, nous avons créé une
protéine hybride IE1 dans laquelle a été sous-clonée la séquence codante d’un pepitde
immunodominant de 1’ovalbumine (OVA) SIINFEKL. Cet outil a permis de mettre en évidence le
clivage et la présentation du pepide OVA 4 la surface cellulaire par un alléle HLA H,K" pouvant
étre reconnus par des splénocytes OT1 spécifiques du peptide. Ce protocole a permis de nous
indiquer que la protéine IE1 du HHV-6B subissait bien un clivage et permettait la présentation
antigénique faisant d’elle une cible de choix. Ces résultats ont été appuyés par une étude de
Gerdemann et al qui ont démontré une dominance de la réponse des cellules T CD8+ contre IE1

parmi plusieurs protéines immunodominantes telles qu’U11, U54, U14 ou U71 du HHV-6B.

Nous avons donc ensuite tenté d’identifier des peptides immunodominants dont on pourrait
se servir en vue d’une immunothérapie adoptive. Gerdemann et al ont réussi a identifier des
épitopes d’IE1 restreints a 1’alléele HLA de classe I B*40, cependant il est primordial de poursuivre
cet effort en identifiant des épitopes restreints pour des alleles HLA communs dans la population.
C’est pour cette raison que nous avons fait cette caractérisation a 1’aide d’ APC artificielles (AAPC)
exprimant a leur surface des molécules HLA-A*02, HLA-A*03 et HLA-B*07 qui sont parmi les
trois alléles les plus répandus au sein de la population caucasienne. Nous avons développé a partir
de ces AAPC des lignées cellulaires stables exprimant la protéine IE1 et permettant un clivage, un

apprétement et une présentation antigénique physiologique. A partir des AAPC de chacune des
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lignées HLA exprimant la protéine IE1, nous avons fait des cocultures avec des lymphocytes T de
donneurs HLA-compatibles en présence du cocktail de cytokines IL-2/IL-7 afin d’expandre les
clones T ayant reconnus les épitopes présentés naturellement. La, les cellules T ont été de nouveau
mises en cocultures avec les AAPC HLA-compatibles mais qui présentaient des peptides
synthétiques d’IE1 permettant une identification d’épitopes de plus en plus précise. C’est a dire que
les cocultures ont été répétées en débutant par 1’identification d’un pool de peptides complet, qui
ont ensuite permis d’identifier un peptide unique 15 mer a 'intérieur du pool, et enfin permis de
caractériser la séquence 9 mer immunogeéne a I’intérieur de la séquence du peptide 15 mer. Ces
différentes étapes de cocultures ont permis I’identification de 6 peptides 9 mer, trois restreints pour

le HLA-A*02, deux pour le HLA-A*03 et un pour le HLA-B*07.

Afin de confirmer que ces peptides peuvent servir de cibles pour 1’établissement d’un
protocole d’immunothérapie adoptive, nous avons confirmé que les CTL obtenus suite a
I’expansion clonale possédent un potentiel cytotoxique capable de lyser des PBMC primaires
infectées par HHV-6B. De plus, nous avons confirmé les résultats d’une étude précédente effectuée
par Nastke et al. qui ont démontré qu’il existe une réaction immunitaire croisée entre les especes
HHV-6A et HHV-6B. En effet, la trés grande homologie de séquence entre les deux especes virales
le permet et le peptide HLA-A*02 aal09-117 CIQSIGASYV est partagé par les protéines IE1 des
deux espéces. Ainsi, nous avons pu, pour la premiere fois, identifier un peptide immunodominant
qui peut servir de cible commune pour I’expansion clonale de CTL contre les deux virus HHV-6B

et HHV-6A.

6.3 Perspectives

Ces différents travaux ont permis d’étendre les caractéristiques pro-virales et
immunologiques du virus HHV-6B. Nous avons démontré comment le virus peut abroger la
synthése de I'IL-2, cytokine clé dans dans I’immunité cellulaire, en découvrant la protéine
impliquée et le mécanisme cellulaire qu’elle dérégle. La caractérisation de la protéine du tégument
US54 comme modulatrice du systéme immunitaire met en avant une nouvelle stratégie par laquelle le
virus prend le dessus sur la réponse de 1’hote afin de pouvoir le coloniser le plus efficacement
possible. Peu de choses ont a ce jour été décrites sur cette protéine US4, I’on sait que c’est une
protéine structurale du tégument qui est synthétisée au cours de la phase tardive du cycle lytique, et
elle est répertorié¢e comme un ¢élément transactivateur pouvant exercer une activité

