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« A virus is not just DNA; a virus is also package up, covered over with a series of
proteins in a nice, elegant, well-compacted form.”
Francis Collins
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Introduction

La découverte de l'existence du cytomégalovirus humain (CMVH) pourrait remonter en 1881.
Ribet découvre alors sur des coupes de rein d'enfants mort-nés, la présence de grandes cellules.
Puis en 1904 Jesionek et Kiolemenoglou décrivent a nouveau ces cellules cytomégaliques avec des
inclusions nucléaires. Il faudra attendre plusieurs années, d'autres observations de ces cellules et
I'solement du virus dans les années 1950 pour que Weller nomme ce virus cytomégalovirus (Ho,
2007; Weller, 1970).

Depuis les années 1950, la connaissance du CMVH s'est accrue mais reste incompléte. Le
CMVH a été classé dans la famille des Herpesviridae et plus précisément dans la sous-famille des
beta-herpesviridae. Comme tous les virus de la famille des Herpesviridae, aprés une infection, il
persiste a I'état latent toute la vie de l'individu. Aujourd’hui, environ 83% de la population mondiale
serait porteuse du virus (Zuhair et al., 2019). Cette prévalence varie en fonction du pays et du statut
socio-économique des individus (Cannon et al., 2010). Le probléme majeur n'est plus l'identification
du virus et sa détection mais la gestion des complications qu'il induit lors de greffes ou dans le cas
d’'une infection congénitale.

L'infection a CMVH est la premiére cause virale de morbidité et de mortalité chez les patients
transplantés d'organes solides (SOT) ou de cellules souches hématopoiétiques (CSH). L'incidence
de l'infection a CMVH dépend du statut sérologique du donneur et du receveur et varie entre 2,5%
et 31,5% suivant le type du greffe (Ramanan and Razonable, 2013). Les complications induites lors
d'une maladie a CMVH peuvent entrainer le rejet de la greffe ou favoriser la réaction du greffon
contre I'hdte. Dans le cas de l'infection congénitale, environ 0,7 % des nouveau-nés sont infectés in
utero lors d'une primo-infection, d'une réinfection ou d'une réactivation virale maternelles. Parmi
ces nouveau-nés infectés, 10 a 15% sont symptomatiques et développeront des séquelles allant

d'une thrombopénie, a une surdité ou des retards mentaux (Leruez-Ville and Ville, 2017).
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La volonté de développer un vaccin contre l'infection a CMVH débute dés 1975. Il est constitué
de la souche virale Towne atténuée par passages successifs en culture cellulaire (Plotkin et al.,
1975). Au début des années 2000, la mise au point d'un vaccin contre le CMVH est devenue la
priorité pour le National Vaccine Advisory Committee (NVAC) (Modlin et al., 2004). Depuis, aucun
vaccin n'a été commercialisé mais plusieurs sont en développement. Une des premieres molécules
utilisées dans le traitement de linfection a CMVH est le ganciclovir qui reste aujourd’hui le
traitement de référence en thérapeutique. D'autres molécules peuvent étre utilisées en alternative
dans le traitement de l'infection a CMVH comme le cidofovir ou le foscarnet. Cependant, a cause
de I'émergence possible de mutations de résistances aux traitements et de la toxicité de ces
molécules, le développement de nouveaux composés est indispensable. Parmi les derniers
développés, le letermovir a vu son autorisation de mise sur le marché étre acceptée par la Food
and Drug Administration et par I'Agence Européenne de Médecine pour une utilisation en
prophylaxie pour les patients receveurs de CSH en 2018. Malgré larrivée de ces nouveaux
antiviraux, I'arsenal thérapeutique est encore trés limité et nécessite d'étre étoffeé.

C'est dans ce contexte de développement de nouvelles thérapeutiques anti-CMVH que
s'inscrivent ces travaux de thése. Avant de pouvoir tester des molécules chez 'Homme, il est
nécessaire de valider plusieurs étapes intermédiaires. Les études précliniques permettant
I'évaluation de I'efficacité et de la toxicité des nouveaux composés nécessitent la mise au point de
modéles d'étude pertinents. Dans le contexte de traitement de l'infection congénitale a CMVH,
nous avons optimisé la culture ex vivo de villosités placentaires de 1¢" trimestre (Morére et al.,
2015). Pour étudier l'efficacité des molécules dans un modéle plus complexe, avec la contrainte de
la spécificité d'hote du CMVH, nous avons validé un modele original de greffe en sous-cutané de
villosités placentaires chez la souris. Ainsi, les différents modéles d'étude mis en place au sein de
l'unité de recherche permettent une évaluation in vitro, ex vivo et in vivo du potentiel anti-CMVH de

nouveaux antiviraux.
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Chapitre | : Généralités sur le cytomégalovirus humain

I. Classification

Le cytomégalovirus humain (CMVH) appartient a la famille des Herpesviridae. Cette famille est
divisée, selon le groupe d'étude des herpesvirus du Comité International de la Taxonomie des Virus
(ICTV), en trois sous-familles que sont les Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les
Gammaherpesvirinae (Davison, 2007) (Figure 1). L'inclusion dans une sous-famille dépend des
caractéristiques du virus tels que la structure du génome, son cycle de réplication ou encore de la

morphologie du virion.

