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Le myélome multiple :
un nouveau cancer induit par un virus ?

sente environ 1% des cancers en

France, est une néoplasie B
maligne affectant une cellule plasmo-
cytaire immature de la moelle
osseuse, productrice d’une immuno-
globuline monoclonale. Malgré des
progres thérapeutiques récents, cette
maladie qui associe des complications
immunitaires, rénales et osseuses,
reste constamment fatale. Les gamma-
pathies monoclonales de signification
indéterminée (MGUS, monoclonal
gammopathies of undetermined signifi-
cance) sont également caractérisées
par 'accumulation de cellules plasmo-
cytaires monoclonales dans la moelle
osseuse mais sans manifestation cli-
nique. Elles évoluent dans 25 % des
cas vers un myélome multiple [1]. Les
causes de cette évolution de certaines
MGUS et, plus généralement, les
mécanismes de développement du
myélome multiple commencent a étre
identifiés [2]. Ainsi, de nombreux tra-
vaux montrent que le micro-environ-
nement médullaire joue un role pré-
pondérant dans I’émergence du clone
tumoral, notamment en synthétisant
de grandes quantités d’interleukine-6
(IL-6) a action paracrine [3]. Cette
cytokine, via l'interaction avec son
récepteur spécifique, I'IL-6Raq,
entraine 'homodimérisation de la
chaine transductrice gpl30 qui
déclenche une cascade de signaux
associant la voie des Jak/STAT a la
voie Ras/MAP kinase. L’IL-6 délivre
ainsi un signal de survie et de prolifé-
ration aux plasmocytes tumoraux [2].
De nombreux virus codent pour des
analogues de cytokines humaines.
Parmi eux, un Yy herpesvirus, le virus
KSHV (Kaposi’s sarcoma-associated herpes-
virus), €également appelé HHV-8

I e myélome multiple, qui repré-

s (human herpesvirus-§), cloné en 1994 a
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partir de 1ésions de sarcome de Kaposi
(KS) (m/s n°6, vol. 11, p. 914) [4], code
pour un homologue viral de l'interleu-
kine-6 (IL-6) [5] capable d’activer
directement la chaine gp130, indépen-
damment de I'IL-6Ra [6]. Cette IL-6
virale (IL-6v) induit la survie et la proli-
fération de la lignée B9 de plasmocy-
tome murin [5] et de lignées humaines
issues de myélomes multiples, dépen-
dantes de I'IL-6 [7]. De plus, KSHV, qui
est retrouvé dans tous les cas de sar-
come de Kaposi, est également associé
a deux syndromes lymphoprolifératifs
B rares dans lesquels ou I'IL-6 joue un
role prépondérant: le lymphome des
cavités et la maladie de Castleman (m/s
n°1l, vol. 11, p.1605) [8, 9]. Dans ce
dernier cas, il existe méme une corréla-
tion entre la détection d’IL-6v dans les
lésions et la gravité de la maladie [10].
Sur la base de ces données, plusieurs
équipes ont recherché sans succes le
virus KSHV dans les cellules tumorales
fraiches et les lignées issues de myé-
lome multiple [11].

KSHYV et myélome multiple :
une hypothese séduisante

L’équipe de J. Berenson (Los Angeles,
CA, USA) a récemment suggéré que
KSHV pourrait étre un facteur causal
du myélome multiple. En effet, elle a
pu mettre en évidence la présence du
virus dans des cultures de plusieurs
semaines de cellules dendritiques stro-
males médullaires (CD68*, CD83",
Fascine*) chez tous les patients
atteints de myélome multiple et chez
une partie des patients atteints de
MGUS alors qu’il était indécelable
dans les aspirations médullaires au
moment de la mise en culture [11].
Le mode¢le proposé est séduisant et
original (figure 1). En effet, si le méca-