transcriptionnelle en promouvant I’expression génique. Suite a nos travaux et la description du
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mécanisme par lequel U54 agit sur la signalisation de la voie CaN/NFAT, il est difficile de penser
que I’on pourrait utiliser ou synthétiser une drogue ou un élément agissant spécifiquement contre
cette protéine. Il serait interéssant de confirmer 1’impact d’U54 sur cette voie de signalisation en
étudiant ’expression d’autres cytokines telle que I’IL-4, génes ou encore en évaluant certains
mécanismes physiologiques telle que la différenciation des lymphocytes T qui dépendent de
Iactivitt de NFAT. Ce virus HHV-6B est relativement bénin chez les personnes
immunocompétentes, le systéme immunitaire prend rapidement le dessus lors des épisodes de
réactivation, ce qui n’empéche cependant pas le pathogéne de persister et de se cacher dans 1’hote.
C’est maheureusement grace a cette faculté que le virus peut devenir trés pathologique chez des
patients dont le systtme immunitaire a été supprimé médicalement (radiothérapie,
immunosuppresseurs) ou pathologiquement (VIH). Cependant, afin de contréler les éventuelles
réactivations virales, déployer une immunothérapie par transfert adoptif de CTL contre la protéine
US54, en association avec d’autres protéines d’HHV-6 identifiées comme inmmunogéniques,
permettrait d’empécher le virus d’avoir le temps de coloniser et de développer ses effets délétéres.
Depuis quelques années, une réponse spécifique anti-U54 a été observée dans plusieurs travaux,
impliquant ainsi la protéine comme possible cible de choix dans d’éventuelles thérapies anti HHV-
6. En effet, la protéine US54 du HHV-6B est ’homologue de la protéine pp65 du HCMV qui est
connue comme étant fortement immunogene, et déja utilisée dans des protocoles d’immunothérapie
adoptive anti-HCMV. Nous avons observé dans le laboratoire que cette protéine est ubiquitinée
(résultat non publié¢) grace a des études de co-IP, suggérant la possibilité que la protéine subit un
clivage et ’apprétement antigénique par la voie des HLA de classe I jusqu’a la présentation
antigénique a la surface cellulaire. Il serait donc trés intéressant d’identifier des épitopes
immunodominants dirigés contre la protéine U54 par des études de screening comme celle effectué

pour la protéine IE1 décrites dans ce manuscrit.

L’avantage que procure la protéine U54 au virus lors d’une infection pourrait donner un
avantage thérapeutique dans d’autres pathologies telles que les cancers dont beaucoup de
mécanismes dépendent. En effet, la voie CaN/NFAT inhibée par la protéine virale dans les
lymphocytes T CD4+ est impliquée dans la progression de différents cancers dont le cancer du sein.
En effet, elle favorise la progression tumorale du cancer du sein, dont la prolifération cellulaire via
PKM2, ou bien la migration et I’invasion cellulaire via la PGE2/COX-2. 1l serait donc trés pertinent
d’évaluer I'impact d’U54 sur les différents mécanismes du cancer du sein dépendants de
CaN/NFAT. Apreés des travaux primaires sur ’effet d’U5S4 sur D’activité des facteurs NFAT

endogenes et la prolifération cellulaire de lignée de cancer du sein MCF-7, il est apparu que la
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protéine virale abroge les facteurs favorisant I’avancement de la pathologie. Il serait important
d’effectuer le méme type d’études sur des lignées cellulaires de cancer de la prostate ou colorectaux
dont on sait que la prolifération cellulaire dépend de I’activité des facteurs NFAT de la méme
manieére que le cancer du sein. De plus, d’autres caractéristiques propres a la protéine US54
pourraient donner d’autres avantages contre les cancers. En effet, le fait de forcer des cellules de
cancer du sein a exprimer la protéine U54 dont on connait I’'immunogénicité, pourrait permettre de
marquer sélectivement les tumeurs grace a la présentation antigénique a leur surface. Enfin, la
présentation antigénique au systéme immunitaire pourrait aboutir a 1’élimination spécifique des
tumeurs suite a I’expansion clonale suivie de la réinjection de CTL capables de reconnaitre
I’épitope viral. Toute cette théorie pourrait étre appliquée en combinant deux protocoles
thérapeutiques utilisés dans les traitements anti-cancéreux: la virothérapie et I’immunothérapie

adoptive.