HHV-1 )
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CeHV-16
oy} Simplexvirus
MaHV-2
BoHV-2
E AHV-1
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HHV-3 ) o
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caHv-1 } Varicellovirus
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1%} Roseolovirus
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a3} Rhadinovirus

Gammaherpesvirinae
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—i 0.1 Divergence

Figure 1. Arbre phylogénétique des herpesvirus. L'arbre est basé sur les alignements de
séquences en acides aminées de huit génes homologues. Les lignes épaisses désignent les
embranchements incertains. D’aprés Davison, 2007, Overview of classification, Human herpesvirus

La sous-famille des Alphaherpesvirinae comprend par exemple, le virus de I'herpés simplex
(HSV) ou le Varicellovirus (VZV), qui se caractérisent par un cycle réplicatif court et lytique (18h a 20h
pour HSV). lls ont un tropisme d'infection d’hdte large et restent latents principalement dans les

ganglions sensitifs (Davison, 2007).
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Les B-herpesvirus, a la suite d'un cycle réplicatif dit long, restent latents principalement dans
les cellules souches hématopoiétiques, les cellules lymphocytaires et les glandes sécrétoires. Le
cytomégalovirus humain ou HHV-5, ainsi que les virus HHV-6 et HHV-7 sont inclus dans cette sous-
famille (Davison, 2007).

Les Gammaherpesvirinae, tels que le virus d’Epstein-Barr (EBV) ou les Rhadinovirus, sont
généralement spécifiques des cellules lymphocytaires B et T avec une latence dans les tissus

lymphoides (Davison, 2007).

Il. Structure du cytomégalovirus
Le virion du CMVH est une particule virale de 180 a 200 nm de diamétre. Cette particule est
composée du génome viral inclus dans une capside. Le tégument entoure la capside et la sépare

de I'enveloppe virale (Figure 2).

Nucleocapsid

Tegument
Genome

Membrane

Glycoprotein complex I

Glycoprotein complex I11

Figure 2 : Schéma de la structure du virion du cytomégalovirus humain. Le génome du CMVH
sous forme d’ADN double brin de 230 Kbp est protégé dans une capside icosaédrique. La capside
est entourée par les protéines du tégument, elles-mémes recouvertes des protéines de I'enveloppe
virale contenant les glycoprotéines de surface. D’aprés Tomtishen Ill, 2012.
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I.1. Le génome du CMVH
Le génome du CMVH est constitué d'un ADN bicaténaire de 230 Kpb codant plus de 200
protéines, ce qui en fait le plus long parmi les herpesvirus. Il est entierement séquencé (Chee et
al., 1990; Dolan et al., 2004). Le génome du CMVH se compose de deux régions, définies comme la

région unique longue (UL) et la région unique courte (US) (Figure 3).

Région unique longue Région unique courte
8 TRL [ /RL BMIRSI| [TRS |
«a» > “~ a i “Ca»
« pact» « pac2 »
Région UL : TRL : Répétition terminale longue IRL : Répétition interne longue
Région US : IRS : Répétition interne courte TRS : Répétition terminale courte

Figure 3. Structure du génome du CMVH. Le génome du CMVH, d’une taille de 230 Kbp,
comprend deux régions uniques flanquées par les séquences inversées et répétées TRL/IRL et
IRS/TRS. Ces deux régions sont encadrées par des séquences a content les séquences pac.

Chaque région, ou segment, est délimitée par des séquences inversées et répétées, TLR et IRL
pour le segment UL, TRS et /RS pour le segment US. Les régions « a », sont présentes a chaque
extrémité du génome viral ainsi qu’entre les séquences TRL et IRS. Elles contiennent les séquences
pacl et pac2 (cis-packaging element) qui servent de site de fixation au complexe d'encapsidation lors

de la réplication virale (Figure 3).

Il.2.La capside virale
La capside du CMVH, comme toutes les capsides des herpesvirus, est formée de capsomeéres
répartis en 150 hexons et 12 pentons. Les capsoméres sont composés de différentes protéines
dont la protéine majeure de la capside MCP (pUL86), les protéines mineures mnCP (pUL85 et
pUL46) et les SCP qui sont les petites protéines de la capside (pU48 et pUL49) (Gibson et al., 1996;

Liu and Zhou, 2007).
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1.3.Les protéines du tégument
Le tégument est principalement formé des protéines pp65, pp71, pp150 et pp128 entourant
la capside virale. Le réle des protéines du tégument n'est pas encore totalement élucidé. Certaines
sontimpliquées dans les modifications cellulaires lors de I'entrée du virus dans la cellule héte, dans
I'évasion a la réponse immune ou encore dans le passage de la capside du noyau vers le

cytoplasme (Tomtishen Ill, 2012; Marschall et al., 2017).

Il.4.L’enveloppe du CMVH

Les protéines composant I'enveloppe virale, initialement réparties entre trois groupes ou
glycocomplexes (gC), gC-l, gC-Il, gC-lll (Gretch et al., 1988), définissent le tropisme cellulaire du
virus. Par liaison avec les récepteurs extracellulaires, elles permettent la fusion de I'enveloppe
virale avec la membrane cellulaire.

Le groupe gC-l est composé d’homotriméres de glycoprotéine B (gB) codées par le gene UL55.
Le groupe gC-ll comprend les glycoprotéines M et N (gM et gN) codées respectivement par les
génes UL100 et UL73. Le groupe gC-Ill est formé des glycoprotéines gH/gL et gO (codées par UL75,
UL115 et UL74) (Nguyen and Kamil, 2018).