nisme exact d’apparition du sarcome
de Kaposi est encore mal élucidé, plu-
sieurs travaux montrent que, dans les
néoplasies B associées a KSHV (lym-
phome des cavités et maladie de Cast-
leman), le virus infecte les cellules
tumorales elless-mémes et participe
ainsi directement au processus néo-
plasique en codant pour des ana-
logues d’oncogenes humains, notam-
ment: (1) un analogue de Bcl-2 ayant
une activité anti-apoptotique [12] ; (2)
un analogue de la cycline D capable
de phosphoryler la protéine du réti-
noblastome et donc de dérégler le
cycle cellulaire [13]; (3) un récepteur
couplé aux protéines G constitutive-
ment activé [14]; (4) un analogue
inhibiteur de la protéine IRF (interfe-
ron response factor), normalement res-
ponsable de la transmission du signal
de l'interféron. Cet IRF viral sup-
prime l'induction par linterféron
de la protéine p21"™/IP1 et favorise
ainsi une prolifération cellulaire
incontrolée [15]. Au contraire, dans
le cas du myélome multiple, le méca-
nisme de transformation proposé
serait de nature paracrine. KSHV,
absent des cellules myélomateuses,
infecterait, au contact des plasmocytes
tumoraux, des cellules de I’environne-
ment tumoral qui produiraient, entre
autres, de U'IL-6v (figure 1). Rettig et al.
suggéraient, en outre, que la présence
de KSHV dans la moelle osseuse de
certains patients atteints de MGUS (3
sur 5 testés) pouvait étre impliquée
dans la transformation de ces MGUS
en myélome multiple [11].

KSHYV et myélome multiple :
des arguments convaincants

Les travaux de I’équipe de Berenson
initialement publiés dans la revue
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Figure 1. KSHV, myélome multiple et MGUS : I'hypothése de Berenson. Les
gammapathies monoclonales de signification indéterminée (MGUS) sont carac-
térisées par l'accumulation de cellules plasmocytaires monoclonales dans la
moelle. Le virus KSHV (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus) code pour un
analogue viral de I'IL-6 (IL-6v) capable d’activer directement la chaine gp130 du
récepteur de I'lL-6, IL-6R. L’équipe de Berenson a suggéré que KSHV pourrait
étre un facteur causal du myélome multiple : KSHV, absent des cellules myélo-
mateuses, infecterait, au contact des plasmocytes tumoraux, des cellules de
I’'environnement tumoral qui produiraient, entre autres, de I'lL-6v.

Science, utilisaient a la fois une tech-
nique sensible et spécifique de PCR
permettant la mise en évidence du
génome viral et une RT-PCR prou-
vant l'existence de transcrits d’IL-6v
dans les cellules infectées. En outre,
les auteurs avaient réalisé des séquen-
cages répétés de la séquence de
233 bp amplifiée (fragment KS330y,)
et détecté des mutations spécifiques
de chaque patient, excluant ainsi le
risque d’une contamination [11].

Devant I'impossibilité de détecter
KSHV directement dans les aspira-
tions médullaires, ce qui faisait envi-
sager un artéfact di a la culture de
ces prélévements, I’équipe améri-
caine a recherché le virus dans des
biopsies osseuses dans lesquelles
I’ensemble des cellules stromales
médullaires est préservé [16]. KSHV a
été détecté par hybridation in situ
dans 2% a 10 % des cellules chez
17/20 patients myélomateux contre
0/21 patients souffrant de lym-
phomes et leucémies et 0/4 sujets
normaux. La PCR a étayé ces résultats
(6 cas positifs sur 7 myélomes mul-
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tiples testés) et I'immunohistochimie
a confirmé le phénotype dendritique
des cellules infectées (répartition
identique du virus et des cellules Fas-
cine®). En outre, le virus était absent
uniquement chez 3 patients dont la
réponse au traitement était complete.
Chez I'un d’entre eux, KSHV n’était
plus décelable apres greffe alors qu’il
I’était avant traitement. Ce dernier
résultat conduit a penser que KSHV
pourrait jouer un role tout au long de
I’évolution clinique du myélome mul-
tiple. Une équipe francaise a
confirmé en partie ces résultats en
retrouvant KSHV dans 18,/20 biopsies
osseuses de patients myélomateux
contre 0/20 biopsies osseuses de
sujets souffrant d’autres affections,
malignes ou non, sans précision sur la
nature et le pourcentage de cellules
infectées ni sur le stade clinique des
patients [17].