La virothérapie est une forme expérimentale de traitement des cancers qui utilise la
biotechnologie afin de reprogrammer des virus qui vont attaquer les cellules cancéreuses tout en
grandant les tissus sains intacts. Comme il a déja été démontré, les vecteurs viraux sont capables
d’infecter les cellules tumorales tout comme les cellules saines. L’avantage provient du fait que
seules les cellules cancéreuses en division vont permettre I’expression du géne oncolytique et ainsi
favoriser la lyse des tumeurs. Habituellement, les virus utilisés sont I’herpés simplex et les
adénovirus qui sont génétiquement modifiés afin de délivrer une protéine ou une particule
oncolytique. L’utilisation d’un de ces virus modifiés infectant les cellules de cancer du sein et qui
permettraient 1’expression de la protéine U54 du HHV-6B pourrait étre une issue treés intéressante.
Les conséquences d’un tel protcole seraient que, dans un premier temps, US54 ralentirait la
progression tumorale en inhbibant la prolifération. En parallele, par un traitement
d’immunothérapie adoptive, des lymphocytes T du patient pourraient étre isolées et soumis a un
protocole d’expansion clonale de CTL qui reconnaittraient les antigénes spécifiques a U54 en
combinaison avec un cocktail de cytokines IL-2/IL-7 favorisant 1’expansion et la réponse pro-
inflammatoire. Enfin, une réinjection par transfert adoptif autologue de ces lymphocytes T
cytotoxiques en grande quantité pourrait permettre la lyse spécifique des tumeurs. Evidemment, afin
de pouvoir subir un transfert autologue de CTL, le patient doit €tre traité pour un cancer qui ne soit
pas une atteinte hématologique. Différents protocoles indépendants impliquant I’immunothérapie
adoptive, la virothérapie ou encore I’angiothérapie comme traitements anti-cancéreux ont obtenu de
trés bons résultats en clinique, mais il est de plus en plus suggéré que 1’association de ces différents

traitements pourrait étre une avenue thérapeutique encore plus fiable et plus efficace. Ceci pourrait
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permettre de développer un évantail de thérapies pouvant étre appliquées en fonction du cancer que
I’on veut traiter, ou bien du mécanisme que I’on veut abroger. Pour finir, il serait donc d’intérét de
tester I’implication d’U54 dans différents types de cancers afin d’évaluer son impact sur les grands
mécanismes pro-tumoraux : la transformation cellulaire, la prolifération cellulaire, la migration

invasive, ’angiogénese et le profil de chimiokines perpétré.

En ce qui concerne les patients immunodéprimés dont les HSCT, I’approche la plus
efficace et la plus slire pour combattre les réactivations virales est I’immunthérapie adoptive. Elle
permet entre autre d’essayer de maintenir une immunité antivirale assez élevée afin de limiter
I’utilisation de drogues antivirales qui ont des effets secondaires délétéres lorsqu’utilisées a forte
dose chez les patients. Depuis les récentes caractérisations de peptides immunodominants de
protéines du HHV-6B, des études cliniques impliquant ces peptides pourraient étre menées afin de
vérifier la viabilité du protocole concernant ce virus. Cependant, malgré de bons résultats obtenus, a
ce jour, les protocoles ne sont dirigés que contre un virus en particulier et en général ne sont
accessibles qu’a des patients possédant le ou les bons alleles HLA. C’est en ce sens que les
recherches dans ce domaine se tournent vers la mise au point de protocoles dont le but est de
contrdler plusieurs virus résurgents d’un seul coup et sans distinction des HLA. La difficulté dans
ce genre de procédures est de trouver une maniére simple, rapide, efficace et si possible peu
couteuse d’expandre les cellules T. Gerdemann et al. ont récemment publié une procédure allant
dans ce sens. Leur approche permetde générer des CTL dirigés contre plusieurs virus a partir d’une
seule co-culture. Cela consiste a récupérer des cellules dendritiques (DC) chez un donneur et de les
nucléofectés avec différentes constructions codants pour des protéines immunogenes de différents
virus: IE1 et pp65 pour le HCMV, EBNA-1, LMP2 et BZLF1 pour I’EBV, Hexon et Penton pour
I’ Adénovirus. Ces DC vont étre utilisées comme APC contre des PBMC réupérées a partir du méme
donneur et vont permttre I’expansion clonale sans distinction des systemes HLA-I ou HLA-II, le
tout stimulé par un cocktail de cytokines favorisant I’expansion et la différenciation cellulaire
combinant I’IL-2, I'IL-4 et I’'IL-7. Compte tenu des conséquences des ces réactivations et du fait
que des antigénes et des peptides protecteurs ont été caractérisés ces dernieéres années, le virus
HHV-6B devrait étre considéré et tester dans des tests cliniques avec ce type de procédure afin de
continuer a améliorer le recouvrement d’une immunité solide chez les HSCT post-greffe. A partir
de nos travaux, il serait trés interéssant d’assembler, un pool depeptides reconnus par les cellules T
CDS8+ et ce indépendamment des alléles qui les présentes. Ce pool permettrait d’évaluer la réponse
immunitaire de donneurs de sang sains et évaluer la fréquence de donneurs répondants. Pour finir,