Un autre complexe est présent au sein de I'enveloppe virale : le complexe pentamérique ou
pentameére. Il est composé des protéines gH/glL/pUL128/ pUL130/pUL131 permettant I'entrée du

virus dans les cellules épithéliales et endothéliales (Wang and Shenk, 2005a).

lll. Interaction virus et héte

Les mécanismes d'entrée du virion dans la cellule ne sont pas complétement élucidés.
Toutefois, il est établi que certains complexes protéiques sontimpliqués dans le tropisme cellulaire
du virus. Suite a son internalisation, le virus interagit avec la cellule pour pouvoir se répliquer et

échapper au systéme immunitaire.
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lll.1. Entrée du virus dans la cellule et tropisme cellulaire.

Malgré sa stricte spécificité d'hote, le CMVH est capable d'infecter de nombreux types
cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales, mais aussi les cellules
dendritiques, les monocytes et macrophages, les cellules neurales, les trophoblastes ou encore les
hépatocytes (Stinski and Meier, 2007a). L'entrée du virus dans la cellule héte est médiée par
linteraction des complexes gC-l, gC-ll et gC-lll de l'enveloppe virale et des récepteurs

extracellulaires de la cellule.

ll.1.1. Tropisme cellulaire
Le tropisme cellulaire du CMVH est défini par la présence de la protéine gO associée soit au
complexe gH/gL soit aux protéines codées par les génes UL128, UL130 et UL131. Le niveau
d'expression du complexe gH/glL/gO ou du complexe gH/gL/UL128-131 est variable entre les

souches de CMVH (Zhou et al., 2013).

(@ Enveloppe

Tegument (e.g. pp65, pp150)

- ’—Nucléocapside

gH/gL/UL128/UL130/UL131 /4

Cellules Fibroblastes
épithéliales Current Opinion in Virology

Figure 4. Roles des glycoprotéines dans le tropisme cellulaire du CMVH. (a) Schéma du virion
avec les complexes protéiques de I'enveloppe virale. (b) Le complexe pentamérique est impliqué
dans I'entrée du virus dans les cellules endothéliales et épithéliales. (c) le complexe gH/gL/gO est
impliqué dans I'entrée du virus dans les fibroblastes. La gB ou protéine de fusion induit I'entrée du
virus dans la cellule. D’aprés Luisi et al., 2017

Le complexe glL/gH/g0O, ou complexe trimérique, est un ligand du récepteur alpha des
facteurs de croissance dérivés des plaquettes (PDGFRa) et permet I'entrée du virus dans les
fibroblastes (Figure 4) (Kabanova et al., 2016). Les protéines pUL128/PpUL130/pUL131 du
pentamere sontindispensables pour I'entrée du virus dans les cellules endothéliales et épithéliales

mais aussi dans les cellules leucocytaires (Figure 4) (Gerna et al., 2019a).
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Les passages successifs de souches de CMVH sur fibroblastes induisent des mutations dans
les génes UL128, UL130 et UL131 rendant le complexe non fonctionnel (Dargan et al., 2010). Cette
perte du complexe pentamérique ne permet plus au virus d'infecter les cellules endothéliales et/ou
épithéliales (Vanarsdall and Johnson, 2012). Il en est ainsi pour la souche virale de laboratoire
AD169, principalement cultivée sur fibroblastes, qui a perdu son tropisme endothélial/épithélial a
la suite de mutations dans le géne UL1317. La restauration du géne UL7137 de 'AD169 a permis de
restaurer sa capacité a infecter les cellules ARPE-19, cellules épithéliales de la rétine (Wang and

Shenk, 2005b).

lll.1.2. Entrée du virus dans la cellule
L'entrée du CMVH dans les fibroblastes est favorisée par la liaison du complexe gL/gH/g0O avec
les récepteurs PDGFRa (Figure 5) qui sont alors phosphorylés (Kabanova et al., 2016; Martinez-
Martin et al., 2018). Le complexe glL/gH/g0 est aussi capable de se lier au récepteur TGFBRIII dont
la fonction dans linfection virale n'est pas encore élucidée. Ce récepteur est exprimé par les
cellules MRC-5 (fibroblastes embryonnaires) mais aussi par les cellules ARPE-19 (cellule épithéliales

de la rétine) (Martinez-Martin et al., 2018).
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Figure 5. Interaction du HCMV avec les composants de la membrane plasmique. La liaison du
complexe trimérique avec le récepteur PDGFRa puis la liaison de la gB avec des composants
extracellulaires, conduit a la fusion du virus avec la membrane plasmique. L’endocytose du virus est
dépendante du pH et a lieu aprés interaction du pentamére avec Nrp2 puis action de la gB dans la
vésicule d’endocytose. D’aprés Gerna et al., 2019b.

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . . l | 26
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Le récepteur neurophiline2 (Nrp2) situé a la surface des cellules épithéliales/endothéliales
interagit avec le complexe pentamérique du CMVH (Figure 5). La liaison a Nrp2 permettrait
I'activation de la voie ErbB et ainsi pourrait activer la voie de 'EGFR (Martinez-Martin et al., 2018).
Ce récepteur est aussi présent a la surface des fibroblastes, ce qui pourrait rendre ces derniers
plus sensibles a l'infection par le CMVH.

