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RESUME

Le virus Epstein-Barr (VEB) est un pathogéne opportuniste qui a la capacité
d’immortaliser les lymphocytes B et de provoquer une prolifération maligne, appelée
syndrome lymphoprolifératif — post-transplantation (SLP), chez les individus
immunodéprimés. A ’'intérieur de ce groupe, les personnes a plus haut risque sont les
enfants, puisqu’ils sont a risque de développer une infection primaire par le VEB pendant
leur régime d’immunosuppression post-greffe. Dans le but de développer un anticorps
préventif, notre laboratoire s’est attardé au role du cycle lytique du VEB dans le
développement du SLP. A cette fin, le premier objectif du présent projet vise & fournir la
preuve expérimentale de 1’existence ou non d’une phase réplicative productive pendant
I’infection aigué des lymphocytes B sanguins. Un examen des événements qui se
déroulent au tout début de I’infection par le VEB tant au niveau de la réplication virale
qu’au niveau de I’expression des genes lytiques précoces et tardifs a révélé 1’existence
d’une phase réplicative productive pendant I’infection aigué. Ceci a permis de justifier
I’¢élaboration, dans notre laboratoire, d’un anticorps chimére (murin-humain) neutralisant,
dirigé contre la protéine gp350 située sur I’enveloppe virale. Le deuxiéme objectif, quant
a lui, vise a fournir la preuve expérimentale de la capacité neutralisante de cet anticorps
chimére. Des essais de caractérisation in vitro ont démontré une capacité de
reconnaissance de la protéine cible, notamment la gp350, et une capacité de neutralisation
du virus par I’anticorps chimeére. L’anticorps chimeére anti-gp350 pourra faire 1’objet
d’essais précliniques in vivo en vue d’évaluer sa capacité a reconnaitre le virus et a
prévenir ’apparition de tumeurs de type SLP chez les souris SCID. Il pourrait étre
éventuellement utilisé, par la suite, comme traitement préemptif contre les tumeurs dans

I’espoir de mieux gérer les patients a risque de développer un SLP.

MOTS CLES

Virus Epstein-Barr, syndrome lymphoprolifératif post-transplantation, cycle lytique,

gp350, anticorps monoclonal chimeére, neutralisation du virus, traitement préventif.



SUMMARY

Epstein-Barr virus (EBV) is an opportunistic pathogen in immunocompromised
transplant patients. In these patients EBV infection can lead to malignant B-cell
lymphoproliferation, called post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD). This
thesis project aimed to investigate the role of lytic EBV infection in the genesis of PTLD.
The first experimental objective was to provide in vitro proof that EBV could induce
productive replication upon acute in vitro infection of B cells. Data obtained through
study of viral DNA replication and transcription during the first 96 hours post-infection
indicate that lytic infection does occur. These results provided justification for proceeding
to the second experimental objective which involved the characterization of an anti-
gp350 human-mouse chimeric antibody for its capacity to recognize and neutralize EBV.
Results showed that this antibody did possess neutralization activity. Further study of this
anti-gp350 chimeric antibody in SCID mice is necessary in order to evaluate its in vivo

efficacy against PTLD.
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CHAPITRE PREMIER

INTRODUCTION



1.1 Le Virus Epstein-Barr: Pathogenése et biologie de I’infection

1.1.1 Apercu historique sur le VEB et épidémiologie

Le Virus Herpes-4 (HHV-4), communément appel¢ Virus Epstein-Barr (VEB),
appartient au genre lymphocryptovirus (ou gamma-1 herpésvirus) de la sous-famille des
gamma-herpesviridae, infectant exclusivement les humains. C’est un virus a ADN
linéaire double brin d’environ 172 kpb dont la capside icosaédrique est enveloppée (1).
Le génome du VEB possede, typiquement, a ’extrémité de sa forme linéaire des TRs
(pour « Terminal Repeats») qui constituent le site de la circulation du génome suite a
I’infection de la cellule cible, en 1’occurrence les lymphocytes B. Le génome viral
compte, également, six a douze séquences répétées d’ADN de 3 kpb, dénommées les IR1
(pour « major internal repeat I ») qui sont présentes a l’intérieur de la séquence
génomique et qui jouent un fonctionnel important étant donné qu’elles contiennent le
promoteur du gene viral latent, EBNA (pour « Esptein-Barr Nuclear Antigeny).
Les IR1 permettent, de ce fait, de diviser le génome en séquence unique courte (Us pour
« Unique Short sequence») et en séquence unique longue (Ul pour «Unique long

sequencey) (2).

Le VEB est le premier virus humain ayant été associé avec 1’oncogenése des tumeurs tant
lymphoides qu’épithéliales. En effet, il a été découvert par Epstein, Achong et Barr, en
1964 (3,4), par microscopie électronique réalisée sur des cellules cultivées a partir de
tissus provenant de lymphomes de Burkitt (BL) (5). Il a ét¢ par la suite détecté dans les
tissus de patients souffrant de carcinome du nasopharynx (NPC), de lymphome de

Hodgkin (HL), ainsi que de lymphome de cellules T/NK (6). Depuis ce temps, des études



subséquentes ont mené a son association, faible ou forte, a un large spectre de maladies
aussi bien bénignes que malignes (7). En effet, on note de nos jours plus d’une dizaine de
tumeurs malignes lymphoides ou solides associées au VEB, chez les individus
immunocompétents et immunodéprimés (8). L’épidémiologie de ces proliférations
malignes varie entre les différentes régions géographiques. Toutefois, 1’origine de la
concentration d’un patron de pathologies caractérisant une région donnée est encore mal
connue. Des facteurs génétiques, environnementaux ou encore des facteurs viraux
semblent étre en lien direct avec cette variation (9). En ce qui concerne les NPC, on note
une incidence beaucoup plus importante dans le sud de la Chine, le Sud-est de I’ Asie et
en Afrique du Nord (10, 11). Quant au BL et au HL, on remarque une prédominance
frappante en Afrique équatoriale pour le premier (10, 12, 13) et une concentration en
Afrique et en Amérique du Sud pour le second (14, 15). Le virus a été également suggéré
comme facteur impliqué dans le développement de maladies auto-immunes a savoir la
sclérose en plaques (16), le syndrome de fatigue chronique (17) et le lupus érythémateux
systémique (18).

Des ¢tudes épidémiologiques ont démontré qu’il constitue 1’un des virus les plus
répandus dans la population mondiale, avec une prévalence moyenne de plus de 90%
(19). Dans les pays en voie de développement, I’infection par le VEB survient pendant
I’enfance et est généralement peu symptomatique tandis que dans les pays développés,
I’infection advient le plus souvent pendant 1’adolescence voire méme 1’age adulte. Dans
ce cas, on parle d’infection cliniquement symptomatique caractérisée par une infection

auto-limitée connue sous le nom de mononucléose infectieuse (IM) (20).



1.1.2. Biologie de I’infection par le VEB

Normalement la transmission du VEB a un hote naif s’effectue via la salive provenant
d’un individu positif (figure 1). Selon le modéle représenté dans la figure 1, il y aurait
premiérement un événement lytique avec production de virus au niveau de 1’épithélium
mucosal du nasopharynx (21). Vu le contact étroit avec la couche sous-épithéliale riche
en lymphocytes, le VEB peut alors atteindre sa principale cible, le lymphocyte B mature
(22). Selon certains auteurs celui-ci serait capable, exceptionnellement, de soutenir
I’infection lytique (23). L’entrée du virus dans les lymphocytes B est médiée par
I’interaction de la glycoprotéine majeure du virus, la gp350, avec le récepteur CD21
(récepteur du complément CR2) (24) présent a la surface de la cellule cible. D’autres
molécules de surface agissent comme co-récepteurs pour I’infection des lymphocytes B,
notamment le complexe d’histocompatibilit¢ de classe II (CMH II) qui lie la
glycoprotéine virale, la gp42 (25). Ainsi, les interactions entre ligand et récepteur mises
en ceuvre, assurent I’entrée du virus dans la cellule B naive par internalisation dans des
vésicules cytoplasmiques (26). Bien que I’infection lytique dans la cellule B soit possible,
cette derniere est plus apte a restreindre 1’expression des genes viraux a un programme de
latence. Pour ce faire, le génome linéaire se circularise au niveau des TRs donnant ainsi
naissance a la forme épisomale du génome viral caractérisant 1’établissement de la
latence et constituant un pré-requis pour ’initiation de 1’expression des genes de latence.

Quatre programmes de latence sont décrits selon les profils de geénes exprimés (tableau I)

(15).



Tableau I. Programmes de latence du VEB et les patrons d’expression les caractérisant
(Adapté de Hardie., 2010 (15)).

Programme de Genes exprimés
latence
Latence II1 EBNAI, 2 et 3, LMP-1 et 2,
EBERs
Latence 11 EBNA1, LMP-1 et 2, EBERs
Latence I EBNAI1, EBERs
Latence 0 EBERs

A noter que seul le programme de latence III permet 1’expression de tous les génes de
latence encodés par le VEB, notamment les génes spécifiques aux six antigénes
nucléaires EBNAs (pour «Esptein-Barr Nuclear Antigens»), aux trois protéines
membranaires incluant le LMP1, LMP2a et LMP2b (pour «Latent Membrane Proteinsy),
et des deux EBERs (pour «Epstein-Barr encoded RNAs»). Les protéines de latence
interagissent d’une part entre elles et d’autre part avec les facteurs de transcription
cellulaire pour garantir ’activation et la prolifération des cellules B infectées (8). Par
ailleurs, ces derni¢res s’engagent, dans les centres germinaux, dans une dynamique
d’expansion clonale, de différenciation et de survie en absence de toute stimulation par
les lymphocytes T ou par les signaux de survie. Ceci aboutit a la différenciation des
cellules B infectées en cellules mémoires, principal réservoir du virus (27). Selon ce

modele, le VEB en état de latence 0 assurerait ainsi sa persistance dans 1’organisme



pendant toute la durée de vie de I’individu sans avoir a exprimer aucun geéne latent
(a I’exception des EBERs) (28). Lors de la différenciation des cellules B mémoires en
plasmocytes, on assiste a la réactivation du virus (27, 29) qui se traduit par une initiation
de la phase lytique du cycle viral aboutissant a la production de nouveaux virions. La dite
phase implique I’expression séquentielle d’approximativement 80 génes lytiques codant
respectivement pour (f) des protéines pré-précoces (IE pour «Immediately Earlyy),
agissant comme trans-activateurs de I’expression des geénes précoces, (if) des protéines
précoces (EA pour «Early Antigen») incluant les principaux acteurs du complexe de la
réplication de I’ADN viral et (iii) des protéines lytiques tardives qui ne sont autres que
les protéines structurales du virion et qui témoignent d’une infection réplicative
productive (30). L’ADN linéaire viral est par la suite clivé au niveau des TRs, encapsidé

et le virus enveloppé est libéré suite a la mort des cellules B.
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Figure 1: Représentation schématique des étapes précoces de I’infection par le VEB.
Aprés un contact étroit, les particules virales présentes dans la salive des individus
infectés pénétrent dans la muqueuse épithéliale ou il peut y avoir une réplication lytique.
La proximité au tissu lymphoide sous-jacent, riche en lymphocytes B, permet I’infection
de ces derniers via I’interaction entre le CD21 exprimé a la surface de la cellule B et la
glycoprotéine virale, la gp350. Suite a I’infection des lymphocytes B, et dépendamment
des circonstances relatives a 1’hdte, le VEB peut adopter un état de latence voulant
I’expression d’un ou de plusieurs génes viraux. Le programme de latence III est
caractérisé par 1’expression de tout le répertoire des geénes viraux. LMP, protéine
membranaire latente; EBNA, antigéne nucléaire du virus Epstein-Barr (Adapté de Kutok
et al., 2006 (8)).

Chez un individu en santé, le développement d’une réponse immunitaire spécifique au
VEB, assure, non pas 1’élimination compléte du virus de 1’organisme, mais plutdt le
maintien d’un perpétuel équilibre entre les cellules B infectées et le systéme immunitaire.
Le contrdle de ’infection par les acteurs de la réponse immunitaire innée et adaptative,

particuliérement les lymphocytes CD8", contribue au maintien du nombre de cellules B



infectées par le VEB a un taux ne dépassant pas 1-50 cellules infectées/millions (31).
Récemment, il a été suggéré que I’autophagie joue un réle important dans le contrdle de
I’infection latente par les cellules T CD4". En effet, elle intervient dans la dégradation et
la présentation des fragments antigéniques au CMH II de deux protéines de latence,
soit EBNA-1 (32) et LMP-1 (33). Cette derni¢re induit 1’autophagie par un mécanisme
dose-dépendant. Par ailleurs, les cellules exprimant un taux élevé de LMP-1 ne peuvent
pas achever le cycle cellulaire alors que les cellules qui expriment cette protéine avec

modération sont capables de proliférer de maniere exponentielle (34).

L’importance de la réponse CD8" est témoignée chez les greffés sous 1’effet de leur
régime d’immunosuppression post-transplantation. L’absence d’une réponse T adéquate
entraine une relache, voire méme une perte du contrdle de I’infection VEB par les
cellules T, ce qui favorise D’apparition de syndrome lymphoprolifératif post-

transplantation (figure 2).
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Figure 2 : Diagramme représentatif de I’évolution de la charge virale et de la réponse des
cellules T. L’effet de la suppression des cellules T sur le maintien de I’équilibre entre
virus et hote est également représenté (Adaptée de Hislop et al., 2007 (30)).

1.2 Le VEB et le Syndrome Lymphoproliphératif Post-greffe (SLP) en greffe

pédiatrique
Sous I’effet du régime immunosuppresseur employé pour prévenir le rejet de greffe, on
assiste a une perte de 1’équilibre entre la prolifération des cellules B infectées et leur
¢limination par le systéme immunitaire. Cette croissance incontrdlée peut engendrer
I’apparition du syndrome lymphoprolifératif post-greffe (27, 35) affectant dans 85% des
cas les lymphocytes B (36). Bien que la tumorigeneése semble étre 1’aboutissement des

actions concertées d’une multitude de facteurs, la présence du VEB dans 90% des lésions
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lymphoprolifératives (37, 38) permet de le considérer comme le « chef I’orchestre du
processus d’oncogenése ». Dans ce cas, les 1ésions observées contiennent des cellules
infectées monoclonales ou polyclonales et permettent ainsi de les classer, respectivement,

parmi les SLP monomorphiques (39) ou polymorphiques (40).

1.2.1 Manifestations cliniques et facteurs a risques des SLP

Les SLP surviennent le plus souvent pendant la premic¢re année suivant la greffe. Ils
peuvent étre subdivisés en SLP précoces (41) et SLP tardifs (42) en fonction de la durée
de leur apparition pendant la période post-transplantation. Ils se manifestent sous forme
d’une masse au niveau de I’organe greffé ou au niveau des tissus lymphoides. Certains
patients présentant un SLP sont asymptomatiques tandis que d’autres présentent des
symptomes non-spécifiques tels que de la fieévre ou une anoréxie (43). Les facteurs de
risque pour le développement de SLP sont les suivants : (1) la séronégativité vis-a-vis du
VEB, surtout pour les enfants qui recoivent une greffe d’organe solide (44) et qui sont
susceptibles de développer une primo-infection par le VEB au moment de la greffe, (1)
I’age du patient, (ZI) la nature du régime immunosuppresseur et son intensité, lesquelles
causent une profonde déplétion des cellules T (45, 46), (IV) le type d’organe greffé
(tableau 1II), (V) la coinfection avec le cytomégalovirus (CMV), et (V1) le type de HLA
influence la capacité¢ du systéme immunitaire a détruire les cellules infectées (47).
L’association de deux ou de plusieurs facteurs de risque augmente grandement

I’incidence des SLP (48).
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Tableau II. Incidence des SLP dans le cas de greffe d’organes solides (Adapté de Gulley
etal., 2010 (44)).