Enfin, plusieurs travaux, présentés au
congres de I’ American Society of Hema-
tology au mois de décembre 1997 par
I’équipe de J. Berenson, sont venus
élargir le concept a d’autres maladies

proches du myélome multiple,
notamment la maladie de Waldens-
trom [18], et a d’autres types de pré-
levements. Ainsi, KSHV a également
été retrouvé par PCR: (1) dans des
populations cellulaires issues du sang
circulant enrichies en cellules CD68",
CD83* (25/32 myélome multiple,
4/11 MGUS et 1/21 témoins) [19];
(2) dans des cellules de cytaphéreses
obtenues apreés mobilisation des pro-
géniteurs hématopoiétiques par
cyclophosphamide et facteurs de
croissance (15/32 myélomes mul-
tiples) ; et méme (3) dans certains
greffons de cellules CD34" purifiées
(3 cas sur 30 testés) [20].
L’ensemble de ces résultats, publiés
pour D’essentiel par I’équipe de
J.Berenson, démontrent que, chez
les malades atteints de gammapathies
monoclonales, le virus KSHV infecte
un type particulier de cellules den-
dritiques stromales médullaires adhé-
rentes a I'os et productrices d’IL-6v.
Les cellules infectées sont présentes
en tres faible quantité dans les aspira-
tions médullaires ou elles sont indé-
celables mais s’amplifient fortement
in vitro. Elles sont capables de pas-
sage sanguin et sont mobilisées, apres
traitement par cyclophosphamide et
facteurs de croissance, en méme
temps que les précurseurs hémato-
poiétiques. Cette infection jouerait
un role majeur non seulement dans
I’émergence du myélome multiple
mais aussi dans son évolution cli-
nique et serait donc a prendre en
compte lors de la prise en charge des
patients.

KSHYV et myélome multiple :
des résultats contradictoires

Plusieurs équipes n’ont pas confirmé
I'implication du virus KSHV dans la
pathogénie du myélome multiple.
Les nombreux résultats contradic-
toires récemment publiés ont suscité
une polémique et soulévent au moins
trois interrogations.

La premiére touche a l’existence
méme de l'infection KSHV dans le
myélome multiple (Tableau I). En
effet, plusieurs travaux rapportent
I’absence ou la faible incidence du
virus dans les cultures stromales
médullaires de patients myélomateux
ce qui s’oppose aux 100 % de positi- m—
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Tableau |
DETECTION DU VIRUS KSHV DANS LE MYELOME MULTIPLE
Type cellulaire Technique Résultats Références
utilisée positifs
Cellules stromales PCR ORF 26 15/15 MM
médullaires cultivées 3/56 MGUS [11]
RT-PCR IL-6v  3/3 MM [11]
PCR ORF 26 0/5 MM [34]
PCR ORF 26 1/7 MM [communication
personnelle]
Cellules dendritiques PCR ORF 26 1/11 MM [31]
engendrées a partir
de cytaphéreses
Biopsies médullaires PCR ORF 26  6/7 MM [16]
Hybridation
in situ
ORF 72 17/20 MM [16]
PCR ORF26 18/20 MM [17]
PCR ORF 26 0/3 MM [communication
personnelle]
Immuno-
histochimie
IL-6v 0/16 MM [communication
personnellel]
Aspirations Nested PCR 0/40 MM [21]
médullaires PCR ORF 26 0/5 MM [34]
PCR ORF 26 0/15 MM [11]
Aspirations PCR ORF 26 0/10 MM a3 [résultats
médullaires de sujets reprises aprés non publiés]
immunodéprimés greffe
Cytaphéreses PCR ORF 26 15/32 MM [20]
PCR ORF 26 0/11 [23]
PCR ORF 26 0/22 [22]
PBMC CD68* CD83* PCR ORF 26 51/74 MM
5/19 MGUS [19]
Cellules CD34+ PCR ORF 26  3/30 [20]
purifiées PCRORF 26 0/8 [23]
PCR ORF 26 0/4 [22]

PBMLC : cellules mononucléées du sang périphérique,; MM : myélome multiple; MGUS : monoclonal

gammopathy of undetermined significance, IL-6v: interleukine 6 virale.

vité initialement décrits dans Iarticle
publié par J. Berenson. Il semblerait
que seul un protocole tres particulier
de culture, non reproductible dans
plusieurs laboratoires, permette
I’expansion et donc la détection des
cellules infectées. Berenson a sug-
géré que la négativité des PCR réali-
sées sur aspirations médullaires serait

s de A la présence d’héparine dans les
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prélévements, ce qui souléve de nom-
breuses interrogations si 'on tient
compte de l'extréme sensibilité de
certaines techniques de PCR nichée
utilisées [21]. Il est étonnant qu'une
cellule aussi peu représentée in vivo
puisse s’amplifier in vitro et/ou infec-
ter d’autres cellules jusqu’a consti-
tuer en 4 semaines la majorité des
cellules de la culture sachant que les