L'entrée du virus dans la cellule peut se faire soit par endocytose soit par fusion de lI'enveloppe
virale avec la membrane plasmique (Figure 5). Dans les deux cas, apres liaison du complexe
trimérique ou pentamérique, la fusion est induite par interaction de la gB avec des composants
extracellulaires. La gB peut aussi se lier aux héparanes sulfates présents a la surface des cellules
ainsi qu'avec les intégrines B1 et B3 de la membrane plasmique des fibroblastes. Cette étape de
liaison induit la fusion du virus avec la cellule (Gerna et al., 2019b). L'action de la gB, dite protéine
de fusion, est indispensable pour I'entrée du virus dans la cellule (Vanarsdall et al., 2008). La fusion
de l'enveloppe virale avec la membrane cellulaire conduit a la libération de la capside et des
protéines du tégument dans la cellule (Figure 5). Cette étape est indépendante du pH a la
différence de I'endocytose du virus lors de son entrée dans les cellules épithéliales/endothéliales
qui se fait a pH faible (Ryckman et al., 2006).

Les virions utiliseraient deux voies distinctes d'entrée dans les cellules épithéliales ARPE-19.
S'ils sont produits dans des cellules fibroblastiques, I'entrée se ferait préférentiellement par
endocytose alors que les virions issus de cellules épithéliales fusionneraient avec la membrane

plasmique (Wang et al., 2007).

ll.2. Réponses cellulaires a I’entrée du virus dans la cellule.
L'internalisation du CMVH déclenche diverses réponses dans la cellule. L'homéostasie
cellulaire du Ca?" est modifiée, les phospholipases C et A2 sont activées. Les voies des facteurs de
transcription sont aussi activées telles que la voie NF-kB, la voie des protéines kinases activées par

des mitogenes (MAP kinases) ainsi que les voies ERK1/2 et p38 ou celle de la kinase
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phosphatidylinositol 3 (PI3K) (Compton, 2004; Compton and Feire, 2007). La plupart de ces
modifications cellulaires sont indépendantes de la transcription de génes du CMVH mais sont

impliquées dans la réplication virale ou dans la réponse immunitaire.

lll.2.1. Activation de la voie NF-kB
La régulation de la voie NF-kB par le CMVH est nécessaire pour sa réplication mais aussi pour
I'échappement du virus a la réponse immunitaire. Elle est activée lors de I'entrée du virus, ce qui

conduit a la dégradation du complexe NEMO, sous unité-régulatrice du complexe IKK. L'inhibiteur
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Figure 6. Voie de signalisation classique de NF-kB. Le facteur de transcription NF-kB
est activé apres dégradation de sa protéine inhibitrice IkB par le complexe IKK. Il est
ensuite transloqué au noyau et se fixe sur '’ADN au niveau des sites de liaison a NF-kB
pour activer la transcription de génes. D’aprés DeMeritt et al., 2004.

4

Noyau

de la kinase kB (IKK) est alors activé et va phosphoryler I'inhibiteur kB (IkB) qui sera dégradé. Le
complexe RelA/p50, formant le complexe NF-kB, peut alors étre transloqué au noyau pour se fixer
sur les sites de transcriptions des génes du CMVH ou sur des genes participant a la réponse
immunitaire de I'n6te (Figure 6).
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Dans un premier temps, l'activation de cette voie permet l'expression des génes immediate-
early du CMVH, dont le promoteur MIEP qui contient un site de fixation au facteur NF-kB (DeMeritt
et al., 2004). Dans un second temps, la protéine du tégument pUL26 participe a l'inhibition de la

voie NF-kB afin de diminuer la réponse immunitaire de I'héte (Mathers et al., 2014).

lll.2.2. Inhibition de la mort cellulaire
Le CMVH interagit avec de nombreuses voies afin dinhiber I'induction de I'apoptose ou de la
nécrose cellulaire (Brune and Andoniou, 2017). La mort cellulaire est régulée par les protéines IET,
p72, et IE2, p86. Elles inhibent les voies apoptotiques induites par le TNF exprimé par la cellule en
réponse a l'infection. Le CMVH encoderait en plus un ligand des récepteurs au TNF, la protéine

pUL144 (McCormick and MocarskiJr., 2007).

1.2.3. Réponse immunitaire

Le CMVH interagit avec les acteurs de la réponse innée et adaptative dés son entrée dans la
cellule. Lors de la fixation a la membrane plasmique, le CMVH se lie aux récepteurs toll-like (TLR),
via la gB ou la gH, déclenchant une réponse innée. La liaison au TLR2 conduit a I'activation de de la
voie NF-kB (Compton and Feire, 2007). L'infection des monocytes par le CMVH favorise I'expression
des TLR4, 5 et 6 (Smith et al., 2014). L'activation des TLR conduit a la production de cytokines pro-
inflammatoires et peut aussi induire l'apoptose cellulaire (Brune and Andoniou, 2017). Des
polymorphismes dans les génes codant les TLR peuvent étre associés avec une infection a CMVH
chez les enfants ou a un plus fort taux de transmission du virus in utero (Eldar-Yedidia et al., 2017;

Studzinska et al., 2017).
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Figure 7. Modulation du systéme immunitaire par le cytomégalovirus humain. Les barres
rouges indiquent une inhibition et les fleches bleues indiquent une activation. D’aprés Patro, 2019.