Organe Incidence %
transplanté =
Tout age confondu Enfant
Rein 0.5-1 1-10
Moelle osseuse ou
0.5-1 13
Cellules souches
Foie 1.6-5 4-15
Ceeur et poumons 1.9-10 6-20
Intestin - 12

1.2.2 Implication du cycle latent dans la genese des SLP

Aprés établissement de D’infection latente in vitro, et dans un contexte
d’immunosuppression, le VEB peut exercer son pouvoir oncogénique et ainsi transformer
les lymphocytes B naifs en lignées cellulaires lymphoblastoides (LCLs). Ces dernicres
ont constitué un modele d’étude in vitro, d’importance majeure, du processus
d’oncogenése et du potentiel lymphomagénique du virus menant a I’immortalisation des
lymphocytes B. En absence d’infection par le VEB, on note, suite a une stimulation
antigénique ou mitotique des lymphocytes B naifs, une expression importante mais
transitoire des marqueurs d’activation. Il a été démontré que cette expression se fait de
maniére constitutive dans les LCLs-VEB. En effet, la détection du CD23, CD30, CD39,

CD70 ainsi que des molécules d’adhésion incluant le LFA-1, le LFA-3 et 'PICAM-1 dans
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les cellules infectées par le VEB témoignent de la capacité des genes latents a mimer les
voies de signalisation cellulaires menant a la prolifération de ces dernieres (49).
Le role-clé que jouent les génes latents dans le processus de transformation a également

été appuy¢ de maniere ¢légante par ’utilisation de virus recombinant (28).

1.2.2.1 Role des antigénes nucléaires latents (EBNAs)

La famille des antigénes nucléaires latents renferme une multitude de protéines
impliquées directement ou indirectement dans la transformation des cellules B. Les LCL
contiennent plusieurs copies extra-chromosomiques du génome épisomal transférées de
manicre €gale aux cellules filles lors du processus mitotique. Ceci est assuré par la
protéine de latence, EBNA-1, qui joue un réle-clé dans le maintien et la réplication de la
forme épisomale du génome viral (28, 50). La principale particularité de cette protéine de
latence réside dans la présence de séquences répétitives formées d’une combinaison de
glycine et d’alanine qui sont a I’origine de sa faible immunogénicité évitant ainsi son
¢limination par le protéosome (51, 52, 53). Ceci permet au virus de demeurer a I’état
latent dans les cellules d’intérét sans constituer une cible de choix pour les lymphocytes T
CDS". L’importance d’EBNA-1 ne se limite pas au maintien du génome viral. En effet,
elle joue un role important dans la régulation de sa propre expression ainsi que de celle de
LMP-1 (54). En outre, elle permet de promouvoir la survie des cellules infectées en
agissant sur les niveaux d’expression du facteur pro-apoptotique p53 (55). Quant a
EBNA-2, I’importance de son intervention dans le processus d’immortalisation réside
principalement dans 1’activation de certains genes cellulaires tels que le CD23 et de génes

viraux a savoir le LMP-1 et le LMP-2A, principaux acteurs de la transformation (28, 56).
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Parmi les EBNA3, seules les protéines 3A et 3C sont essentielles pour le processus de
transformation (57, 58). Ces dernieéres perturbent le contrdle du cycle cellulaire
probablement via I’interaction avec des facteurs cellulaires qui contrdlent sa progression
et modulent la transcription des génes cellulaires (59). Enfin, il a été démontré que
I’EBNA-LP interagit avec EBNA-2 et augmente, par ailleurs, ’activité de cette derniere

sur le promoteur de LMP1 (60) (figure 3).

1.2.2.2 Role des protéines membranaires de latence (LMPs)

La famille des protéines de latence membranaires peut étre subdivisée en deux classes en
fonction de leur potentiel oncogénique. Le premier groupe renferme la LMP-1, acteur-clé
et oncogéne principal du processus de transformation. Quand elle est exprimée dans la
cellule, elle agit sur une large panoplie de voies de signalisation cellulaire allant de
I’induction de I’expression des molécules de surface jusqu’a la surexpression de facteurs
anti-apoptotiques (le bcl-2 et le A20) voire la métastase (61) (figure 3). LMP1 agit,
¢galement, comme un récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNFR) activé de fagon
constitutive et stimule plusieurs voies signalétiques telles que NF-xB et c-Jun (62-64).
LMP-1 permet ainsi de promouvoir la survie cellulaire. Quant au deuxiéme groupe de la
présente famille, il renferme LMP-2, incluant LMP2A et LMP2B, qui ne semblent pas
avoir, in vitro, un effet sur la transformation des cellules B. Toutefois, des expériences
réalisées chez la souris ont démontré que 1’expression de LMP2A permet la prolifération
et la survie des cellules B en absence de stimulation via le récepteur des cellules B (BCR)
(65). En outre, LMP2A intervient probablement dans le controle de I’expression d’une

protéine importante dans la voie de signalisation NF-kB activée par LMP-1 (66). Il a été
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démontré qu’elle prévient également I’activation du cycle lytique suite a une stimulation

antigénique (67).
Apoptose L
— Proliferafion des cellules B
Pdainfen du génome Prévention de la réacfivation
épisomal du cyde lytique
A Sur-régulation des protéines \

EO

des cellules B

Surségulation de bd-2 et A20

i |':- Gl e

Lipd o) |

Figure 3 : Role des différentes protéines de latence impliquées dans le processus de
transformation des cellules B. La protéine EBNA2 favorise I’expression de LMP1, suite a
son interaction avec EBNA-LP, et de LMP2. Les protéines EBNA3 inhibent la
stimulation de I’expression de LMP2. La LMP1 inhibe 1’apoptose en sur-régulant le bcl-2
et le A20 (Adaptée de Cohen J. et al., 2000 (68)).

A la lumiére de ce qui a été présenté ci-dessus, on conclut que LMP1 et EBNA2 sont

absolument requis pour le processus de transformation cellulaire. En outre, les protéines

EBNA3A, EBNA3C, EBNA-LP renforcent I’action des principaux oncogénes. Enfin, les

transcrits latents, a savoir les EBERs, semblent jouer un role dans la persistance du virus

en inhibant les fonctions des protéines kinases PKR (pour «Protein Kinase R») qui
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interviennent dans la médiation de I’effet antiviral exercé par I’interféron (49) (tableau

110).

Tableau III. Patron d’expression des protéines de latence spécifiques au programme de

latence III : Caractéristiques et fonctions probables.

Géne Fonctions probables

Maintien et persistance extra-chromosomique du
EBNAI génome viral sous forme épisomale dans le noyau

cellulaire.

Transactivation de plusieurs génes cellulaires (CD21,

cMYC et CD23) et viraux (LMPI1 et LMP2A); Role
EBNA2 . _

important dans la transformation des cellules B naives

en LCL-VEB.

Stimulation de I’expression de LMP1 en présence
EBNA3C d’EBNA2; Roéle important dans le processus de

transformation.

Sur-régulation des génes cellulaires nécessaire a la
EBNA-LP croissance des LCLs; Accroissement de la stimulation

de LMP1 par EBNA2.

Activation et différenciation des cellules B en mimant
LMPI le CD40; Roéle important dans la survie cellulaire et la

formation de lymphome; Principal acteur oncogénique.

Prévention de I’activation du cycle lytique; Role

LMP2A4 _ . _
important dans la survie cellulaire.

Role important dans la résistance a I’apoptose médiée
EBERI et 2 ,
par la voie Fas.
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1.2.3 Role du cycle lytique dans le développement des SLP

Jusqu’a présent, beaucoup de travaux ont été réalisés sur le cycle latent du VEB et plus
particulierement sur les geénes latents ainsi que leur implication possible dans I’apparition
des SLP des lymphocytes B. Tel que discuté dans la section précédente, la fonction et le
role joué par la plupart des protéines de latence dans le processus d’oncogenese ont fait
I’objet d’investigations trés vigoureuses. Toutefois trés peu d’attention a été accordée a

I’infection lytique productive du virus.

Des biopsies réalisées sur des tissus prélevés a partir de patients immunodéprimés
présentant des SLP ont révélé que 80% des tumeurs analysées démontraient la présence
du virus en phase réplicative et que 30-40% contenaient des antigénes lytiques tardifs
(69, 70, 71). De plus, I’accroissement de la charge virale dans le plasma de patients ayant
recu une ou plusieurs greffes et présentant des lymphoproliférations malignes permet
d’appuyer I’existence d’une phase réplicative productive post-greffe (72, 73, 74), laquelle
a été utilisée comme biomarqueur de 1’apparition de la maladie ainsi que de sa régression
(44). En outre, une étude de la spécificité des lymphocytes T cytotoxiques (LTC)
autologues spécifiques au VEB suite a leur injection a un patient greffé atteint d’un SLP a
démontré que la réponse cytotoxique initiale était dirigée contre des antigénes lytiques

(75).

Des expériences réalisées chez les souris SCID (pour «severe combined
immunodeficiency») (76), modele animal permettant de reproduire les étapes aboutissant
a Iétablissement des SLP, ont mené a des évidences expérimentales expliquant

I’intervention du cycle lytique dans le processus d’oncogenése. En effet, I’injection de
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LCL chez les souris SCID a révélé qu’environ 80% des cellules VEB positives entrainait
I’apparition de tumeurs présentant les deux formes de ’ADN viral : la forme linéaire
caractéristique de la réplication lytique et la forme épisomale caractéristique de
I’amplification latente (77). De plus, Hong et al. ont démontré¢ que les LCLs-VEB
générées avec un virus présentant une délétion des geénes codant pour les transactivateurs
du cycle lytique, soit BZLF-1 et BRLF-1, sont défectueuses dans leur capacité de
produire les lymphoproliférations lorsqu’injectées dans la souris SCID. En outre, il s’est
avéré que le phénomene était réversible dans la mesure ot une expression en trans du
géne muté¢ permettrait de promouvoir davantage la croissance des tumeurs suite au
rétablissement du cycle lytique (78). Rochford et al. ont démontré que I’injection, dans
des souris SCID, de LCL présentant le virus en phase latente a engendré des tumeurs

présentant le virus majoritairement sous sa forme lytique (79).

Il a été suggéré que le cycle lytique du virus peut contribuer a la genése des SLP par

principalement 3 mécanismes potentiels (78).

(@) L’accroissement de la transmission horizontale cellule a cellule du virus (48)
entralnerait une augmentation du nombre de cellules B infectées par le VEB qui vont
proliférer indéfiniment en exprimant le programme de latence III, caractérisant les SLP.
Ceci peut étre associé a une perte du contrdle de I’infection par les lymphocytes T
cytotoxiques (LTCs), majoritairement spécifiques des antigénes lytiques (80). De plus,
lors de la réactivation du virus suite a la différenciation des cellules mémoires en
plasmocytes, on assiste a une augmentation substantielle du nombre de particules virales
qui infecteront de nouvelles cellules adjacentes, a savoir les cellules B mémoires et les

cellules B germinales (29) dont la destruction est LTC-dépendante.
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(ii) La sécrétion de facteurs de croissance agissant par voie paracrine permettrait
de promouvoir la croissance et la survie des tumeurs (48). Une fois a I'intérieur de la
cellule B, le VEB débute la sécrétion de cytokines qui offrent un avantage de croissance a
la cellule infectée, modulent la réponse immunitaire et meénent éventuellement a la
tumorigenese dans le cas d’une immunosuppression (81). Certaines protéines du cycle
lytique induisent justement la production de ces cytokines et ont été identifiées comme
facteurs de risque pour le développement des SLP en offrant un microenvironnement
unique pour le processus d’oncogenese (44, 82, 83). Il a ét¢ démontré que I’initiation du
cycle lytique est accompagnée d’un déclenchement d’une cascade médiée par le
transactivateur viral, BZLF-1, et aboutissant a I’expression d’une large panoplie de
cytokines incluant I’IL-8, I’IL-10 cellulaire et virale (84, 85, 86), I’IL-6 (87, 78) ainsi que
I’IL-13 (88). Chez les souris SCID, I’infection des cellules B par un virus exempt du géne
Zta (codant pour BZLF-1) entraine la génération de LCL dotées d’une capacité moindre
du point de vue production des cytokines et génération de lymphoproliférations B
malignes (78). Le role joué par les genes lytiques se manifeste également par la
production de facteur pro-angiogénique, le VEGF (pour « Vascular Endothelial Growth
Factory), jouant un rdle important dans la formation de vaisseaux sanguins et par

conséquent la croissance de la tumeur (89).

(iii)  L’effet anti-apoptotique médié par le virus jouerait un role important dans la
croissance de SLP (48). Deux protéines du cycle lytique permettent d’accomplir cette
fonction. La protéine BZLF-1 exerce un controle négatif sur les fonctions de la p53 (90),
et la protéine BHRF-1 agit comme un homologue du bcl-2 (91). Chez la souris SCID, les

LCLs produites a partir de virus n’exprimant pas la protéine BZLF-1 sont plus sensibles a
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la cytotoxicité induite par la voie apoptotique Fas comparée a la souche sauvage. Ce

phénotype a été associé a la déficience au niveau de I’expression de BHRF-1 (44).
1.3 La charge virale sanguine comme indice diagnostique/pronostique des SLP

Etant donné que le VEB établit une persistance pendant toute la vie d’un individu, la
simple détection de la présence du génome viral dans l’organisme se trouve étre
insuffisante pour la prédiction de I’apparition des SLP. De méme la caractérisation du
profil sérologique spécifique aux antigénes viraux lytiques ou latents ne permet en aucun
cas d’affirmer la prédisposition d’un patient a développer un SLP. Par conséquent, il
serait essentiel de mettre au point et d’optimiser une méthode de diagnostique de routine
standardisée, commune a tous les centres, qui puisse prédire le risque de développer un
SLP en fonction de la charge virale du patient et autres informations cliniques (92, 93),
(94, 95), prévenir sa genese (96, 97) et, le cas échéant, faciliter son contrdle (98). Le
choix d’une méthode de diagnostique optimale (précise et rapide) en vue d’une utilisation
clinique, passe tout d’abord par une bonne compréhension de la biologie de I’infection
associée au VEB. Jusqu’a présent, les techniques mises au point pour 1’évaluation de la
charge virale n’ont pas été standardisées et varient entre les centres (99). Le fait que le
développement de SLP a été longtemps et uniquement associé au cycle latent du VEB, a
¢été a I’origine des différences au niveau de 1’échantillon humain utilisé pour la charge
virale. En effet, certains laboratoires ont opté pour 1’utilisation des cellules mononucléées
du sang périphérique (PBMCs) étant donné que chez les individus immunodéprimés, on
assiste a une prolifération des cellules B transformées par le VEB dans les tissus
lymphoides suivie d’une migration vers le sang périphérique (93, 100). Bien qu’il soit

présent en quantité moindre que celle détectée dans les lymphocytes B, I’ADN viral
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non-associé¢ aux cellules a constitué la principale cible de nombreux laboratoires qui ont
utilisé le sérum, voire méme le plasma (101, 102, 103). L’ADN viral contenu dans ces
¢chantillons peut étre encapsidé, témoignant de la production de nouveaux virions, ou, le
plus fréquemment, libre émanant probablement des cellules mortes (44). De plus, il a été
suggéré d’utiliser le sang total sous prétexte qu’il contienne toutes les fractions d’intérét
(104, 105, 106) et qu’il permette un gain de temps par rapport a 1’utilisation du plasma

¢tant donné I’absence d’une étape de séparation du sang (figure 4).