cellules stromales proliférent peu. Le
probléme des biopsies osseuses est lui
aussi complexe. En effet, si les tra-
vaux de Brousset et al. [17] confir-
ment partiellement ceux de J. Beren-
son, on peut se demander pourquoi
deux PCR de 30 cycles sont néces-
saires pour détecter une cellule cen-
sée représenter, d’apres ’équipe de
J. Berenson, 2% a 10% du préléve-
ment. Enfin, nous avons montré, en
accord avec les résultats du groupe
de Van Riet (Bruxelles, Belgique)
[22], que ni les cellules de cytaphé-
reses obtenues aprés mobilisation par
cyclophosphamide et facteurs de
croissance (0/11 cytaphéreses), ni les
cellules CD34" purifiées a partir de
ces cytaphéreses (0/8 greffon) ne
contenaient la séquence KS330,;
[23]. Les deux arguments majeurs a
I’encontre d’une infection KSHV
dans le myélome multiple restent
d’ordre épidémiologique et sérolo-
gique. Le virus KSHV est retrouvé
avec une grande fréquence dans cer-
taines régions d’Italie, fréquence cor-
rélée a un taux plus élevé de sarcome
de Kaposi non associé au SIDA [24,
25] mais pas a une plus grande fré-
quence de myélome multiple [26,
27]. De plus, cinq équipes rapportent
I’absence d’anticorps contre les anti-
geénes latents et lytiques de KSHV
chez les patients myélomateux
(Tableauw II) alors que ces anticorps
sont retrouvés chez 90 % des malades
atteints de sarcome de Kaposi et
constituent un marqueur précoce de
I'infection KSHV [24, 28-30]. Si cer-
tains incriminent I'immunosuppres-
sion associée au myélome pour expli-
quer cette séronégativité, on notera
que les patients testés avaient des
tableaux sérologiques normaux
concernant ’EBV (virus d’Epstein-
Barr) etle CMV (cytomégalovirus) et
que, dans les MGUS lors desquelles
I'immunité humorale n’est pas affec-
tée, aucun anticorps anti-KSHV n’est
retrouvé. Seule I’existence d’un
variant non immunogeéne de KSHV
ou d’un autre virus proche, non
encore identifié, pourrait expliquer
de tels résultats.

La deuxieéme interrogation, en suppo-
sant vraie une implication de KSHV
dans le myélome multiple, tient a la
nature des cellules médullaires infec-
tées. En effet, aucune expérience
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Tableau Il
DONNEES SEROLOGIQUES CONCERNANT KSHV
ET LE MYELOME MULTIPLE
Séroprévalence de KSHV
Pays MM MGUS Groupe témoin Références
Nombre % Nombre % Nombre %
France 0/23 0 1/3 & 0/13 0 [35]
Grande-Bretagne 2/78 2,5 - - 2/37 5,4 [36]
Etats-Unis 0/25 0 0/9 0 1/70 1,4 [communication
personnelle]
2/28 7 - - 2/24 8 [34]
Italie 1/20 5 - - - - [37]
4/37 10,8 2/36 556 18/139 12,9 [38]
Total 9/211 43 3/45 6,7 23/283 8,1

* Données non significatives.

MM : myélome multiple, MGUS : monoclonal gammopathy of undetermined significance.

fonctionnelle ne permet actuellement
de confirmer ou d’infirmer qu’elles
appartiennent a la lignée dendritique.
Ce probléme est important si I'on
considere que les cellules dendri-
tiques, par leurs capacités uniques de
présentation d’antigeénes y compris
aux lymphocytes T naifs, constituent
un enjeu majeur pour 'immunothé-
rapie des cancers et notamment du
myélome multiple. Nous avions mon-
tré qu’il était possible d’obtenir de
grandes quantités de cellules dendri-
tiques pures et pleinement fonction-
nelles a partir des cellules adhérentes
de cytaphéréses chez les patients myé-
lomateux, en présence de GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimula-
ting factor) et d’interleukine-4. Les cel-
lules ainsi obtenues portent, entre
autres, le marqueur CD68 dont la pré-
sence est décrite sur les cellules
médullaires et sanguines infectées
[31]. Plus récemment, nous n’avons
pu mettre en évidence le virus KSHV
dans les cellules dendritiques de
10malades sur 11, obtenues en cul-
ture a usage thérapeutique en milieu
sans sérum de veau; la trés sensible
technique de PCR utilisée permet de
détecter moins de b copies du
génome viral dans 1ug d’ADN géno-
mique (150000 cellules environ) ; elle
était réalisée en aveugle dans deux
laboratoires différents. Pour 1 patient
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sur 11, une faible positivité était
retrouvée dans les cellules dendri-
tiques alors que le virus était indéce-
lable dans la cytaphérese initiale [23].
Ce résultat pourrait refléter le taux
d’infection basal retrouvé chez les
individus sains par étude sérologique
(2 % a 20 % selon les études) [24, 28,
29, 32], sachant que les cellules adhé-
rentes du sang, d’ou proviennent les
cellules dendritiques analysées, sont
un réservoir naturel du virus [33]. Ces
résultats permettent donc d’envisager,
dans le cas du myélome multiple,
d’utiliser des cellules dendritiques
dans des essais cliniques.