Les cellules natural killer (NK) sont un des premiers effecteurs de la réponse innée a étre
activés lors d'une infection virale. Plusieurs génes du CMVH vont conduire a l'inhibition de ces
cellules NK. Les produits des génes UL16, UL17, UL40, UL140 et UL142 sont des homologues des
protéines HLA-I qui, exprimés a la surface de la cellule, inhibent la réponse NK (Jackson et al., 2011;
Patro, 2019). Divers autres genes sont impliqués dans I'échappement a la lyse cellulaire induite par
les NK tels que UL18 et UL83 (codant la protéine pp65), US20 ou UL148 (Patel et al., 2018; Patro,
2019) (Figure 7).

Dans un second temps, certaines protéines du CMVH vont inhiber la réponse humorale
meédiée par les lymphocytes T (LT) CD8+ et CD4+. Les LT CD8+ jouent un rdle crucial dans la
protection contre l'infection a CMVH et ont une activité cytotoxique envers les cellules infectées.
Un transfert de ces cellules de souris immunocompétentes vers des souris déficientes en CD8+
permet de protéger ces derniéres contre une infection a CMV (Jackson et al., 2011; Reddehase and

Lemmermann, 2018).
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Cependant, les protéines virales codées par les génes US2, US3, US6 et UST1, induisent la
dégradation des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe | et de classe I, lors de
leur maturation dans la cellule. Ceci prévient la présentation des peptides viraux a la surface de la
cellule infectée et donc empéche leur reconnaissance par les LT CD8+ ou CD4+ (Figure 7) (Jackson
etal., 2011; Patro, 2019). L'antigéne majoritairement reconnu par les LT CD8+ est la protéine pp65
(Jackson et al., 2011).

Les LT CD4+ sont divisés en plusieurs sous-groupes dont les LT helper qui participent soit a
I'activation des LT CD8+ soit a l'activation des lymphocytes B (LB) producteurs d'anticorps anti-
CMVH. Les LT CD4+ sécrétent des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a ou I'lFN-y
(Jackson et al., 2011).

Le CMVH est aussi capable de produire des protéines homologues aux interleukines tel que
LAcmvIL-10 (UL7171A) homologue de [IL-10. La protéine LAcmviL-10, a wune activité
immunosuppressive en réprimant I'expression du CMH-I et CMH-II et en interférant avec 'activité
des cellules dendritiques (Chang et al., 2004; Patro, 2019).

Le CMVH est donc capable d'échapper a la réponse immunitaire par différentes voies de

signalisation de fagon a permettre sa réplication au sein de la cellule.

ll.3. Réplication virale
La réplication du virus du CMVH se déroule en trois phases. La phase dite trés précoce ou les
genes tres précoces ou immediate-early (IE) vont s'exprimer, la phase précoce avec expression des

genes précoces ou early (E) et la phase tardive avec expression des genes tardifs ou /ate (L).

lll.3.1. Phase trés précoce
Peu de temps apreés l'entrée du virus dans la cellule, la protéine du tégument pp71 va étre
transportée au noyau et cibler les répresseurs Daxx. Les répresseurs recrutent des histones
désacétylases pour réprimer la transcription de génes. Peu de temps apres I'entrée du virus dans

la cellule, la protéine du tégument pp71 va étre transportée au noyau et cibler les répresseurs
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Daxx pour éviter la répression des génes /E (Saffert and Kalejta, 2006). Les génes /E sont les
premiers transcrits apres I'entrée du virus dans la cellule et préparent la cellule pour la réplication
virale. lls ne nécessitent pas la synthése de nouvelles protéines pour étre exprimés et sont
indispensables pour la réplication virale. lls sont répartis entre les locus /E-A et /E-B situés sur le
segment long (UL) du génome du CMVH et au niveau des séquences /RS et TRS du segment US.

Le locus /E-A contient les génes majeurs immediate-early (MIE) IET et IE2. Le locus /E-B code des
protéines impliquées dans la croissance virale. Le couple /E1/IE2 joue un rble essentiel dans la
réplication virale en régulant I'expression d'autres génes du CMVH. Le produit du gene /E7, en plus
d'interagir avec la chromatine et des protéines cellulaires, augmente l'activité du gene /E2. La
protéine issue du géne /E2 est responsable de 'activation de génes early et late. Il interagit aussi
avec des facteurs de transcriptions cellulaires (Mocarski Jr., 2007a).

Les produits des génes IRS/TRS participent a l'activation de promoteurs viraux avec les
produits de genes MIE. Le promoteur des génes MIE (MIEP) est sous influence du facteur de
transcription cellulaire NF-xB (DeMeritt et al., 2004). Un rétrocontréle de I'expression des génes /E
est assuré par les protéines codées par les génes /E7 et /E2. Durant cette phase, sont exprimées les
protéines codées par les génes UL112-113, qui sont impliquées dans la transactivation du gene

UL54 codant la polymérase virale (Stinski and Meier, 2007b).

1.3.2. Phase précoce.

L'expression des génes E nécessite au préalable 'expression des genes /E. Les génes E sont
répartis entre deux groupes, le premier groupe impliqué dans la synthése de I'ADN viral, le clivage
et 'encapsidation du génome viral ainsi que dans l'assemblage des particules virales. Le second
groupe met en place I'environnement cellulaire nécessaire a la réplication du génome viral.