Symptomes. I | SyrrmtSmes]|
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Charge Début de
virale I'imnmmunosupprassion
du VEB
Infection Fecsveur en santé Receveur en santé
différée

(années)

—_— Sang total
[ T — Plasna
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Figure 4 : Comparaison de I’évolution de la charge virale dans le sang périphérique et le
plasma mesurée par la PCR quantitative chez un porteur sain et un patient transplanté.
Les porteurs sains contiennent une quantité d’ADN viral (VEB) mesurable uniquement
dans le sang. Chez un patient transplanté soumis a un régime immunosuppresseur pour
prévenir le rejet de greffe, ’infection virale active résulte en une augmentation de la
charge virale et dans le sang et dans le plasma. L’augmentation de la charge virale
précede la manifestation clinique des SLP et permet une meilleure gestion des patients a
haut risque (Adapté de Gulley et al., 2010 (44)).
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La variation du type de spécimen humain utilis¢ a été¢ également a 1’origine d’une
différence au niveau des unités reflétant la charge virale. En effet, elle peut étre exprimée
en nombre de copies/ug d’ADN, nombre de copies/ml de sang ou en nombre de
copies/10° PBMCs (107). Jusqu’a présent, aucun consensus portant le chiffre absolu qui
serait pronostic d’un SLP n’a été obtenu. A titre d’exemple, Wagner et al. (108) ont
démontré qu’une infection active chez les patients présentant des SLP se traduit par une
charge virale médiane de 3,225 copies/100 pl de plasma comparée a moins de 740
copies/100 pul de plasma pour les patients sans SLP. Parallélement, Schubert et al. (109)
ont démontré que sur 41 patients ayant recu une greffe de cceur, six ont développé un
SLP et présentaient une charge virale dans le sang de plus que 2000 copies VEB/ug
d’ADN. Certains patients ne présentant pas de SLP avaient une charge virale aussi
importante.

Une large panoplie de méthodes de diagnostic a été utilisée. Ces méthodes incluaient
I’hybridation in situ, faisant appel a une sonde EBER-1 pour I’évaluation de la charge
virale dans les spécimens humains (110). Toutefois, de part sa difficulté du point de vue
manipulation, cette technique pourrait étre a I’origine d’une sous-estimation de la charge
étant donné qu’elle ne détecte pas les virus libres. Cette imprécision a été contournée par
I’utilisation de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) semi-quantitative dont les
principaux atouts consistent dans la grande sensibilité et la rapidité de 1’évaluation de la
charge virale (48, 92). Toutefois, le plateau atteint en aval de la phase logarithmique de la
réaction laisse place au doute quant a la précision de cette méthode, pour les charges
virales élevées, qui a été remplacée par la PCR quantitative en temps réel (qPCR) (48).

Faisant appel a des standards préparés conformément a des méthodes spécifiques a
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chaque laboratoire, la qPCR permet d’établir des seuils de risque qui, bien que précis, ne
peuvent pas étre standardisés étant donné les valeurs de cut-off spécifiques a chaque
centre. Enfin, lors du diagnostic des SLP, il est indispensable de considérer le type de
transplantation soit: une transplantation de cellules souches hématopoiétiques ou
d’organe solide. En effet, I'origine de I’infection, 1’incidence et les facteurs de risque
varient entre ces différents groupes et au sein d’un méme groupe (type de l’organe
transplanté) (48). Ceci fait que ’évaluation de la charge virale pour le premier groupe est
importante pour la prédiction des SLP tandis qu’elle ne I’est pas forcément pour le
second étant donné que certains greffés présentent des charges virales élevées sans

développer la pathologie (48) (tableau IV).

Tableau I'V. Spécimens humains pour le controle des SLP et différences entre les types
de transplantation (Adapté de Kimura et a/., 2008 (48)).

Spécimens humains pour la mesure de la charge virale

SLP Plasma/sérum PBMCs Sang total

Controversé Désirable Préférable

Evaluation de la charge virale

TSCH* TOS**
Période Pendant les 3 premiers mois Pendant la premiére année post-
apres la transplantation transplantation; Pendant toute la

durée de vie

Valeur prédictive Bonne Faible

* TSCH : Transplantation de cellules souches hématopoiétiques.

** TOS : Transplantation d’organes solides.
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A la lumiére de ce qui a été présenté ci-dessus, on peut conclure que 1’augmentation de la
valeur prédictive positive de la charge virale du VEB passe par le choix d’un deuxiéme
marqueur qui sera utilisé simultanément avec le premier chez les patients greffés
d’organe solide. En effet, le développement d’une réponse humorale spécifique au VEB
pourrait offrir une protection contre le développement des SLP. Carpentier et al. ont
observé que six patients greffés ayant un SLP n’avaient pas développé d’anticorps contre
les antigénes précoces (EA), alors que les vingt autres, avec une charge virale élevée mais
faisant preuve de titres robustes anti-EA IgG, n’ont pas présenté de SLP (111). Les
auteurs ont conclu qu’un titre élevé d’anticorps contre les EA constituait un indice de la

capacité de défense immunologique anti-VEB chez ces patients (111).

1.4 Immunothérapie cellulaire contre les SLP des lymphocytes B causés par le VEB

Une variété de traitements a été développée pour assurer la prévention ou le contrdle des
SLP chez les patients pour qui les options thérapeutiques conventionnelles, a savoir la
chimiothérapie, la réduction du régime immunosuppresseur et la chirurgie, ne permettent
pas la résolution de la maladie. L’ immunothérapie par les LTCs constitue une alternative
de traitement des SLP trés intéressante (112). Elle permet une éradication ciblée des
cellules cancéreuses en absence de tout autre dommage pouvant affecter les tissus
normaux adjacents. L’expression du programme de latence III par les cellules tumorales
les rend fortement immunogéniques et par conséquent la cible principale des LTCs. Ces
derniers, activés par les antigénes viraux immunodominants, migrent jusqu’au site de la
tumeur puis détruisent les cellules cancéreuses grace a leurs fonctions cytotoxiques (112).
Bien que cette thérapie soit prometteuse, elle ne peut pas étre appliquée avec succes dans

les deux types de transplantations.
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Dans le cas d’une transplantation de cellules souches hématopoiétiques, le transfert
adoptif des cellules T du donneur qui reconnaissent spécifiquement les cellules B
infectées par le VEB provenant de la méme source, permet de rétablir I’équilibre entre
I’immunité et les cellules B infectées et par conséquent parvient a contrdler le SLP.
Toutefois, n’ayant pas subi de manipulation ex vivo préalablement a I’infusion, les
cellules T peuvent étre a I’origine d’alloréactivité, voire méme de maladie du greffon
contre 1’hote (GVHD) (113). Pour contourner ces problémes, la thérapie cellulaire
consiste maintenant en une infusion des LTCs stimulés et sélectionnés ex vivo
(114, 115, 112). Le suivi de I’expansion ainsi que la persistance in vivo des cellules
transférées a été réalisé suite a un marquage génétique par un rétrovirus contenant un
gene de résistance a la néomycine. Les résultats ont démontré une sécurité et une
durabilité de la protection de plus de sept ans chez les patients a risque (113). Ceci a été
associé au caractére polyclonal des cellules qui combinent les fonctions auxilliaires et les
fonctions cytotoxiques pour garantir la persistance. Récemment, une étude réalisée par
Heslop et al. sur 114 patients provenant de trois centres de transplantation différents a
démontré une efficacité de 100% quand les LTCs sont utilisés comme prophylaxie et de

80% quand ils sont utilisés comme thérapie (112).

Le succés qu’a révélé cette approche pour le traitement des SLP suite a une
transplantation de moelle a incité bien des centres a envisager son utilisation dans le cas
d’une transplantation d’organe. Toutefois, 1’application du méme protocole d’expansion
et de sélection ex vivo s’est avérée non appropriée étant donné que dans ce cas les cellules
infectées par le virus proviennent du receveur alors que les LTCs proviennent du

donneur. L’incompatibilit¢ des HLA entre donneur et receveur rend nécessaire
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I’utilisation de LTCs autologues au receveur (116, 117, 118). Cependant, cette approche
est coliteuse et requiert approximativement trois mois pour générer un nombre suffisant
de cellules spécifiques a chaque patient (119). De plus, il a ét¢ démontré que les LTCs
autologues permettent une prévention ainsi qu’une résolution efficace mais transitoire de
la maladie (120). La récurrence de cette derniére a été associé au fait que ces patients
recoivent continuellement un régime immunosuppresseur qui rend ces cellules non
fonctionnelles a long terme (112). En outre, cette option thérapeutique ne s’applique pas
aux patients séronégatifs vis-a-vis du VEB qui représentent le groupe le plus a risque
(121). Des protocoles d’activation et d’expansion des LTCs autologues spécifiques au

VEB ont été alors développés et testés chez des patients a risque (75, 117).

Etant donné que les patients & haut risque sont VEB-séronégatifs au moment de la
transplantation, il est difficile de prévoir le moment opportun pour la génération et
I’expansion ex-vivo des LTCs. L’idéal serait de disposer d’une banque de cellules T
disponibles rapidement pour le traitement des SLP. En réponse a ce besoin, une équipe
anglaise a généré une banque de 70 lignées cellulaires de LTC allogéniques provenant
d’individus séropositifs pour le VEB (122) qui ont été récemment utilisés dans une étude
clinique de phase II, aprés sélection selon la compatibilité HLA la plus ¢levée, chez des
patients ayant développé des SLP (123). Apres une période de six mois, 42% des patients

étaient en rémission complete et 9% étaient en rémission partielle (123).

Les alternatives d’immunothérapie cellulaire exposées ci-dessus visent principalement les
tumeurs formées de cellules exprimant le programme de latence III. Bien que les résultats
soient prometteurs et encourageants, ces stratégies visent le contrdle de la tumeur apres

son apparition. Ce mode d’action ne caractérise pas uniquement les alternatives
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d’immunothérapie cellulaire présentées. En effet, le Rituximab, un anticorps monoclonal
qui se lie au récepteur CD20 a la surface des cellules B et induit leur mort, en est un
exemple (124). Bien qu’il ait été utilis€é avec succes depuis plusieurs années (125), le
Rituximab n’offre pas une alternative de traitement optimale étant donnée que son action
n’est per¢ue qu’une fois I’infection est établie. Il serait judicieux de développer un agent
préventif efficace et sécuritaire ayant la capacité de bloquer I’infection primaire par le
VEB, de prévenir son établissement ainsi que I’immortalisation des lymphocytes B chez
les individus immunodéprimés. Jusqu’a présent, les traitements dirigés contres les SLP en
¢tude clinique n’ont pas permis d’atteindre le niveau d’efficacit¢ et de sécurité
escomptés. Il est donc impératif de développer un traitement prophylactique pouvant étre
utilisé chez les patients transplantés a haut risque de développer des lymphoproliférations

B malignes.
1.5 Immunoprophylaxie versus chimioprophylaxie
1.5.1. Les antiviraux

Etant donné I’association causale qui existe entre D’infection par le VEB et le
développement de SLP, [I’utilisation des agents antiviraux comme une option
thérapeutique permettant de prévenir ou, le cas échant, de traiter les SLP a été fortement
suggérée. Ayant comme principale cible la thymidine kinase virale exprimée pendant le
cycle lytique, I’acyclovir, le ganciclovir excercent une activité antivirale inhibitrice in
vitro uniquement contre la réplication du VEB (126). Ceci dit, le role des ces agents
antiviraux est restreint a la phase réplicative productive du cycle viral et aucun effet

inhibiteur n’a été observé pour les cellules en phase de latence. Théoriquement, en se
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basant sur notre premicre hypothese qui stipule que le cycle lytique jouerait un role dans
la genese des SLP en augmentant la transmission horizontale du virus, 1’acyclovir et le
ganciclovir devraient prévenir I’établissement du processus oncogeéne. Toutefois, les avis
demeurent controversés quant a leur efficacité¢ dans la prévention des SLP. En effet,
certains centres suggerent que l’introduction des agents antiviraux dans le protocole
d’immunosuppression permet une diminution de I’incidence des SLP (127, 128). Une
¢tude réalisée par Darenkov et al. (129) a associé la réduction des SLP a une
administration précoce des antiviraux et ce simultanément avec les anticorps anti-
thymocyte globuline. Ceci a été appuyé¢ par une étude randomisée réalisée par Green et al
(130) dans le but de comparer ’efficacité de ’administration du ganciclovir a court terme
versus a long terme, dans la prévention des SLP dans un groupe de receveurs de greffe
pédiatrique. Les résultats n’ont démontré aucun intérét a utiliser le ganciclovir comme
thérapie antivirale a long terme étant donné que son effet est uniquement exercé pendant
la phase aigué productive de I’infection (131). D’autres centres remettent en question la
capacité des agents antiviraux a prévenir les SLP associés au VEB (132, 133). En effet,
certains estiment que les antiviraux agiraient, plutot, en prévenant des infections virales
causées par le cytomégalovirus, considéré comme un facteur de risque pour les SLP
associés au VEB (134). De plus, une étude randomisée réalisée sur 43 patients
séronégatifs vis-a-vis du VEB ayant recu une transplantation d’organe provenant
d’individus séropositifs pour le VEB, a révélé, qu’en dépit de 1’utilisation du ganciclovir
comme prophylaxie post-transplantation, il y a une évidence d’une présence virale
importante détectée dans 37% des patients (135). Pour contourner la limite liée a la

forme latente du virus, une nouvelle stratégie de traitement a été proposée impliquant
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’utilisation de I’arginine butyrate pour induire la transcription de la thymidine kinase
virale et rendre les cellules B immortalisées par le VEB susceptibles au ganciclovir (136).
Récemment, un essai clinique de phase II/III (137) a été realisé, sur quinze patients
souffrant de pathologies réfractaires aux méthodes de traitements conventionnelles, dans
le but d’évaluer la sécurité ainsi que la tolérabilité de l’arginine butyrate utilis¢ en
combinaison avec le ganciclovir pour le traitement de pathologies malignes causées par le
VEB, incluant les SLP. Dix des quinze patients ont démontré une réponse anti-tumorale
significative au bout de 21 jours de traitement dont quatre ont atteint une réponse
complete. Les six autres patients ont atteint une réponse partielle et ont fini par développé
un SLP. Les effets secondaires associés a cette thérapie combinée semblent Etre
tolérables. Enfin, il a été suggéré que la prévention des SLP grace a I’effet inhibiteur des
agents antiviraux pourrait &étre renforcée par l’administration simultanée par voie

intraveineuse d’immunoglobulines spécifiques au VEB (138).

1.5.2. Les anticorps neutralisants

Comme leur nom l’indique, les anticorps neutralisants assurent la neutralisation des
particules virales libres et, de ce fait, préviennent 1’attachement des virions aux
lymphocytes B. Cette interaction illustre la fonction directe de I’anticorps neutralisant en
absence de toute autre intervention des acteurs de la réponse immunitaire innée ou
adaptative (139). L’intervention des anticorps neutralisants dans la résolution de
I’infection ne se limite pas a la simple induction de la perte de I’infectivité des particules
virales mais s’étend également a la lyse des cellules infectées. A cet effet, la fonction
antivirale effectrice mise en jeu est la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des

anticorps (ADCC) (140) qui ciblerait les cellules productrices du virus. La conception
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ainsi que 1’¢laboration in vitro d’un anticorps neutralisant nécessite tout d’abord la
détermination de la cible principale qui doit absolument étre présente a une densité élevée

a la surface du virion (140) et stable génétiquement.