Enfin, la derniére question concerne
la signification physiopathologique
de l'infection KSHV et son éventuel
role causal dans le myélome multiple.
Pour I’évaluer, nous avons utilisé le
modele de la double greffe autologue
de cellules souches CD34" purifiées,
qui induit, chez les sujets myéloma-
teux traités, une immunosuppression
sévere et prolongée (moins de 200 T
CD4/mm’ pendant 1an) associée a la
survenue fréquente d’infections,
notamment dues a des réactivations
d’herpesvirus (varicelle, zona, herpes,
infections a CMV). Nous avons
recherché KSHV, par PCR nichée,
dans les moelles osseuses de dix
patients 90, 180 et 360 jours apres la
deuxieme greffe et montré I’absence

de réactivation virale décelable dans
les aspirations médullaires pendant
cette période. Nous avons vérifié que,
dans les conditions de prélévements
utilisées, aucun inhibiteur de PCR
n’était présent. Il semble donc que,
au moins dans la population de
malades que nous avons étudiée,
KSHV ne s’amplifie pas en réponse a
une immunosuppression importante.
I1 reste, bien str, envisageable que le
temps de latence de KSHV soit parti-
culierement long chez les patients
myélomateux et qu’une période plus
longue soit nécessaire pour mettre a
jour son éventuelle réactivation.
Cependant, sur les 10 patients étu-
diés, 4 ont rechuté dans I'année sui-
vant la seconde greffe sans que nous
puissions mettre en évidence KSHV
dans leurs moelles osseuses avant ou
au moment de cette rechute, ce qui
suggere que KSHV n’est pas impliqué
de facon majeure dans ces rechutes
apres traitement. En outre, les sar-
comes de Kaposi survenant apres
transplantation d’organes, dus géné-
ralement a des réactivations virales,
surviennent pour leur majorité dans
ce délai de 12 mois apres la greffe.

Conclusion

Depuis la mise en évidence par
I'’équipe de J. Berenson du virus
KSHV dans des cellules médullaires
chez les patients atteints de myélome
multiple, et la suggestion de son
implication dans la physiopathologie
de cette maladie, les travaux de plu-
sieurs équipes invitent a considérer
cette hypothese avec prudence, tant
sur la base d’arguments sérologiques
et épidémiologiques que devant la dif-
ficulté de reproduire les résultats ini-
tiaux. Au-dela de ces contradictions
pour l'instant inexplicables, il semble
important de dégager plusieurs
points : (1) KSHV, ou éventuellement
un variant non détecté par les tests
sérologiques existants, pourrait infec-
ter, au moins chez certains patients
myélomateux, un petit contingent de
cellules médullaires, infection déce-
lable uniquement dans des biopsies
osseuses; (2) de nombreuses interro-
gations demeurent quant au nombre
et a la nature exacte des cellules infec-
tées. En particulier, sont-elles contro-
lées in vivo par le systétme immunitaire
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et, sinon, comment expliquer leur si
faible fréquence? De toute facon, les
cellules dendritiques destinées a un
usage thérapeutique ne sont pas infec-
tées par le virus; (3) les rares cellules
infectées restent indétectables sur des
aspirations médullaires lors d’une
immunosuppression séveére ce qui
laisse ouverte la question de son éven-
tuel role dans 1’émergence du myé-
lome multiple. Si les résultats de
I’équipe américaine pouvaient étre
confirmés dans I'avenir par la majo-
rité des équipes, a savoir l'identifica-
tion du role éventuel de KSHV ou
d’un variant dans les cellules de I’envi-
ronnement tumoral des malades
atteints de myélome multiple, ce
concept deviendrait un élément
essentiel pour progresser dans la com-
préhension et le traitement de cette
maladie m
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