Les génes E comprennent les génes codant la polymérase virale pUL54, ainsi que le complexe
hélicase-primase composé des protéines pUL70/pUL102/pUL105. La protéine accessoire de la

polymérase virale, pUL44, est aussi exprimée durant cette phase précoce. Les protéines du
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complexe terminase impliquées dans le clivage et I'encapsidation du génome viral sont issues des
geénes précoces UL56, UL89 et UL51. En plus, les produits des génes UL52 et UL77 participeraient
aussi a I'encapsidation de 'ADN viral avec le complexe terminase et les protéines portails pUL104
(White and Spector, 2007).
lll.3.3. Phase tardive

C'est lors de cette phase qu'a lieu la réplication de I'ADN viral. La synthese d’ADN, en cercle
roulant, se déroule dans le noyau de la cellule, a partir de l'origine de réplication orilLyt située entre
les génes UL57 et UL69 (Mocarski Jr., 2007b). Le complexe hélicase-primase composé des sous-
unités protéiques pUL105 et pUL70 ainsi que de la protéine pUL102, permettrait I'ouverture de
I'ADN double brin en vue de sa réplication par la polymérase virale (Anders et al., 2007a) (Figure

8.4).
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Figure 8. Cycle viral du CMVH dans la cellule. (1) Internalisation de la capside et des protéines du
tégument apres interaction des glycoprotéines virales avec les récepteurs et protéines
extracellulaires. (2) Transport de la capside jusqu’au noyau de la cellule. (3) Libération du génome
viral dans le noyau. (4) Réplication de ’ADN viral en cercle roulant par la polymérase virale pUL54.
(5) Expression des génes viraux trés précoces (/E), précoces (E) et tardifs (L). (6) Encapsidation de
I’ADN viral par interaction du complexe terminase avec les protéines portails pUL104. (7) Sortie du
noyau de la capside et ajout des protéines du tégument au virion. (8) Maturation du virion et
acquisition de I'enveloppe au sein de vésicules cellulaires. (9) Excrétions des virions par fusion de la
membrane des vésicules avec la membrane plasmique. D’aprés Alain and Garrigue, 2019
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L'ADN viral est synthétisé par la polymérase pUL54 dont l'activité est stimulée par sa protéine
accessoire pUL44. La protéine pUL44 serait un substrat de la kinase virale pUL97 (Anders et al.,
2007b). Le génome viral est ensuite clivé et encapsidé par le complexe terminase
(pUL56/pUL89/pUL51). Il est clivé une premiére fois entre les séquences pac? et pac2 situées aux
extrémités du génome viral. Une capside vide est recrutée et 'unité de génome est encapsidée au
travers des protéines portails pUL104 (Figure 8.6). Le génome est ensuite clivé une seconde fois
avant d'étre totalement intégré dans la capside par le complexe terminase (Ligat et al., 2018).

La capside est assemblée dans le noyau par association entre les protéines MCP, SCP, TRL1/2
a l'aide des précurseurs des protéines d'assemblage. Les protéines portails pUL104 associées en
pentons sont incorporées dans la capside. La protéine du tégument pUL69, produite pendant la
phase tardive, permet la translocation de la capside du noyau vers le cytoplasme aprés
encapsidation du génome viral (Figure 8.7).

La nucléocapside s'entoure des protéines du tégument dans le noyau avant d'étre acheminée
dans le cytoplasme ou d'autres protéines du tégument vont venir s'associer a la capside. La
particule virale achéve sa maturation au niveau de l'appareil de Golgi avec ajout de I'enveloppe
virale (Figure 8.8) avant transport des virions dans des vésicules pour étre excrétés hors de la

cellule (Figure 8.9) (Mocarski Jr., 2007a).

lll.4. Phase de latence du CMVH et réactivation virale
Le CMVH, apres sa réplication et une dissémination dans l'organisme, persiste a I'état latent
toute la vie de lindividu. Le virus reste latent majoritairement dans les cellules souches
hématopoiétiques. Le faible nombre de virus latents rend délicat I'étude de la latence du CMVH.
Cependant, certains génes s'exprimant lors de la phase de latence ont été identifiés. Ainsi, les

cellules infectées expriment les génes situés dans les locus UL133-UL138, UL144, US28 ainsi que les
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geénes codant la protéine LAcmvIL-10 (UL711A), homologue de

et les ARN long non-codants (Inc) 2.7Kb et 4.9Kb (Goodrum, 2

I'lL-10, une petite protéine IE1 (IEIx4)

016).
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Figure 9. Modéle d’interaction entre le CMVH et I’hote pendant la latence. L’entrée du virus
stimule 'EGFR pour favoriser la survie cellulaire. Durant la latence, I'expression du génome est
réduite par I'action de facteurs épigénétiques dont le mécanisme d’action n’est pas encore élucidé.
Des régulateurs issus du CMVH sont aussi impliqués dans le maintien de la latence et dans
I'échappement au systéeme immunitaire. D’aprés Goodrum, 2016.