En regardant de plus pres le processus d’entrée du VEB dans la cellule B, on remarque
qu’il fait intervenir une multitude d’interactions entre les glycoprotéines de surface et les
récepteurs cellulaires (26). Certaines d’entre elles assurent la concentration du virus a la
surface de la cellule cible alors que d’autres déterminent le tropisme cellulaire et jouent
un role important dans le transfert du virus a I’intérieur de la cellule (141). Parmi cette
deuxiéme catégorie, on distingue approximativement quatre protéines absolument
requises pour ’entrée virale dans la cellule B, qui se déroule comme suit. L’attachement
du VEB au lymphocyte B est médié par I’interaction, avec une grande affinité, entre la
glycoprotéine majeure de 1’enveloppe virale (la gp350) et le récepteur du complément
(CR2/CD21) (24). A partir de ce moment, on assiste a une initiation du processus de
fusion qui est la résultante de I’action concertée de trois glycoprotéines : la gHgL, la gB
et la gp42, permettant 1’entrée du virus par endocytose. Suite a sa liaison au CMH 1I, la
gp42 s’associe a la gH et la gL pour former un complexe stable (142). Ceci est assuré en
grande partie par la région N-terminale de la protéine gH qui constitue un €élément
indispensable pour la fusion membranaire (143). Quant a la protéine gL, elle joue un rdle
de protéine chaperonne qui se charge du repliement et du transport de la gH fonctionnelle

(144, 145) (figure 5).
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Figure 5: Mod¢ele hypothétique de D’entrée du virus dans les lymphocytes B.
L’interaction entre la gp350 et le CD21 permet d’amener le virus a proximité de la
membrane cellulaire et d’assurer 1’interaction entre la gp42 et le CMH II. L’interaction
entre cette derniére et la machinerie de fusion, incluant la gH et la gL, initie le processus
d’endocytose. Enfin, le virus est internalis¢ a I’intérieur de la cellule (Adapté de
Hutt-Fletcher et al., 2007 (26)).

1.5.1 La glycoprotéine majeure de I’enveloppe virale: la gp350

Il est évident que le complexe impliqué dans I’entrée virale, tel qu’exposé ci-dessus, joue
un role primordial dans le processus de I’infection des lymphocytes B. Toutefois, la
gp350 se distingue particulierement des autres par le role majeur qu’elle joue pendant
I’étape initiale du processus d’entrée et dans le développement de cancer. L’infection des
cellules B par un VEB recombinant exempt du géne BLLF-1 codant pour la gp350 résulte
en une diminution drastique de la capacité transformante du virus (146). Bien qu’il ait été
suggéré, suite a ces résultats, que le récepteur CR2 ne constitue pas la seule porte

d’entrée du virus, I’internalisation médiée par la gp350 est nettement celle qui prédomine.

La gp350 est un polypeptide de 907 acides aminés présent a la surface d’une cellule

infectée sous deux formes, la gp350 (pour 350 kD) et la gp220 (pour 220 kD), dérivées
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de I’épissage alternatif du méme transcrit d’ARN (147). La délétion de 259 acides aminés
qui différencie les deux formes, conserve le cadre de lecture et permet au virus de se fixer
au CR2, moyennant I’une ou I’autre des deux protéines et ce en conservant la méme
affinité (148). Une étude de la structure cristalline de la gp350 a révélé la présence de 14
chaines de peptidoglycanes recouvrant un peu partout la surface de la protéine (149).
Cette glycosylation permet de stabiliser la protéine, de protéger le virus de la protéolyse
pendant la transmission virale (150) et peut-&étre méme de garantir un bon repliement
ainsi qu’'un ciblage de la protéine (151). En dépit de sa forte glycosylation, la gp350 fait
partie des glycoprotéines les plus abondantes du VEB (152).

Des essais de mutagenése ont démontré que la partie N-terminale de la gp350 formée de
407 acides aminés est la seule région non-glycosylée offrant ainsi un
microenvironnement unique pour I’interaction entre ligand et récepteur (153, 154).

Une ¢étude de la dynamique d’évolution de la région N-terminale a permis de démontrer
une forte conservation de la séquence en acides aminés (155). Ceci a mis ’accent sur
I’importance de la partie N-terminale en particulier et de la gp350 en général dans la
survie et la transmission du VEB. Parall¢lement, la structure des domaines impliqués
dans cette interaction et présents au niveau du récepteur CR2 a été également
caractérisée. Il s’agit, en fait, de deux domaines extracellulaires, le SCR1 et le SCR2, qui
interagissent par contact avec la gp350 (156). En effet, la forte glycosylation de la
protéine lui confére un nuage de charges négatives et lui permet de lier les acides aminés

du récepteur, qui eux, sont chargés positivement (151).

Etant exprimée a la surface des cellules infectées, il a été démontré que la gp350 est

reconnue par des anticorps neutralisants qui vont permettre la destruction des cellules par
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le mécanisme d’ADCC (157). Tout ce qui a été présenté laisse croire que la protéine
gp350 constitue un site d’intervention de premicére importance pour prévenir

I’établissement de SLP chez les patients a risque.

1.5.2 Anticorps neutralisant monoclonal murin : 72A1

Un anticorps murin monoclonal, le 72A1, a été développé par Hoffman et al. en 1980 et a
constitué¢ le fruit de la fusion de la lignée cellulaire de myélome de souris avec des
splénocytes de souris immunisées avec la souche virale B95-8. L’immunoglobuline G
produite présente une activit¢ anti-VEB qui s’est manifestée a travers différentes
observations in vitro. En effet, le 72A1 est capable de reconnaitre et d’interagir avec la
gp350 au méme titre que le sérum humain (158). De plus, il peut reconnaitre et lier, in
vitro, la gp350 et la gp220 (23) de 7 lignées cellulaires productrices du VEB (159). Cette
interaction neutralise le virus et réduit, par conséquent, considérablement I’infectivité des
souches virales utilisées. Il a été suggéré que 1’épitope reconnu par le 72A1 se trouve
entre les acides aminés 1 et 162 au niveau de la région N-terminale de la gp350 (148).
Ayant révélé des résultats prometteurs du point de vue capacité de reconnaissance de la
cible et de neutralisation de ’infection, le 72A1 murin a fait 1’objet d’essais in vivo chez
la souris SCID réalisés par Haque et al. (158). Ces derniers ont permis de mimer, via
I’injection de PBMCs provenant d’un individu séropositif et de virus concentré, le
transfert du VEB d’un donneur séropositif a un receveur de greffe séronégatif. Ceci avait
pour but de caractériser la capacité de I’anticorps a prévenir I’apparition de SLP chez les
receveurs de greffe (160). L’injection intrapéritonéale du 72A1 prévient 1’apparition de
tumeurs VEB-positives chez les souris SCID contrairement au groupe contrdle ou huit

sur douze souris ont développé des SLP (158). L’absence d’effet secondaire indésirable
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ainsi qu’une réponse du type HAMA (pour « Human Anti-Mouse Antibody ») suite a
I’injection d’une dose a des adultes volontaires, a permis de procéder a une étude pilote
sur quatre patients ayant regu une transplantation d’organe. Les résultats ont démontré
que le 72A1 permet une protection de courte durée contre 1’acquisition de I’infection par
le VEB pendant la période post-greffe. En outre, bien que les patients soient soumis a un
régime immunosuppresseur, ils ont tous développé une réponse HAMA. Ceci dit,
I’utilisation du 72A1 dans sa forme native serait a éviter et substitué de préférence par un

anticorps humanisé (161).

1.5.3 Anticorps chimére murin-humain 72A1 ch

L’¢laboration de 1’anticorps monoclonal chimére 72A1 ch neutralisant dirigé contre la
gp350 du VEB a été exécutée antérieurement par d’autres membres du laboratoire du
Dre Alfieri (V. Leblond, J. Hu et J. Tanner). La construction de I’anticorps d’intérét a été
réalisée par la chimérisation de I’anticorps murin, le 72A1. Cette derniere se distingue
des autres méthodes d’humanisation des anticorps par sa simplicité. Quant a la réponse
HACA (pour « Human Anti-Chimeric Antibody »), dirigée contre la partie murine de
I’anticorps, elle ne semble pas constituer un facteur limitant pour I'utilisation de la
chimere pour des essais précliniques in vivo a court terme et comme traitement
prophylactique a long terme. En effet, soumis a un régime immunosuppresseur intense,
les patients séronégatifs pour le VEB et susceptibles de recevoir des doses réguliéres du
72A1 ch pendant la premiére année post-greffe, présentent un risque minime de
développer une réponse humorale pouvant engendrer la dégradation de 1’anticorps

neutralisant. En outre, bien qu’il sera utilis¢ dans un contexte d’immunosuppression, le
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72A1 ch permet I’élimination des cellules infectées par ADCC laquelle a été mise en
¢vidence dans le cas de TCSH et TOS (162, 163, 164).

La construction de la chimére a été réalisée tel qu’il est décrit par la figure 6. Etant donné
que les régions variables de 1’anticorps chimere sont d’origine murine, notre laboratoire
est en train d’effectuer une analyse structurelle tridimensionnelle pour déterminer
I’épitope mis en jeu lors de I’interaction avec le ligand, et I’affinité avec laquelle elle

s’effectue.

Isolement de I’ARN a partir:
@ des cellules 72A1
® des PBMC d’un volontaire sain
A 4
Synthese de I’ADNc par RT-PCR et amplification de I’ADNc par PCR
® domaines variables de la chaine lourde (HC) et de la chaine 1égére (LC) d’origine murine
® domaines constants de la chaine lourde (HC) et de la chaine légere (LC) d’origine humaine

¥

Ligation des domaines constants et variables des HC et LC dans un vecteur d’expression

¥

Expression transitoire des chaines chiméres dans les CHO

¥

Co-transfection des vecteurs d’expression dans les CHO: Expression des chaines chiméres
s production de 'anticorps chimére : 72A1 ch

Purification et concentration de I’anticorps

¥

Immunofluorescence et Western Blot

4
Anticorps 72A1 ch

Figure 6 : Schéma récapitulatif des étapes d’élaboration de I’anticorps chimeére. Les
domaines constants sont d’origine humaine et les domaines variables sont d’origine
murine. Les plasmides contenant chacune la séquence d’ADN codant pour chacune des
deux chaines ont été co-transfectés dans les cellules CHO pour la production de la
chimere. Une sélection des clones stables a été réalisée et I’anticorps a été produit puis
purifié. CHO : Chinese Hamster Ovary; HC : chaine lourde; LC : chaine légere.
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1.6 Le projet

Le présent projet pourrait avoir une retombée clinique trés importante. En effet, il
permettrait, a travers un diagnostic plus précis et un traitement pré-emptif, une meilleure
gestion médicale des patients a risque de développer le SLP. Il propose 1’étude des
événements précoces suite a 1’infection par le VEB qui sont impliqués dans le processus

d’oncogenése chez les patients immunodéprimés.

Une ¢étude de plus prés des événements qui se déroulent au tout début de 1’infection des
cellules B par le VEB, tant au niveau de la réplication virale par g-PCR qu’au niveau de
I’expression des genes lytiques précoces et tardifs par NASBA, a permis de confirmer
I"’HYPOTHESE 1 qui stipule que le cycle lytique du virus jouerait un role-clé dans la
genese des SLP en produisant des particules virales pouvant infecter les cellules B
adjacentes. La détection de I’expression de I’ARN du géne BLLF-1 codant pour la
glycoprotéine gp350 témoigne d’une infection productive par le VEB. Cet événement
serait a 1’origine d’un accroissement du transfert du virus aux cellules B adjacentes,

donnant lieu ainsi a une amplification de la charge virale.

Ceci a permis de formuler "THYPOTHESE 2 qui stipule que 1’élaboration d’un anticorps
chimére 72A1 ch (murin-humain) neutralisant dirigé contre la protéine gp350 située sur
I’enveloppe virale permettrait la prévention des SLP chez les patients a risque au moment
de la greffe. De ceci émane le deuxiéme objectif du présent projet qui vise a produire et a

démontrer I’activité biologique in vitro de I’anticorps chimére préalablement ¢laboré dans
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notre laboratoire. La production de la chimére a été faite par co-expression des régions
constantes humaines et variables murines dans les cellules CHO (Chinese Hamster
Ovary) suivie de la purification moyennant la proteine A sépharose 4B. La purification de
I’anticorps a constitué une étape limitante dans le processus de production étant donné la
présence de sérum bovin dans le milieu de culture. Dans un premier temps, la vérification
de la présence des chaines lourde et Iégere s'est faite sur gel de polyacrylamide SDS-page
10%. En outre, des essais de neutralisation du VEB par le 72A1 ch ont été réalisés. Les
résultats des essais de neutralisation fournissent la preuve que 1’anticorps chimére produit
contre la gp350 est capable de neutraliser le virus et par conséquent de bloquer
I’expression de I’ARN lytique précoce et tardif, la réplication de virus et la transmission

de ce dernier aux cellules B naives.
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2.1 Les lignées cellulaires utilisées

Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées pour ce projet (tableau V). La suspension
cellulaire a été maintenue dans le milieu approprié et diluée (1:10) a tous les 3 ou 4 jours.
Tous les milieux de culture provenaient de la compagnie Invitrogen (Burlington, Ontario,
Canada) et contenaient L-glutamine ainsi que 10% de sérum fcetal de veau (SFV)
(Wisent, St-Bruno, Québec, Canada). Les lignées cellulaires ont ¢été¢ obtenues de la
compagnic ATCC (Manassa, Virginie, Ftats-Unis). En outre, afin d’éviter la
contamination bactérienne des lignées cellulaires, tous les milieux de culture ont été
additionnés d’un mélange d’antibiotiques, constitu¢ de pénicilline et de streptomycine
(Invitrogen) a des concentrations finales respectives de 100 Ul/ml et 100 pg/ml. Les
cellules ont été conservées dans un incubateur maintenu a une concentration de 5% en

CO; eta 37°C.
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Tableau V. Lignées cellulaires utilisées, origines, propriétés et milieu de culture

approprié

Lignée Description Milieu de Références

culture

72A1 Hybridome murin dérivé de la fusion RPMI 1640 Hoffman et al.,
de P3X63Ag8 et de cellules de la rate 1980 (159).
de souris BALB/C immunisées avec
le VEB. Cette lignée produit un IgG1
spécifique a la gp350 capable de
neutraliser le VEB.

CHO-K1 Lignée ovarienne de hamster chinois. F-12 Kaighn  Pucketal.,

1960 (165).

B95-8 Lignée transformée B dérivée du sang RPMI 1640 Miller et al.,
périphérique de  singe  ouistiti 1973 (166).
(marmouset) suite a [’infection in
vitro par le VEB provenant de la
salive d’un cas de mononucléose
infectieuse. Cette lignée produit une
souche transformante de VEB.

Raji Lignée lymphomateuse B provenant RPMI 1640 Theofilopoulos
d’un patient africain ayant un etal., 1976
lymphome de Burkitt VEB-positif. (167).

BJAB Lignée lymphomateuse B provenant RPMI 1640 Harada et al.,
d’un  lymphome de  Burkitt 1987 (168).
VEB-négatif.

P3HR-1  Lignée lymphomateuse B provenant RPMI 1640 Hinuma et al.,

d’un lymphome de Burkitt. Le virus
issu de cette lignée a une capacité

lytique plutot que transformante.