le but ultime serait d’utiliser un pool de peptides multivirus (HHV-6, EBV, HCMV, HSV) qui
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permettrait d’induire une réponse qui permettrait de combattre ou de controler les éventuelles
réactivations virales impliquées dans les greffes ou les transplantations pour la plus grande tranche

possible de la population.

6.4 Conclusion

Les résultats présentés dans ce document fournissent de nouvelles informations quant aux
propriétés biologiques permettant 8 HHV-6 de détourner le systéme immunitaire de 1'hdte a son
avantage ainsi que les prémices d'un traitement immunothérapeutique anti-HHV-6. C'est un des
virus les mieux adaptés aux conditions hostiles du syst¢eme immunitaire de I'homme, cependant, peu
de mécanismes ont été caractérisés a ce jour. Leur étude pourrait permettre de mettre en lumiére de
possibles stratégies thérapeutiques menant a son élimination de 1'organisme. Nous avons cependant
réussi a identifier une nouvelle stratégie par laquelle HHV-6 peut inhiber la réponse immunitaire
adaptative dans les lymphocytes T CD4+ infectés via l'inhibition de la synthése d'IL-2. Nous avons
découvert que ’inhibition de la voie de signalisation CaN/NFAT est dérégulée par la liaison de la
protéine US54 a la CaN aboutissant a la perte d’activation de NFAT. Cette voie a d’ailleurs été
caractérisée comme promouvant différents cancers tels que le cancer coloréctal ou le cancer du sein
dont nous avons pu démontrer un effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire par U54. Un
deuxiéme avantage a été suggéré quant a la transfection d’U54 dans des cellules tumorales de seins
pouvant servir de cible préférentielle pour des CTL dirigés spécifiquement contre des épitopes de la
protéine. Cette hypothése permettrait I’élimination des tumeurs, de maniére trés spécifique. Enfin,
nos travaux ont permis d’identifier des épitopes immunodominants de la protéine IE1 du HHV-6B
qui pourront servir a stimuler I’expansion clonale de CTL en vue d’un traitement d’immunothérapie
adoptive chez des patients immundéprimmeés transplantés. Cette procédure permettrait de contenir
une éventuelle réactivation virale du HHV-6B dont 1’association a de graves pathologies post-
greffes ne cesse de croitre. De plus cette caractérisation a permis d’élargir la proportion de
personnes susceptibles de pouvoir recevoir ce type de traitement en ciblant trois des molécules HLA
les plus exprimées dans la population caucasienne HLA-A*02, HLA-A*03 et HLA-B*07. De nos
jours, il est nécessaire de considérer HHV-6 comme une menace importante et de la traiter comme
tel du fait de [’ubiquité de son infection dans 1’organisme et que plus de 95% de la population
mondiale est a risque. Malgré le grand nombre de découvertes faites sur HHV-6 depuis plus de 25
ans, il ne fait aucun doute que beaucoup de mécanismes développés par le virus nous sont encore

inconnus et qu’il est primordial d’en découvrir le plus possible afin d’augmenter le nombre de
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cibles potentielles permettant de le combattre ou éventuellement de se servir de possibles composés

viraux a des fins thérapeutiques.
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