Le réle du transcrit non-codant IncARN4.9 en association avec le complexe PRC2 serait de
permettre une méthylation des histones présentes au niveau du promoteur MIEP. Ceci
contribuerait a la répression des genes /E et de la mise en latence du virus (Rossetto et al., 2013).
La protéine pUL135 par interaction avec 'EGFR diminue I'expression du récepteur a la surface de
la cellule en favorisant sa dégradation, a la différence de pUL138 qui augmente l'expression de

I'EGFR a la surface cellulaire (Figure 9). La perte du gene UL735 conduit au maintien de I'état latent

(Rak et al., 2018).
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Le CMVH interagit avec la cellule pour échapper au systéme immunitaire. La protéine
LAcmvIL10, bloque la réponse de mort cellulaire mais aussi induit une diminution I'expression du
CMH-II (Figure 9) (Dupont and Reeves, 2016; Goodrum, 2016).

La réactivation virale pourrait étre déclenchée lors de changements dans la cellule, induits
par la différenciation des progéniteurs des cellules myéloides en monocytes ou macrophages. Le
promoteur MIEP n'est plus réprimé et permet donc I'expression des génes /E. La protéine pUL138
augmente I'expression de I'EGFR ainsi que du récepteur TNFR1, favorisant ainsi I'activation de la
voie NF-kB (Goodrum, 2016) (Figure 9).

Dans les cellules dendritiques, la voie ERK-MAP kinase est activée aprés stimulation par I'lL-6.
Cette voie cible les promoteurs, dont le MIEP du CMVH, répondants au facteur de transcription

CREB (Dupont and Reeves, 2016).
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Chapitre Il : Epidémiologie et physiopathologie de I'infection a CMVH

Le CMVH est présent chez 40 a 100% des individus a travers le monde avec un pourcentage
variant en fonction des pays et du statut socio-économique des individus (Cannon et al., 2010). La
plus forte prévalence, 90%, est constatée dans les pays de la région Est de la Méditerranée ainsi
gu'en Afrique et en Chine (Zuhair et al., 2019). L'infection a CMVH ne semble pas présenter de
variations saisonnieres. De plus, la prévalence du CMVH dans la population a tendance a

augmenter avec I'age des individus (Soper, 2013).

I. Transmission du CMVH

La transmission du virus du CMVH se fait selon deux voies : par transmission horizontale ou
verticale (transmission naturelle) ou par transmission iatrogene a la suite d'un acte médical (Figure
10). Lors d’'une transmission naturelle, le virus du CMVH se transmet par les sécrétions corporelles
telles que les larmes, la salive, le lait maternel ou encore les sécrétions génitales (Alain and

Garrigue, 2019).
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Figure 10. Physiopathologie de I'infection a cytomégalovirus humain. D’aprés Alain and
Garrigue, 2019
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Le CMVH est dit ubiquitaire et lors d'une primo-infection, se réplique dans divers types
cellulaires avant de diffuser via le sang dans de nombreux organes. Le virus est alors excrété dans
les fluides corporels et peut étre de nouveau transmis a un autre individu avant de redevenir latent
(Figure 10). En dehors de l'infection congénitale transmise in utero, et de l'allaitement pour les
nouveaux nés, les jeunes enfants, qui excrétent du virus dans la salive et dans les urines, sont la
source majeure de contamination en population générale (Soper, 2013).

Lors d'une greffe d'organe ou de tissus, ou lors d'une transfusion de sang non déleucocyté, le

virus latent du donneur peut se réactiver et ainsi se transmettre a un nouvel individu (Figure 10).

ll. Manifestations cliniques chez 'immunocompétent

La primo-infection chez l'individu immunocompétent est le plus souvent asymptomatique.
Toutefois, l'infection a CMVH peut se manifester par un syndrome mononucléosique avec de la
fievre, une splénomégalie, des maux de gorge ou de téte.

Le virus persiste toute la vie de l'individu et peut se réactiver. La réactivation du CMVH chez
les personnes agées peut rendre ces dernieres plus fragiles et donc plus sensibles a d'autres
infections (Thomasini et al, 2017). De plus, méme pour des patients apparemment
immunocompétents, la réactivation du CMVH peut se produire si ces patients sont malades

(Limaye et al., 2008).

lll. Infection par CMVH chez les transplantés.

1. Risques et manifestations cliniques de I'infection a CMVH chez les
patients transplantés

Les complications post-greffe dues au CMVH peuvent entrainer un rejet de greffe et sont la
premiere cause de morbidité et de mortalité chez les patients transplantés. L'immunosuppression
induite lors d'une transplantation d'organe peut faciliter le développement d'une infection a CMVH.
Il est en est ainsi pour transplantés d’'organes solides mais aussi lors de greffes de cellules souches
hématopoiétiques (CSH). L'infection a CMVH peut étre le résultat d'une primo-infection ou une
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réactivation du virus présent dans les tissus du donneur ou du receveur. L'incidence est plus forte

pour les patients recevant une greffe de poumon ou de poumon/coeur (50 a75%), et pouvant aller

jusqu’a 50% pour les greffés de pancréas (Azevedo et al., 2015).