1967 (169).
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2.2 Les cellules primaires utilisées

L’¢étude des éveénements précoces qui surviennent suite a I’infection par le VEB a
nécessité 1'utilisation de cellules mononucléées du sang de cordon ombilical (CMSCs)
humain ainsi que celles du sang périphérique (PBMCs). Un consentement, a caractére
libre et éclairé, a été fourni par tous les donneurs, soit les femmes enceintes pour le sang
de cordon et le personnel du laboratoire pour le sang périphérique. De plus, le projet a été
¢tudi¢ et approuvé par le Comité d’éthique a la recherche du Centre Hospitalier

Universitaire Sainte-Justine.

2.3 Isolement et infection des cellules mononucléées

Un volume approximatif de 20 ml de sang de cordon, obtenu de chacun de 3 donneurs
pour le sang de cordon et de 3 donneurs pour le sang périphérique, a été utilisé.
Brievement, les cellules mononucléées ont été isolées sur gradient de Ficoll-paque
(GE Healthcare, Québec, Canada) tel que décrit ailleurs (92). Les cellules contenues dans
le culot ont été lavées 2 fois avec du RPMI a 1% de SFV et préparées pour I’infection. La

méme procédure a été réalisée pour le sang périphérique.

2.3.1 Production et concentration de la souche virale B95-8 et P3HR-1

Les lignées productrices de virus, B95-8 ou P3HR-1, ont ét¢ maintenues en culture dans
du RPMI contenant 10% SFV jusqu’a I’obtention de 500 ml de suspension cellulaire
ayant une concentration de 2x10° cellules/ml. Les cellules ont été récupérées et

resuspendues dans du RPMI contenant 2% SFV pour étre maintenues, par la suite, en
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culture pendant 10 a 14 jours. Ceci a pour but de laisser vieillir les cellules et ainsi
induire le cycle lytique. Au bout de 10 jours d’incubation, les cellules préalablement
induites ont été récoltées aux fins d’analyses par immunofluorescence indirecte contre les
antigénes de la capside virale (VCA pour «Viral Capsid Antigeny») pour évaluer

P’efficacité de ’induction.

2.3.1.1 Immunofluorescence
2.3.1.1.1 Immunofluorescence indirecte

La procédure d’immunofluorescence a été utilisée pour évaluer 1’efficacité de I’induction
et, également, pour déterminer le titre de la préparation virale concentrée de la souche
P3HR-1. Les cellules, B95-8 préalablement induites ou Raji mises en infection en
présence de la souche P3HR-1, ont été lavées trois fois avec du PBS, séchées a 1’air puis
fixées sur des lames (a raison d’environ 5<10" cellules/puits) dans I’acétone pendant 10
minutes a -20 °C. Les cellules non induites ou non infectées avaient subi a leur tour les
mémes étapes, préalables au marquage, pour servir de contréle négatif. La procédure
d’immunofluorescence a été réalisée comme suit. Un sérum humain a haut titre
d’anticorps contre les protéines du cycle lytique a été dilué¢ (1 :100) dans du PBS puis
distribué sur les différents puits a raison de 40 pl. Les lames ont été ensuite incubées
pendant 60 minutes a la température ambiante. Un anticorps anti-IgG humain couplé a
I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC), le FITC AffiniPure fragment F(ab'), de 1'lgG
anti-humain préparé chez la chévre (Jackson ImmunoResearch Laboratory, West Grove,
Pennsylvanie, Etats-Unis), a été utilisé a une dilution de 1:200 dans une seconde

incubation de 30 minutes. Les lames ont été observées a 1’aide d’un microscope UV
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Axioskop 2 (Zeiss, Toronto, Ontario, Canada) et des images ont été prises grace a la
caméra SPOT RT Slider (DIAGNOSTICS Instrument, Sterling Heights, Michigan, Etats-

Unis).
2.3.1.1.2 Immunofluorescence anti-complément

Des cellules BJAB ont été utilisées pour déterminer le titre de la préparation virale de la
souche B95-8. Les frottis préparés tel que décrit dans la section précédente ont été
incubés en présence d’un sérum humain a haut titre d’anticorps contre les antigénes
nucléaires latents EBNA dilué (1:10) dans du PBS puis distribué a raison de 40 ul/puits.
Aprés une incubation de 60 minutes a la température ambiante, un deuxiéme sérum
humain contenant les protéines appartenant au complexe du complément a été utilisé a
une dilution de 1:10. I1 est a noter que le sérum servant de source de complément doit
obligatoirement avoir ét¢ manipulé a 4°C lors de la séparation, et congelé en aliquots a
-80°C. Suite a une deuxiéme incubation pendant 1 heure, un anticorps anti-complément
couplé au FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratory) a été utilisé a une dilution de
1:200 dans une troisiéme incubation de 30 minutes. Les lames ont été observées a 1’aide

d’un microscope UV et des images ont été prises grace a la caméra SPOT RT Slider.
2.3.1.2 Concentration du virus B95-8 et P3HR-1

L’utilisation du virus B95-8 pour I’étude des événements précoces post-infection ainsi
que du virus P3HR-1 pour les essais de neutralisation nécessite leur concentration.
Briévement, le milieu extracellulaire de culture de B95-8 ou de P3HR-1 a été filtré a
travers un filtre de 0.45 uM (Millipore, Billerica, Massachusetts, Etats-Unis) et a été

centrifugé pendant 2 heures a 20000 rpm dans un rotor JA20 a angle fixe (Beckman
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Coulter, Californie, Etats-Unis). Le culot, contenant du virus concentré, a été resuspendu
dans du milieu de maniére a avoir un virus concentré¢ 200 fois, aliquoté et conservé a

-80°C jusqu’a utilisation (170).

2.3.1.3 Titration du virus B95-8 et P3HR-1

En raison de I’absence de systeme cellulaire dans lequel le virus est exclusivement
lytique, la titration de la souche virale B95-8 a ¢été faite via la détection, par
immunofluorescence anti-complément, des antigénes nucléaires spécifiques tels que les
EBNAs exprimés suite a I’infection des cellules BJAB. Quant a la titration de la souche
virale P3HR-1, elle a été faite via a la détection des antigénes précoces (EA), par
immunofluorescence indirecte, exprimés suite a I’infection des cellules Raji.
La procédure de titration a été réalisée comme suit. Les cellules BJAB ou Raji ont été
centrifugées puis resuspendues dans 0.1 ml d’une dilution de la préparation virale (1:1,
1:2; 1:4; 1:10) a raison de 2:10° cellules par dilution. Apreés une heure d’incubation a
37°C, sous agitation, les cellules ont été lavées avec du RPMI. Le culot cellulaire a été
resuspendu dans 1 ml de RPMI et les cellules infectées ont, finalement, ét¢ incubées
pendant 48 a 72 heures a 37°C. Des frottis ont été réalisés tel que décrit ci-dessus pour
des fins d’immunofluorescence indirecte et anti-complément (170). Le titre du virus/ml

est calculé selon la formule suivante :

MOI en UFP/ml= (% de cellules EBNA-positives ou % de cellules EA-positives x

nombre de cellules totales mises en infection) / 100) * 100* facteur de dilution
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2.3.2 Infection des cellules mononucléées

Un culot cellulaire contenant 2x<10° CMSCs primaires fraichement isolées a été
resuspendu dans 200 pl de la préparation concentrée du virus B95-8 avec une multiplicité
d’infection (MOI) de 0.5 particules/cellule B et incubé pendant 2 heures a température
piece. Aprés avoir enlevé la suspension virale par lavage, les cellules infectées ont été
resuspendues dans du RPMI frais contenant 10% SFV et ont été incubées a 37°C pendant
une période allant de 24 heures a 96 heures post-infection. Dans le but de mimer
I’environnement in vivo dans lequel s’effectue la transmission de I’infection d’une cellule
a une autre, les CMSCs infectées ont été diluées avec des CMSCs non infectées au 1:10
ou au 1:50. La méme expérience a ¢été refaite en présence de 1’acide phosphono-acétique
(PAA), ajouté a une concentration de 50 pg/ml aux cellules préalablement a 1’incubation
a 37°C dans le but d’inhiber le cycle lytique. Les CMSCs non infectées ont été utilisées
comme controle négatif. La méme expérience a été réalisée pour les cellules
mononucléées du sang périphérique adulte sauf que le PAA a été substitué par un

anticorps neutralisant notamment le 72A1 murin a une concentration de 10 pg/ul.

2.4 Méthodes de manipulation des acides nucléiques
2.4.1 Extraction d’ADN total

L’isolement de ’ADN total (viral et cellulaire) a été accompli comme suit : L’ADN a été
extrait a partir des cellules infectées a 1’aide du QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN,
Mississauga, Ontario, Canada) selon le protocole fourni avec le produit en incluant les

modifications suivantes : 1’incubation a 56°C a été prolongée de cinq minutes et 1’élution



45

a été faite en cinq minutes. L’ADN total a été récupéré pour des fins d’analyse par la g-

PCR (Réaction de polymérisation en chaine en temps réel).

2.4.2 Amplification et quantification de I’ADN viral par q-PCR

La qPCR en temps réel est une des techniques a la base de la quantification de I’ADN
viral. De plus, elle permet de quantifier les copies du gene cellulaire unique, le f2m.
Ainsi, les résultats sont exprimés en nombre de copies du génome EBV/cellule. La
réaction qPCR a été accomplie moyennant le 2X Brilliant Multiplex QPCR Master Mix
(Qiagen) sur 5 pul d’ADN total. Dans notre cas, une trousse comportant un mélange de
deux amorces complémentaires a la région BamR du génome viral et de deux amorces
complémentaires au géne cellulaire f2m, a été utilisé a la concentration finale de 300 nM
et 150 nM, respectivement. De plus, un pool équimolaire (100 uM) de sondes marquées
au FAM pour le VEB et au Hex pour la f2m a ¢été utilisé. La réaction a été réalisée dans
un appareil Stratagene MX3000P (SABiosciences, Maryland, Etats-Unis) et incluait un
« hot start » de 10 minutes a 95°C, et 50 cycles comme suit : 95°C — 30 secondes, 58°C
— 30 secondes et 72°C — 45 secondes, pour 3 lectures. La courbe standard de ’ADN a été
réalisée moyennant différentes dilutions de I’ADN extrait des cellules Namalwa

contenant 2 copies du génome VEB/cellule.
2.4.3 Extraction de I’ARN total

L’ARN total a été isolé des cellules infectées a 1’aide de la trousse Nuclisens Magnetic
Extraction Reagents (Biomérieux, Québec, Canada) selon la méthode développée par
Boom et al. (171). La méthode d’extraction est basée sur la capacité des acides

nucléiques de se lier aux billes de silice, en présence de concentrations élevées
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d’isothiocyanate guanidine (GuSCN). Ce dernier est doté de propriétés dénaturantes qui
permettent d’une part la lyse des cellules, par conséquent la libération de I’ARN, et
d’autre part I’inactivation des nucléases, en particulier les RNases. La procédure
d’extraction a été réalisée comme suit. Le complexe acide nucléique/billes de silice formé
dans le tampon de lyse, a été récupéré par centrifugation. Des lavages ont été, par la suite,
réalisés moyennant un systéme semi-automatique, le Nuclisens Extractor (Biomérieux,
Québec, Canada). L’ARN a ¢été finalement élué sous 1’effet de I’action combinée du

tampon d’¢élution a faible teneur en sel et de I’incubation a 60°C sous agitation.

2.4.4 Quantification de I’ARN viral par NASBA

La NASBA (pour «Nucleic Acid Sequence Based Amplification») est une réaction
d’amplification semi-quantitative, continue et isotherme offrant une alternative simple et
rapide pour I’amplification de I’ARN. C’est un procédé faisant intervenir trois enzymes :
la réverse transcriptase (RT) du virus aviaire myeloblastique (AMYV), la RNase H et
I’ARN polymérase T7 ADN dépendante (T7 DdRp pour «77 DNA dependent RNA
polymerase»). L’amorce P1 utilisée, outre le fait qu’elle soit complémentaire a I’ARN,
contient au niveau de son extrémité 5’ une séquence correspondant au promoteur de
I’ARN polymérase. Aprés une bréve incubation a 65°C assurant la dénaturation de la
cible, I’amorce P1 s’hybride a I’ARN a 41°C servant de matrice pour ’AMV RT pour la
synthése du cDNA. Simultanément, ’ARN de I’hybride ARN/cDNA est dégradé par
RNase H. Ceci va permettre la fixation de 1’amorce P2, son élongation et la production de
la séquence double brin du promoteur T7. A ce moment, I’ARN polymérase T7 assure la

production de plusieurs copies d’ARN de polarité négative qui caractérise la transition de
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la phase initiale a la phase cyclique d’amplification (figure 7). Dans notre cas, les
amorces nous ont ¢ét¢ fournies par la compagnie Biomérieux. La détection de
I’amplification se fait en temps réel grace a une molécule balise («beacon») couplée au
niveau de son extrémité 5’ a un fluorophore et & un quencher au niveau de son extrémité
3’. L’accroissement de la fluorescence émise, suite a la fixation de la sonde a la séquence
cible, est détecté par un fluorimeétre, le Nuclisens EasyQ Analyser (Biomérieux, Québec,

Canada). L’analyse des données a été réalisée par le programme Nuclisens EasyQ

Analyser.
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Figure 7 : Représentation schématique de la réaction d’amplification NASBA. L’ARN
est amplifié par 3 enzymes différentes en présence de deux amorces: 1’oligo 1 et
I’amorce P2. La détection de I’amplification se fait moyennant les sondes moléculaires
ayant la méme polarité que I’ARN de départ. (Adapté de Niesters, 2001 (172)) .
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2.5 Production de I’anticorps

La production de I’anticorps chimere a été réalisée dans les CHO («Chinese Hamster
Ovaryy) par co-transfection des deux plasmides contenant I’ADN de la chaine légere
(LC) et de la chaine lourde (HC). Une sélection des meilleurs clones du point de vue
stabilité de production des deux chaines chimeres a été réalisée. Les clones cellulaires
choisis ont été maintenus en culture dans du F12K contenant 10% SFV ainsi qu’un
supplément de deux antibiotiques de sélection a savoir le G418 (Sigma) et la zéocine
(Invitrogen), ajoutés a une concentration finale de 500 pg/ml et de 200 pg/ml,
respectivement. La production de ’anticorps 72A1 murin a été assurée par la lignée
cellulaire 72A1 maintenue en culture dans du RPMI avec 10% SFV. Dans ce cas aucun
antibiotique de sélection n’a été ajouté au milieu de culture étant donné que la lignée

72A1 n’est autre qu’un hybridome.

2.5.1 Purification et concentration de I’anticorps

L’anticorps chimere, produit dans le milieu extracellulaire a été purifié par deux passages
consécutifs a travers une pré-colonne de sephadex G-25 DNA Grade (Pharmacia LKB,
Uppsala, Sweden) et une colonne de Protein-A Sepharose® 4B (Invitrogen). L’¢élution a
¢été¢ assurée par le tampon d’élution & pH 3 et a ét¢ immédiatement succédée par la
neutralisation de I’¢luat par I’addition de 0.1 M Tris-Cl pH 8. La concentration et la
dialyse de I’anticorps ont été réalisées a 1’aide d’un filtre microcon (Microcon Centrifugal

Filter Devices YM-10, Millipore).
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Quant a la purification de I’anticorps murin, une étape de calibration du pH a environ 9
préalable a I’étape de purification proprement dite est indispensable pour accroitre
I’affinité entre I’anticorps et la colonne. Pour ce faire, un mélange de NaCl et de Tris a
des concentrations finales respectives de 3 M et de 0.05 M a été ajouté au surnageant de

culture.

L’anticorps concentré (murin et chimére) est par la suite aliquoté et conservé a -20°C,

apres ’ajout de 50% de glycérol (Sigma).
2.6 Electrophorése en gel de polyacrylamide

La vérification de la présence des chaines lourde et 1égere a été réalisée sur un gel 10%
de polyacrylamide SDS-page en conditions dénaturantes par 1’addition de dithiothréitol
(DTT) dans le tampon de chargement. L’anticorps, préalablement purifié¢ et concentré, a
été mélangé a ce dernier et bouilli pendant dix minutes. L’échantillon a été, par la suite,
incubé dans la glace pendant cinq minutes avant d’étre séparé sur le gel 10% de
polyacrylamide. La visualisation des bandes sur ce dernier a été réalisée, dans un premier
temps, par une coloration avec une solution de bleu de coomassie a 0.25%. Aprées trente
minutes, le gel a été décoloré dans une solution de méthanol et d’acide acétique. Une
photo du gel a été prise a I’aide d’un appareil multi-image light cabinet (Alpha Innotech

Corporation, Etats Unis).

2.7 Evaluation de la capacité de ’anticorps chimére a reconnaitre la gp350 produite

par les cellules B95-8

La procédure d’immunofluorescence a été utilisée pour évaluer la capacité de 1’anticorps

chimére a reconnaitre la gp350 produite par la lignée cellulaire B95-8 induite pendant trois
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a quatre jours avec du TPA (I2-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) pour induire
davantage le cycle lytique et ce a raison de 30 ng/ml pour 4x<10° cellules/ml.
Succinctement, des frottis ont été réalisés et les cellules ont été incubées a la température
ambiante avec 20 pl de la préparation d’anticorps concentré. Les mémes étapes, suivant le
marquage primaire, que celles décrites dans la section 2.3.1.1, ont été réalisées. L anticorps
72A1 murin a été utilis¢ comme controle positif. A cette fin, un anticorps anti-IgG murin
couplé a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC), le FITC AffiniPure fragment F(ab'), de
I’'IgG anti-murin préparé chez la chévre (Jackson ImmunoResearch Laboratory, West
Grove, Pennsylvanie, Etats-Unis), a été utilisé a une dilution de 1:200 dans une seconde

incubation de 30 minutes.

2.8 Production de I’anticorps en présence du SFV avec une quantité ultra faible en

IgG

La production de I’anticorps chimére et murin a été réalisé en suivant la procédure décrite
dans la section 2.5 en introduisant un changement mineur au niveau de la composition du
SFV (Invitrogen) qui cette fois contient une trés faible quantité d’IgG (inférieur a

5 pg/ml).
2.9 Evaluation de la pureté de la préparation d’anticorps chimére
2.9.1 Dosage des protéines par la méthode Bradford

La vérification de la pureté de I’anticorps chimere ainsi que celle de I’anticorps murin a
¢été réalisée par un dosage de protéines avec le bleu de Coomassie (Sigma), composant
intégral de la méthode de Bradford. La gamme étalon, établie par la protéine BSA

(Sigma), ainsi que les différentes dilutions de I’échantillon d’intérét, ont été réalisées
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dans une plaque de 96 puits. La procédure suivie est celle décrite par le protocole fourni
avec le produit. La lecture des plaques a été réalisée a la longueur d’onde de 595 nm avec

le lecteur TECAN SPLC Rainbow (Tecan Group Ltd., Madnnedorf, Suisse).

2.9.2 ELISA

L’estimation de la quantité d’IgG chimére par rapport a la quantité totale de protéines
présentes dans la préparation concentrée d’anticorps a été réalisée par ELISA. Cette
derniére a été accomplie comme suit. Les puits des plaques ont été couverts, pendant toute
la nuit, avec un anticorps IgG anti-humain (Sigma). Aprés plusieurs lavages ainsi qu’une
¢tape de blocage, durant 1 heure avec du DMEM (Invitrogen), les échantillons ont été
répartis entre les différents puits a raison de 100 pl/puits. Enfin, 1’incubation avec un
anticorps IgG anti-humain couplé a la phosphatase alcaline (Sigma) suivie de 1’ajout du
substrat de cette derniére, a savoir le PNPP phosphatase alcaline (Sigma), permet la mesure
de I’absorbance a une longueur d’onde de 405 nm. La lecture des plaques a été réalisée en
utilisant le lecteur de plaque TECAN SPLC Rainbow. Des IgG humains provenant d’un

volontaire humain ont été utilisés comme contrdle positif.

2.10 Essais de neutralisation

La quantification de la capacité neutralisante, des deux anticorps murin et chimére, a été
réalisée en évaluant la capacité d’inhibition de I’expression des antigénes précoces (EA
pour «early antigen») induite suite a I’infection des cellules Raji par la souche virale
P3HR-1. La méthode de neutralisation a ¢été réalisée tel que décrite ailleurs (173).

Briévement, la préparation virale concentrée (MOI de 0.4 PFU/ml) a été incubée avec



52

différentes dilutions d’anticorps, avec une proportion de 1:1 (v/v), pendant une heure a
37° C sous agitation. Le complexe formé a été par la suite lavé puis incubé en présence
de 510" cellules Raji. Au terme d’une incubation qui a duré une heure, les cellules ont
été resuspendues dans 200 pl de milieu et incubées pendant 48 heures a 37°C. Des frottis
ont été réalisés pour des fins de fluorescence, tel qu’il a été décrit dans la section 2.3.1.1.
Une proportion des cellules Raji incubée en présence du virus seul ainsi qu’une autre
incubée en présence de I’anticorps S12 anti-LMP1 ont été utilisées respectivement

comme controle positif et négatif.
2.11 Titration de ’anticorps chimére

La titration de 1’anticorps chimere a été réalisée par immunofluorescence indirecte sur les
frottis des cellules B95-8 préalablement induites. Ces derniéres ont été incubées en
présence de différentes dilutions de ’anticorps chimeére. L’anticorps murin a été utilisé

comme controle positif.
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3.1 Evolution de la charge virale pendant I’infection aigué

Dans le but de répondre a notre premiere hypothése qui stipule que le cycle lytique du
virus jouerait un rdle-clé dans la genese des SLP en produisant des particules virales
pouvant infecter les cellules B adjacentes et augmenter le nombre de cellules qui vont
amorcer le processus d’oncogenéese chez les patients, un suivi de 1’évolution de la charge

virale par q-PCR a ét¢é réalisé.

Les résultats de la q-PCR, effectuée sur les CMSCs mises en infection, entre 2 heure et
96 heures post-infection, intervalle pendant lequel I’infection est considérée aigué (174),
ont révélé la présence d’une réplication de I’ADN viral. En effet, la forme polynomiale
de la courbe témoigne de 1’augmentation du nombre de copies du génome viral a partir de
48h post-infection (figure 8), lequel se stabilise a partir de 72 heures post-infection en
absence de PAA. Toutefois, pour pouvoir déterminer 1’origine de cet accroissement, il
faut tenir compte du fait que ’ADN du VEB existe en deux états, soit 1’état latent,
caractérisé par le génome sous la forme épisomale, soit I’état lytique, caractérisé par le
génome sous la forme linéaire. Ceci étant dit, les résultats obtenus suggerent les
conclusions suivantes : I’augmentation notée est a 1’origine de I’accumulation de la forme
¢pisomale ou de la forme linéaire ou d’un mélange des deux formes de I’ADN viral.
L’ajout de 1’acide phosphono-acétiqgue (PAA), inhibiteur spécifique de I’ADN
polymérase virale des herpesviridae, a la culture a entrainé une diminution de la charge
virale notable a partir de 48h post-infection (figure 8a et 8b). Malgré que la baisse en
ADN viral en présence de PAA soit suggestive d’un effet inhibiteur du PAA sur la
réplication de I’ADN linéaire du virus, la différence entre les deux valeurs avec et sans

PAA n’est pas suffisante pour permettre de tirer des conclusions déterminantes. La
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dilution des cellules infectées (figure 8b) avait pour but de minimiser le bruit de fonds et
de se rapprocher le plus possible des conditions réelles in vivo. La figure 8b montre une
différence encore moins marquée entre les copies d’ADN viral a 48h et a 72h pour les

deux conditions de culture (avec et sans PAA).
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Figure 8: Cinétique d’évolution de la charge virale pendant I’infection aigué des cellules
mononuclées du sang de cordon (CMSCs). L’évolution de la charge virale pendant
I’infection aigué a été réalisée par PCR quantitative en temps réel. Deux séries
d’expériences ont été accomplies en utilisant des cellules non diluées (a) et des cellules
diluées de maniére a avoir une cellule infectée/10 cellules non infectées (b). Les courbes
en rouges désignent 1’évolution de la charge virale en présence de PAA et celles en noir
correspondent a 1’évolution en absence de PAA. L’expérience a été réalisée avec 3
donneurs. Les résultats obtenus sont représentatifs de trois expériences. Les courbes ont
été dessinées a 1’aide du programme OriginPro 8.

3.2 Evolution de I’expression des génes lytiques pendant I’infection aigué

Dans le but d’investiguer davantage les événements qui se déroulent au tout début de
I’infection causée par le VEB, un suivi de I’expression de deux classes de génes lytiques
a été réalis¢ entre 24 heures et 96 heures post-infection par la technique NASBA.
Toutefois, étant donné que ’infection des cellules mononuclées du sang de cordon n’a

permis de détecter aucune expression des genes lytiques, les cellules mononuclées du
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sang périphérique ont été utilisées a cette fin et ont permis de caractériser le patron
d’expression des geénes d’intérét pendant I’infection aigué€. Le premier géne candidat est
un geéne lytique précoce, notamment le BMRF-1, codant pour un facteur de processivité
de ’ADN polymérase virale. Le second est un gene lytique tardif, le BLLF-1, codant
pour la glycoprotéine majeure de 1’enveloppe virale, la gp350, et témoignant de
I’existence d’une infection lytique productive. Le suivi de la transcription des deux génes
lytiques pour différents donneurs (n=3) (figure 9) a révélé la présence de deux profils
d’expression caractérisant chacune les deux classes de geénes. En effet, I’expression des
genes précoces est amorcée a partir de 24 heures post-infection (figure 9a) alors que celle
des génes tardifs est détectée a partir de 48h post-infection, atteint un pic a partir de 72h

et diminue jusqu’a disparaitre a 96h post-infection (figure 9c¢).

Pour avoir la preuve que cette évolution de I’expression est due bel et bien a une
réplication productive du virus, la méme expérience a été faite en ajoutant a la culture un
anticorps anti-gp350 qui va neutraliser le virus et empécher I’infection. Les résultats
présentés dans les figures 9b et 9d ont révélé 1’absence totale de I’expression des deux

classes de genes lytiques.
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Figure 9: Cinétique d’évolution de I’expression des genes lytiques pendant 1’infection
aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs). L’évolution de
I’expression pendant D’infection aigué a été réalisée par NASBA. Deux séries
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d’expériences ont été accomplies en utilisant des cellules infectées diluées de manicre a
avoir une cellule infectée/10 cellules non infectées, une cellule infectée/50 cellules non
infectées. (a), (c¢) : Les courbes montrent respectivement 1’évolution de I’expression du
geéne précoce BMRF-1 et du géne BLLF-1. (b), (d): Les courbes montrent I’effet de
I’anticorps neutralisant murin anti-gp350, le 72A1, sur I’expression des deux genes
lytiques. Les chiffres fournis représentent des niveaux d’expression relatifs déterminés
par la méthode semi-quantitative NASBA. Chaque expérience a été réalisée avec 3
donneurs. Les résultats montrés ici sont représentatifs de trois expériences. (Ces données
ont ét¢ fournies gracieusement par Madame Jing Hu). Les courbes ont été dessinées a
I’aide du programme OriginPro 8.

3.3 Caractérisation in vitro de I’anticorps chimere 72A1 ch

3.3.1 Expression de I’anticorps 72A1 ch

Des clones de la lignée cellulaire CHO qui produisent les deux chaines chiméres lourdes
et 1égeéres ont été sélectionnés dans le but d’assurer une production et une sécrétion stable
de I’anticorps complet. La figure 10 présente les résultats des gels de polyacrylamide. Le
premier, réalisé en conditions dénaturantes, montre deux bandes pronongées, dont une
d’environ 25 kDa correspondant a la LC et I’autre de 50 kDa pour la HC (figure 10a).
Ceci témoigne de I’expression intracellulaire de ces derniéres et de leur combinaison pour
générer un anticorps complet et fonctionnel. Le deuxiéme (figure 10b), effectué en
condition non dénaturante, a permis d’analyser le surnageant des clones sélectionnés,
apres purification et concentration. En effet, il permet de confirmer les résultats exposés
par le premier gel en montrant une bande a 150 kDa, ce qui correspondrait en réalité a

deux LC et deux HC formant I’anticorps complet.

La quantité substantielle d’immunoglobuline présente dans le SFV (Wisent), utilisé a
raison de 10% dans le milieu de culture des CHO, laisse place au doute quant a

I’homogénéité ainsi que la pureté de 1’anticorps purifié. L’anticorps a été par ailleurs
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produit dans deux conditions en présence de SFV non filtré (Wisent) et de SFV
préalablement filtré par la compagnie Wisent. L’utilisation du SFV filtré a pour but de
minimiser la contamination de la préparation concentrée du 72A1 chimére par les IgG
bovins présents dans le sérum. L’analyse du produit de purification en présence de SFV
filtré et non filtré en conditions non dénaturantes (figure 10b) montre, pour la méme
quantité d’anticorps chargée dans le gel, une bande d’intensité moindre lorsque les IgG

bovins sont quasi absents du sérum.
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Figure 10: Gels de polyacrylamide en conditions dénaturantes et non dénaturantes
montrant I’expression de I’anticorps chimeére. (a) Expression des deux types de chaines
formant I’anticorps complet produit dans la lignée CHO, purifié avec la colonne de
Protein-A Sepharose® 4B et chargé a raison de 10 pg par puits dans un gel de
polyacylamide 10 % en conditions dénaturantes. Le fluide extracellulaire des cellules
CHO, correspondant au surnageant de culture sur la figure, a ét¢ récupéré et chargé
directement dans le gel de polyacrylamide sans purification préalable. (b) Anticorps
chimere, produits par les clones sélectionnés en présence de SFV non filtré et filtré,
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analysé a raison de 10 pg en conditions non dénaturantes sur un gel de polyacrylamide
6%. Les tailles des bandes indiquées sont exprimées en kDa. L’anticorps murin 72A1 a
été utilisé comme contrdle positif.

Dans le but d’avoir la confirmation de la présence d’IgG dans le SFV non filtré
préalablement utilisé pour la culture des CHO, une analyse en conditions dénaturantes de
I’¢luat récupéré apres purification du SFV par deux passages successifs a travers la
colonne de Protein-A Sepharose® 4B, a été réalisée. Les résultats, présentés dans la
figure 11, révelent la présence de deux bandes correspondant aux chaines lourde (50 kDa)

et 1égére (25 kDa).
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Figure 11: Gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes montrant la composition en
immunoglobuline du SFV. Le puits de gauche correspond au SFV non purifié. Le puits
de droite correspond a 1’¢luat récupéré suite a la purification du SFV purifié moyennant
la colonne de Protein-A Sepharose® 4B et chargé sur un gel de polyacrylamide 10% en
conditions dénaturantes. Les tailles des bandes indiquées sont exprimées en kDa.