Une infection par le CMVH peut se manifester de deux facons (Ljungman et al., 2017) :

e Par uneinfection asymptomatique a CMVH : avec une réplication du virus sans symptémes
apparents dus au CMVH.

e Par une maladie a CMVH : on distinguera dans ce cas la maladie invasive a CMVH avec une
atteinte des organes (rétinite, hépatite, atteinte du tractus digestif...), du syndrome CMVH
caractérisé par la présence d'au moins deux des critéres parmi les suivants :

e Une fievre supérieure a 38°C pendant au moins 2 jours

e Une asthénie ou une altération de |'état général

e Une leucopénie ou une neutropénie : sur 2 prélévements avec 24 h d'intervalle

e Un taux de leucocytes < 3 500/mm? (ou chute > 20% si taux initial < 4 000/mm?3)

e Un taux de polynucléaires neutrophiles < 1 500/mm?3 (ou chute >20% si taux initial
<1 500/mm3)

e Laprésence de lymphocytes atypiques de plus de 5%

e Unethrombopénie

e Untaux de plaquettes < 100 000/mm?3 (ou chute >20% si taux initial < 115 000/mm?)

e Ou une élévation des transaminases de plus de 2 fois la normale (sauf chez
I'individu greffé hépatique)

Le statut sérologique du couple donneur /receveur est considéré comme facteur prédictif des
risques dus au CMVH et guide la mise en place d'une prophylaxie (Tableau 1). En effet, le risque
de développer une maladie a CMVH est dépendant du statut sérologique du donneur et du
receveur (Krishna et al., 2019). Les patients séronégatifs pour le CMVH (R-) recevant une greffe
issue d'un donneur séropositif (D+) sont les plus a risque en transplantation d'organe solide (SOT)
(Humar et al., 2009).
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La prise en charge du patient peut commencer quelques jours avant la greffe avec la mise en
place d'une prophylaxie qui s'étalera sur 3 a 6 mois post-greffe (Tableau 1). Dans le cas d'une
présence du virus mais sans symptdmes, un traitement anticipé, dit « préemptif», peut
représenter une alternative mais nécessite un suivi trés régulier du patient pour détecter une
réplication virale et la mise en place du traitement avant l'apparition de symptémes (Tableau 1).
Le seuil de charge virale permettant de prédire la survenue d'une maladie a CMVH n'étant pas
strictement défini, c'est 'augmentation de la charge virale circulante qui justifiera la mise en ceuvre

du traitement préemptif.

Tableau 1 : Recommandation pour la prévention de I'Infection a CMVH pour les transplantés
d’organes solides. D’aprés Kotton et al., 2018.

Organe Statut Risque Recommandations Alternative
Tous D-/R- Bas surveillance clinique stratégie préemptive
D+/R- Haut 6 mois de GCV/VGCV ou stratégie préemptive
Rein
R+ Intermédiaire 3 mois de VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 3-6 mois de VGCV ou stratégie préemptive
Foie
R+ Intermédiaire 3 mois de VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 3-6 mois de VGCV stratégie préemptive
Pancréas
R+ Intermédiaire 3 mois de VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 3-6 mois de GCV/VGCV stratégie préemptive
Coeur
R+ Intermédiaire 3 mois de GCV/VGCV ou stratégie préemptive
D+/R- Haut 6-12 mois de GCV/VGCV +/- 1gG spécifique stratégie préemptive
Poumon
R+ Intermédiaire  Minimum 6 mois de GCV/VGCV
Minimum 6 mois de GCV/VGCV +/- surveillance aprés stratégie préemptive +/- 1gG
Intestin, D+/R- Haut prophylaxie spécifique
tissus .
R+ Haut 3-6 mois de GCV/VGCV +/- surveillance aprés prophylaxie

Pour les receveurs de CSH, la greffe de cellules souches CD34+ est la plus fréquente. Une
réactivation du CMVH présent dans les cellules du donneur peut donc étre induite par la
différenciation cellulaire des CD34+ pour reconstituer le systéme immunitaire. La réactivation du
CMVH pour les patients receveurs de CSH peut atteindre 43% des cas (Takenaka et al., 2015). Il est
possible de transférer des LT spécifiques du donneur séropositif pour aider a combattre l'infection
a CMVH, mais cela peut engendrer des complications post-greffe. Il est aussi possible de ne

transmettre que les LT CD8+ anti-CMVH (Krishna et al., 2019).

Chloé Jacquet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2019 . - . ' | | 40
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Ainsi, 'apparition d'une maladie a CMVH dépend du type de greffe, du statut sérologique du
couple donneur/receveur mais aussi de la concentration et du type dimmunosuppresseurs

délivrés en post greffe.

ll.2. Immunité des patients transplantés

Le contrble de l'infection a CMVH en post-transplantation requiert I'action des facteurs de
immunité innée et adaptative.

Les Toll-like récepteurs (TLR) et les cellules natural killer (NK) sont les principaux acteurs de
'immunité innée. Des polymorphismes dans les genes des TLR sont associés avec un risque plus
élevé de développer une maladie a CMVH de méme qu’un faible taux de NK (Fernandez-Ruiz et al.,
2015, 2016).

Les lymphocytes B et les cellules T CD4+ et CD8+ ont aussi un réle clé dans la lutte contre
I'infection a CMVH. Les lymphocytes B (LB), acteurs de Iimmunité adaptative, vont produire des
anticorps dirigés contre le complexe pentamérique et les protéines gH et gB. Ces
immunoglobulines IgG produites par les LB sont nécessaires au contrdle de I'infection a CMVH. Un
faible taux d'lgG peut étre associé au développement de maladie a CMVH et une
hypogammaglobulinémie avec un fo