Dans I’optique d’optimisation des conditions de production de notre chimeére, un dosage

des protéines totales présentes dans la préparation d’anticorps concentrée a partir d’un
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surnageant de culture contenant ou non du SFV filtré s’impose a ce stade de 1’étude. Les
résultats ont permis de révéler que la quantité d’IgG provenant du SFV représente
environ 55% de la quantité totale d’IgG présente dans la préparation d’anticorps. Ceci
laisse suggérer que les bandes observées sur le premier gel de polyacrylamide (figure
10a) étaient en réalit¢ un mélange hétérogéne formé par les LC et HC de ’anticorps
chimére et des immunoglobulines du SFV. Suite a ces résultats, nous avons décidé
qu’une production a plus grande échelle de 1’anticorps chimere en présence de 10% SFV
contenant des quantités ultra faibles en immunoglobuline (Wisent) serait plus fructueuse
dans la mesure ou la présence de contamination pourrait interférer avec les essais de
caractérisation in vitro ultérieur. La figure 12 présente les résultats des gels de
polyacrylamide en conditions dénaturantes réalis€s pour 1’anticorps produit dans les
nouvelles conditions. En plus de ’homogénéité de la préparation, on note une diminution

de I’intensité de la bande d’environ 60 kDa qui correspond a 1’albumine.
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Figure 12: Gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes montrant I’expression de
I’anticorps chimére en présence de SFV ultra-faible en immunoglobulines. La colonne de
gauche correspond aux HC et LC produites en présence de SFV non filtré. La colonne
de droite correspond aux HC et LC propres a ’anticorps chimére. L’anticorps a été
chargé a raison de 10 pg dans un gel de polyacrylamide 10% en conditions dénaturantes.
Les tailles des bandes indiquées sont exprimées en kDa.
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3.3.2 Estimation de la quantité de 72A1 ch par ELISA

Le dosage de la quantité de protéines totales dans le produit de la purification ne permet
pas de quantifier les immunoglobulines dans la mesure ou les contaminations d’origine
protéique sont omniprésentes méme a tres faible quantité. De ce fait, I’estimation de la
quantité totale d’IgG présente dans la préparation concentrée d’anticorps a été réalisée
par un ELISA indirect. A la dite quantification, s’ajoute une estimation de la pureté en
termes de quantité relative d’IgG humain dans la préparation. Les résultats présentés dans
la figure 13 ont permis d’estimer le taux de pureté a environ 78%. En effet, la quantité
déterminée par la méthode Bradford est de 1 pg/ul versus 0.78 pug/ul par ELISA. Le taux
de pureté est spécifique a I’'lgG d’intérét étant donné que le SFV ajouté au milieu de

culture est pratiquement exempte d’immunoglobuline.
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Figure 13. Quantification de I’anticorps chimere par ELISA et évaluation de sa pureté.
(gauche) Courbe étalon pour la détermination de la quantité de protéines dans
I’échantillon d’intérét par la méthode Bradford. (droite) Courbe étalon montrant la

quantité de IgG humain évaluée par ELISA. Les courbes ont ét¢ dessinées avec OriginPro
8.
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3.3.3 Spécificité de reconnaissance de la gp350 par le 72A1 ch

Afin d’avoir la certitude que la chimére purifiée est capable de reconnaitre et de lier in
vitro sa cible, des essais d’immunofluorescence indirecte ont été réalisés sur les cellules
B95-8 traitées avec le TPA pour induire davantage le cycle lytique. Deux préparations
d’anticorps ont été utilisées a cette fin. Ces préparations ont constitué respectivement les
produits de purification du surnageant avec SFV purifié et non purifié. La fluorescence,
présentée dans la figure 14 sous forme d’anneau phosphorescent a la périphérie de la
cellule, appuie la capacité de reconnaissance de la protéine cible, en I’occurrence la
gp350, par I’anticorps d’intérét ainsi que sa spécificité. D apres les résultats on remarque
que, bien que cette derniere ait été vérifiée pour les deux préparations d’anticorps, la
quasi-absence d’immunoglobuline dans le SFV permet de noter une augmentation du

nombre de cellules fluorescentes d’environ 50%.

Une titration de [I’anticorps chimére a ¢été également réalisée a 1’aide d’une
immunofluorescence indirecte réalisée dans les mémes conditions énumérées ci-dessus et
en utilisant différentes dilutions du 72A1 ch. Pour les dilutions 1:2 (soit 7.5 pg), 1:4 (soit
3.75 pg) et 1:10 (soit 1.5 pg), le nombre de cellules fluorescentes, témoignant d’une
liaison entre la chimére et la gp350, diminue proportionnellement au taux de dilution
jusqu’a disparaitre complétement lorsque ’anticorps est dilué au 1:20 (soit 0.75 ug).

Dans ce cas, les cellules sont semblables au contrdle négatif.
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Figure 14. Capacité de reconnaissance de la gp350 par le 72A1 ch révélée par
immunofluorescence indirecte. (a) Cellules B95-8 non induites, avec le 72A1 ch. (b)
Controle positif, cellules B95-8 induites, avec le 72A1 murin. (¢, d) Fluorescence
montrant la spécificité du 72A1 ch avec SFV non filtré (gauche) et du 72A1 ch avec SFV
filtré (droite) vis-a-vis de la protéine cible. Le grossissement est de 200 fois.
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3.3.4 Caractérisation in vitro de la capacité neutralisante du 72A1 ch

Des essais de neutralisation de la souche P3HR-1 par le 72A1 ch ont été réalisés par
surinfection des cellules Raji. La souche virale P3HR-1 induit I’expression des génes
précoces EA (« early antigens ») lors de la surinfection de la lignée lymphomateuse Raji.
Ainsi, cet essai fonctionnel permet de mesurer I’inhibition des protéines EA par
immunofluorescence tel que décrit dans la section Matériels et Méthodes. Ces essais
fonctionnels, tout comme les essais de spécificité, ont été réalisés pour le 72A1 ch produit
dans les deux conditions : en présence de SFV filtré et non filtré. Les résultats des essais
de neutralisation (figure 15) fournissent la preuve que le 72A1 ch est capable de
reconnaitre la gp350 et réussit a neutraliser I’infectivité du VEB. On remarque que pour
une méme quantité d’anticorps, notamment 10 pg, le pourcentage d’inhibition maximal
est d’environ 60% en présence d’immunoglobulines d’origine bovine alors qu’il atteint
environ 80% en leur absence. Par conséquent, la filtration du SFV a permis d’augmenter
ce pourcentage, bien qu’il n’égalise pas celui atteint par notre sérum référence, le 72A1
murin, d’environ 20% (environ 60% en présence de SFV non filtré versus environ 80%

en présence de SFV filtré).
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Figure 15. Essais de neutralisation du VEB par le 72A1 chimére. (4 72A1 chimére avec
SFV filtré, (@) 72A1 chimere avec SFV non filtré, @m) 72A1 murin (controle positif), (®)
S12 anti-LMP-1 (controle négatif). Chaque expérience a été réalisée 3 fois. Les courbes
ont ét¢ dessinées avec OriginPro 8.
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4.1 Infection aigué par le VEB : preuve de I’existence d’un état viral lytique

Dans le but de fournir la preuve expérimentale de I’existence d’une phase lytique
productive pendant I’infection aigué des lymphocytes B primaires, une caractérisation de
la dynamique de réplication de I’ADN viral du VEB au tout début de I’infection des
lymphocytes B a ¢été réalisée. Notre hypothése fut que I’infection lytique, voire
productive, aurait lieu au tout début (lors des premicres 96 heures suite a 1’infection in
vitro de la cellule B). Les cellules mononucléées du sang de cordon (CMSCs) ont été
utilisées a cette fin a cause de leur grande disponibilité aux chercheurs du Groupe de
recherche en transplantation et immunologie du sang de cordon, et parce que le sang de
cordon ombilical représente une nouvelle source de cellules souches hématopoiétiques
surtout en greffe pédiatrique (38), (175). Selon certains auteurs, le degré de maturité et
I’état d’activation immunitaire des CMSCs offrent un systeéme facilement infectable par
le VEB (139). Nos résultats ont montré une augmentation de la charge virale a partir de
48h post-infection et qui se stabilise a 96h post-infection (en absence de PAA). Afin de
déterminer si I’augmentation est due a une réplication lytique ou latente du génome viral,
la culture a été effectuée en présence de PAA a une concentration de 50pg/ml, dose
minimale et nécessaire pour bloquer la production de nouveaux virions (176). Dans notre
cas, la MOI déterminée par les essais de titration est de 0.5. Du point de vue du
mécanisme d’action sur I’expression des différentes classes des geénes lytiques, il a été
démontré que le PAA est inactif vis-a-vis (i) des antigénes pré-précoces, dont
I’expression n’est pas dépendante des protéines virales de novo, (ii) des antigénes
précoces, dont I’expression n’est pas affectée par les inhibiteurs de la syntheése de I’ADN
viral (30). Toutefois, 1’effet inhibiteur est exercé sur la réplication de I’ADN viral linéaire

et sur les protéines tardives qui sont nécessaires pour la morphogenése du virus ainsi que
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sa libération (177). Nos résultats ont montré qu’une diminution de la charge virale est
notée a partir de 48h post-infection qui s’accentue a 72h post-infection. Vu que la
différence entre le nombre de copies du génome viral n’atteint pas 0.5 log, il est difficile
de conclure avec certitude qu’il y a eu effectivement une inhibition d’ADN viral

productif.

Une augmentation importante de la charge virale & 96h post-infection peut étre expliquée
de différentes facons. Une d’entre elles associe I’accroissement au cycle lytique tandis
que I’autre stipule qu’a ce stade de I’infection, I’amplification latente prédomine.

La premiere considere qu’a partir de 96h post-infection, le PAA n’exerce plus son effet
inhibiteur sur la réplication virale ce qui engendrerait une levée de la répression et une
reprise du cycle lytique du VEB. Une recherche dans la littérature a permis d’appuyer
cette supposition (178). En effet, le PAA est un acide fort formé de 3 groupements
ionisables qui sont a I’origine de sa faible activit¢ en culture cellulaire. La présence
d’ions rend difficile le transport de ces molécules chargées a travers la membrane
cellulaire (178). La deuxiéme explication suggere fortement que la répression du cycle
lytique par le PAA favorise le cycle latent. La circularisation de I’ADN viral requiert 8h a
12h (174). On assiste a une initiation de I’expression des six EBNAs ainsi que du LMP
avant d’induire I’entrée de la cellule dans la phase S du cycle cellulaire. Au bout de 48h a
72h post-infection, les cellules accomplissent leur premiére mitose (28). A partir de ce
moment, leur nombre double environ chaque 24h et chaque cellule produite contient cinq
a dix génomes (sous la forme épisomale) (28). Cette explication semble étre plausible
¢tant donné que la chronologie de I’expression des genes qui permettent I’amplification
latente du génome viral concorde parfaitement avec I’évolution de la charge virale

obtenue par PCR quantitative (28).
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Enfin, toutes ces expériences ont été réalisées avec des cellules mononucléées du sang de
cordon ombilical sans aucun enrichissement en cellules B. Ceci avait pour but de se
rapprocher le plus possible de ce qui se passe in vivo. Toutefois, il serait intéressant de
refaire les mémes expériences en purifiant les lymphocytes B des cellules mononucléées

totales pour avoir une réponse plus ciblée.

4.2 Chronologie de I’expression des génes lytiques

Les résultats de la quantification de ’ADN viral n’ont pas été déterminants. Ainsi nous
avons tent¢ de résoudre le probléme sur I’existence, ou non, d’une phase
lytique/productive au début de I’infection de la cellule B via une étude transcriptionnelle.
Le suivi de la chronologie de I’expression des genes lytiques a été réalisé en utilisant les
cellules mononucléées de sang périphérique adulte a la place des cellules mononucléées
du sang de cordon ombilical étant donné que pour ces derniéres nous n’avons eu aucune
expression des génes lytiques détectée par la technique NASBA. Ces résultats sont en
conflit avec ceux exposés par Ladell et al. qui démontrent que les CMSC infectées in
vitro par le VEB révélent un patron d’expression caractérisé par I’expression des genes
codants pour le trans-activateur, BZLF-1 et les glycoprotéines structurelles, la gp85 et la
gp350. La détection de ces dernicres serait un indicateur non pas de I’initiation du cycle
lytique mais en réalité une confirmation d’une infection productive (179). La différence
au niveau des résultats peut étre associée a la technique de détection mise en ceuvre. En
effet, contrairement a nous, la détection de I’expression des geénes a ¢été réalisée par
reverse transcriptase suivie d’une PCR quantitative en temps réel. Dans la présente étude,
nous avons opté pour l’utilisation de la NASBA comme méthode de détection de la

transcription des genes candidats vue les multitudes avantages qu’elle présente. En effet,
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I’incorporation d’une transcriptase reverse ARN dépendante dans la réaction
d’amplification rend cette technique spécifique a I’amplification de I’ARN. De plus, c’est
une réaction simple et rapide étant donné que chaque étape peut étre amorcée dés que
I’intermédiaire d’amplification devient disponible. En outre, la réaction s’effectue en une
seule étape et, par ailleurs, permet d’éviter les contaminations avec de I’ADN génomique.
Le suivi de I’expression des deux classes de genes lytiques a permis de révéler que le
geéne précoce, soit BMRF-1, est exprimé a partir de 24h, alors le géne tardif, BLLF-1, est
exprimé a partir de 48h post-infection, atteint un pic a partir de 72h, et diminue
graduellement jusqu’a 96h post-infection. On remarque que le pic atteint par le BMRF-1
précede celui du BLLF-1 (figure 9) et témoigne d’une expression chronologique dans le
temps des geénes d’intéréts une fois la cascade lytique est amorcée. Les résultats trouvés
sont cohérents dans la mesure ou l’expression des geénes tardifs (i.e. BLLF-1) est
strictement dépendante de 1’action des principaux acteurs de la machinerie de réplication
de ’ADN viral (i.e. BMRF-1) (30). L’infection des PBMC en présence d’anticorps
neutralisant, soit le 72A1 murin, nous a permis d’avoir la certitude que 1’évolution
observée est spécifique a I’expression des geénes candidats.

Vu que la technique qPCR, avec et sans PAA, n’a pas été déterminante pour distinguer
I’infection latente de I’infection lytique, il faudrait considérer d’autres moyens pour faire
cette distinction et ainsi seconder les résultats obtenus par NASBA. L’épisome EBV est
formé par la fusion covalente des répétitions terminales aux bouts 5’ et 3° du génome. Il
n’y pas de séquence unique formée lorsque ces bouts sont fusionnés. Ainsi, il n’est pas
possible de distinguer et quantifier le génome linéaire par rapport au génome circulaire a
I’aide d’une simple analyse PCR quantitative. Cependant, il y aurait moyen de

développer une PCR reverse transcriptase quantitative en mettant en évidence les



74

transcrits LMP2a/b (180) car ceux-ci traversent le point de jonction des répétitions
terminales, c’est-a-dire que le génome EBV doit se circulariser pour que le géne codant
pour LMP2a/b puisse étre exprimé. Donc cette méthode pourrait étre utilisée pour
documenter ’apparition de 1’épisome lors de I’infection aigué. La technique de PCR
réverse transcriptase quantitative pourrait aussi €tre utilisée pour vérifier I’expression
d’un géne du cycle lytique (ex : BMRF1) (181) et ainsi pouvoir suivre I’apparition du

génome linéaire suite a I’infection aigué.

La résolution de la question de la présence ou non d’une phase lytique productive
pendant I’infection aigu€ est de premiére importance vue I’impact clinique qu’elle aura
sur la prévention de ’apparition de SLP chez les patients greffés. A ce jour et d’apres
notre connaissance, aucun consensus n’a été atteint a ce sujet. Les résultats présentant
I’aboutissement de nos propres investigations ont renforcé notre conviction du réle
primordial joué¢ par le cycle lytique dans le développement de SLP. On suppose que
I’expression des génes lytiques serait un moyen adopté par le virus pour élargir
I’environnement infectieux via I’accroissement du nombre de cellules B infectées dans
lesquelles le virus va par la suite établir la latence et amorcer le processus
d’immortalisation.

Tandis que toute I’attention était dirigée vers le cycle latent du virus, on a assisté, ces
dernic¢res années, a une émergence d’une nouvelle vision qui supporte 1’hypothése de la
présence d’une réplication virale productive pendant I’infection aigué. Ces études ont
pour but d’investiguer de plus pres la présence, I’origine de cette réplication ainsi que les
événements qui la déclenchent. Les avis sont encore controversés quant au moment de
I’apparition de cette phase du cycle de vie du VEB. Certains laboratoires soutiennent nos

résultats dans la mesure ou ils démontrent que la phase productive est précoce, laquelle
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est déclenchée dans certaines cellules. Notamment, Rickinson et a/. ont démontré que les
LCL peuvent étre générées in vitro en deux étapes : la production du virus suivie par une
immortalisation des cellules B normales in vitro (182) (183). Ces résultats furent appuyés
par la suite par Lewin et al. (184). Récemment, une étude réalisée par Halder et al. a
permis de renforcer les suggestions émises par les études précédentes. En effet, ils ont
mis en évidence une importante expression de BZLF-1 a partir de 6 heures post-infection,
ainsi qu’une expression de I’ADN polymérase BALFS5 et de la protéine majeure de la
capside virale BcLF1. L’expression de ces génes a été a I’origine de la production de
nouveaux virions capables d’infecter des PBMC fraichement isolés (185). La méme étude
a permis de démontrer que pendant les étapes précoces de I’infection, en plus des
transcrits lytiques, on assiste & une expression bien qu’a des niveaux moindres, des
transcrits latents tel que démontré précédemment par Alfieri et al. (174). Ce qui suggére
la présence des deux états viraux avec une prédominance au tout début de ’infection du
cycle lytique.

Des résultats publiés par d’autres équipes suggerent la présence d’une phase réplicative
productive mais tardive. Cette suggestion a été argumentée par Kalla et al. (163) en
considérant le fait que dans le cas ou I’expression de BZLF-1 dans les lymphocytes B
supporte le cycle productif, ces derniers constitueraient une cible de choix du systéme
immunitaire, qui en éliminant les cellules infectées compromettrait la capacité du VEB a
établir la latence et par ailleurs son potentiel de survie dans la cellule hote. Ils stipulent
que la synthese de virions est une fonction épigénétique de I’ADN du VEB. Selon cette
¢tude, ’expression de BZLF-1 au début de I'infection serait a 1’origine de 1’initiation
ainsi que du maintien de D’infection latente en absence de cycle productif. Selon ces

auteurs, la méthylation graduelle de novo du génome virale permettrait a partir de 13
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jours post-infection d’amorcer la production de virions qui s’étend jusqu’a 3 mois post-
infection (186). Ces résultats ne font qu’appuyer ceux publiés par Sugden et al. (187).
Une étude par Wen et al., qui aussi postule un role de soutien de la latence par
I’expression de BZLF-1, a démontré une absence totale et compléte de 1’expression de
BMREF-1, a différents intervalles de temps allant de 2h a 48h post-infection, dans les
lymphocytes B primaires, couplée a une expression de BZLF-1 au tout début de
I’infection (188). L’ explication la plus probable selon eux serait que, dotée d’une capacité
lui permettant d’interagir avec la p53 (189), la protéine encodée par BZLF-1 permet de
bloquer I’apoptose et par ailleurs d’assurer I’établissement de la latence.

Tous les travaux présentés ci-dessus, incluant les notres, analysent cette question in vitro.
Bien qu’ils utilisent des lymphocytes B primaires en substitution des lignées cellulaires,
les conditions de culture peuvent influencer, voire méme orienter, 1’interaction du VEB
avec sa principale cible. Une revue de la littérature a permis de constater une certaine
homogénéité dans les conclusions des études réalisées in vivo qui supportent I’importance
de I’infection lytique productive dans la genése des SLP. Alfieri et al. ont fourni une
preuve indirecte qui démontre que I’infection par le VEB acquise par le sang doit passer
par une phase lytique productive pour que le virus puisse ensuite se retrouver dans la
salive du méme patient suite a 1’excrétion oropharyngée (190). Rea et al., ont rapporté
que 80% des tumeurs B qui apparaissent sous régime immunosuppresseur présentent le
virus sous sa forme lytique (191). De plus, 1’accroissement de la charge virale dans le
plasma de patients greffés et présentant des SLP permet d’appuyer ’existence d’une

phase réplicative productive post-greffe (72, 73, 74).
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4.3 Anticorps 72A1 ch : défi thérapeutique en voie de concrétisation

La production du 72A1 ch a été réalisée en utilisant les cellules CHO étant donné leur
trés bonne caractérisation et leur capacit¢ a mimer les événements post-traductionnels
humains. L’analyse du produit d’¢lution, récupéré suite a la purification du surnageant de
culture moyennant la protéine A, sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes a
révélé la présence de deux bandes correspondant précisément aux chaines lourdes et
légeres. De plus, les résultats de I’immunofluorescence réalisée sur la lignée B95-8
préalablement induite par le TPA, ont démontré que I’anticorps 72A1 ch est capable de
reconnaitre et de d’interagir avec sa principale cible, le gp350. En outre, I’effet de
I’anticorps d’intérét sur le VEB ne se limite pas a la simple reconnaissance et interaction
avec son épitope étant donné que les résultats des essais fonctionnels de neutralisation
fournissent la preuve que le 72A1 ch est capable de reconnaitre la gp350 qui sert de
ligand spécifique du récepteur cellulaire CR2. Puisque I’attachement de I’anticorps
chimére a son épitope spécifique sur la molécule gp350 bloque I’entrée virale ainsi que
I’infectivit¢ du VEB, D’anticorps est dit ‘neutralisant’. Les résultats obtenus sont
prometteurs et mettent en avant le grand potentiel dont bénéficie 1’anticorps élaboré dans
notre laboratoire.

Ces essais in vitro ont constitué un pré-requis pour démontrer, dans un premier lieu,
I’activité biologique de I’anticorps chimére monoclonal anti-gp350 produit dans notre
laboratoire et pour réaliser, dans un deuxiéme temps, une caractérisation in vivo a 1’aide
des essais précliniques chez la souris. Toutefois, plusieurs problémes ont été rencontrés
pendant la réalisation de cette étape du projet qui visait en réalité la mise au point des
conditions optimales de production d’un anticorps pur, natif et surtout fonctionnel en

quantité suffisante. L’étape clé dans la chaine de production de 1’anticorps qui n’est autre
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que I’étape de la purification s’est révélée une étape délicate qui requiert une optimisation
minutieuse. En effet, elle nécessite pendant sa mise au point de prendre en considération
des conditions dans lesquelles I’anticorps a été produit. En effet, le milieu de culture
utilisé pour la culture des cellules CHO contient un supplément de sérum bovin dont la
composition exacte est inconnue. Cependant, en dépit de cette ambigiiité, il est évident
que le sérum contienne une quantité substantielle d’IgG polyclonaux lesquels peuvent se
mélanger et se confondre avec le pool d’anticorps monoclonal chimeére d’intérét lors de la
purification (192). En effet, la méthode utilisée prend avantage de 1’affinité entre ligands
et les épitopes généraux présents au niveau des anticorps. La protéine A de streptocoques
utilisée a cette fin contient plusieurs domaines spécifiques aux fragments Fc de
I’immunoglobuline qui sont incapables de différencier les IgG en fonction de leur origine
(bovine ou humaine) (193, 194).

De plus, un autre point peut étre soulevé concernant la troisiéme bande présente dans tous
les gels et qui correspond a la BSA. La présence de cette bande n’a pas constitué¢ une
surprise étant donné la structure de la protéine A qui permet de fixer la BSA pendant le
processus de purification. Dans notre cas, la présence de contaminants a interféré avec le
processus de purification (195). Par ailleurs, la fraction éluée était en réalité un mélange
hétérogéne d’immunoglobulines, ce qui ne faisait gucre partie de nos principaux
objectifs. L’incidence de cette interférence s’est manifestée a différents niveaux. Dans les
conditions de culture utilis€es, la variante des cellules CHO (CHO-K1) utilisée ne permet
de produire des quantités importantes de 1’anticorps chimeére. Le fait que les IgG bovines
entrent en compétition avec les IgG chimeéres pour la liaison avec la matrice (dans notre
cas, la protéine A) rend davantage plus faible la quantité du 72A1 ch dans I’¢luat, lequel a

été utilis€ pour des analyses subséquentes. Ces derniéres incluaient les essais
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d’immunofluorescence ainsi que les essais de neutralisation. Les résultats obtenus dans
les deux cas étaient moindres que ceux notés pour le 72A1 murin utilis€¢ comme contrdle
positif bien que la région variable reconnaissant 1’épitope est la méme pour les deux
anticorps. En effet, I’intensité de fluorescence était moindre et le pourcentage d’inhibition
de l’infection atteignait un maximum de 60% comparé a environ 95% pour le 72A1
murin (figure 15). Ceci nous a mené, au début, a émettre I’hypothése que la chimérisation
pourrait avoir un effet sur la conformation du site de liaison de la gp350 qui par
conséquent lie moins bien sa cible. Une analyse bioinformatique de la structure
tridimensionnelle des composantes mises en jeu pendant I’interaction est en cours de
réalisation. Entre temps, une réévaluation des conditions de culture nous a incité a refaire
les mémes expériences mais, dans ce cas, en utilisant un anticorps purifié¢ a partir d’un
surnageant de culture produit en présence de SFV ayant des teneurs ultra faibles
d’immunoglobulines (inférieur a 5 pg/ml). On a opté pour cette alternative compte tenue
du fait que I’¢laboration d’un milieu de culture exempte de sérum dont la composition
chimique est bien définie requiert beaucoup de temps (196). Ces nouvelles conditions de
culture ont permis d’améliorer grandement I’intensité de la fluorescence ainsi que la
capacité de neutralisation de ’infection pergue a travers I’accroissement de ’inhibition de
I’expression des antigénes précoces qui est passée de 60% a 80% (figure 15). Toutefois,
bien qu’il soit augmenté, le taux d’inhibition n’égalise pas celui obtenu pour notre
référence, le 72A1 murin. On soupgonne que pendant les essais de neutralisation on
assiste a ’intervention d’un mécanisme qui rend moins efficace les anticorps chimeres.

En effet, les cellules utilisées pour les essais de neutralisation sont les Raji qui expriment
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a leur surface des récepteurs pour la région Fc des immunoglobulines G humaines (167),
permettant éventuellement une entrée potentielle du virus via son attachement aux
molécules d’anticorps.

Etant donné qu’a ce stade de 1’étude les résultats de caractérisation in vitro semblent étre
prometteurs, une étude de la capacité de notre chimere a reconnaitre in vivo chez la souris
sa cible, la gp350, et a prévenir ’apparition de SLP s’impose. Pour ce faire, des souris
femelles BALB/C agées de 4 a 6 semaines seront utilisées. Le protocole animal consiste
en une injection intra-péritonéale dans les souris de cellules tumorales dérivées de la
lignée P3HR-1. Apres 24h, les souris recevront une injection par voie péritonéale d’une
seule dose de I’anticorps d’intérét dépendamment du groupe trait€. Dans un premier
temps, les essais précliniques auront pour principal objectif de vérifier la capacité de la
chimere a reconnaitre in vivo sa cible, la gp350. Par ailleurs une incubation de 6h serait
suffisante pour observer cet effet. Les souris seront euthanasiées au CO, et les cellules
prélevées seront soumises a une analyse par cytométrie en flux. Une étude de
caractérisation similaire a été réalisée par Haque et al. (158) pour le 72A1 murin. Les
essais ont été effectués dans un premier temps chez les souris SCID et ont abouti a des
résultats prometteurs dans la mesure ou aucune des douze souris n’a développé de
tumeurs comparées au groupe contréle dans lequel huit souris sur douze ont présenté des
tumeurs causées par le virus. Ces expériences ont donné suite a un essai pilote réalisé sur
des adultes en santé, puis sur 4 enfants séronégatifs recevant une greffe du foie provenant
de donneurs séropositifs pour le VEB. Bien qu’aucun enfant n’a développé de SLP, une
forte réponse HAMA a été notée (158). De ce fait s’impose le besoin de passer par 1’étape

de chimérisation de [D’anticorps avant de pouvoir [’utiliser chez [’humain.
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4.4. Conclusions et Perspectives

Le présent projet visait, dans un premier temps, a fournir la preuve de I’existence d’une

phase lytique productive pendant 1’infection VEB aigué€, qui jouerait un réle primordial

dans le développement des SLP en engendrant une concentration élevée de cellules B
infectées par les virions néo-produits. Notre étude des événements qui se déroulent au
tout début de I’infection par le VEB tant au niveau de la réplication de I’ADN viral par
PCR quantitatif et, de fagon plus convaincante, au niveau de 1’expression d’un géne
lytique précoce, BMRF-1, et d’un géne lytique tardif, BLLF-1, a permis de confirmer

I’existence d’une réplication productive pendant I’infection aigué.

Les résultats obtenus justifient 1’intérét de notre laboratoire a poursuivre le
développement d’un anticorps chimere anti-gp350, avec capacité de neutralisation,
comme traitement prophylactique permettant de prévenir la génése du syndrome
lymphoprolifératif causé par le VEB chez les patients greffés a risque. En présence d’une
néo-infection par le VEB ou une réactivation du virus post-greffe, 1’anticorps agirait en
diminuant considérablement la quantité¢ de cellules infectées qui pourraient s’engager

dans le processus d’oncogenese.

Les premieres analyses de caractérisation in vitro effectués avec 1’anticorps chimeére
incluant les essais de neutralisation ainsi que de spécificité vis a vis de la glycoprotéine
cible, la gp350, ont constitué¢ une partie majeure de ce mémoire et se sont avérées

prometteurs. Ultérieurement, 1’anticorps ferait 1’objet d’une caractérisation fonctionnelle
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par I’analyse de cytotoxicité cellulaire dépendante de 1’anticorps (ADCC). Des essais de
caractérisation in vivo, incluant la biodistribution de I’anticorps, sa toxicité, ainsi que sa
capacité de reconnaissance de la gp350 chez la souris, permettraient de déterminer sa
demi-vie dans le sang de I’animal, sa toxicité, ainsi que sa capacité a reconnaitre et a fixer

sa principale cible.

Finalement, la réalisation des essais cliniques de phase I chez ’humain est conditionnée
par les résultats du test ultime de caractérisation qui permettrait d’évaluer la capacité de
I’anticorps chimeére a prévenir le développement de tumeurs chez la souris
immunodéprimée SCID ayant préalablement recus une injection de cellules
immortalisées par le VEB. Ces essais permettraient de confirmer la validité¢ du point de

vue utilisation clinique de la nouvelle alternative thérapeutique qu’on propose.
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Annexe | : Résultats de la g-PCR pour les donneurs 2 et 3
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Figure 16 : Cinétique d’évolution de la charge virale pendant I’infection aigué des
cellules mononuclées du sang de cordon (CMSCs) non diluées du donneur 2.
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Figure 17 : Cinétique d’évolution de la charge virale pendant I’infection aigué des
cellules mononuclées du sang de cordon (CMSCs) non diluées du donneur 3.
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Figure 18: Cinétique d’évolution de la charge virale pendant I’infection aigué des
cellules mononuclées du sang de cordon (CMSCs) diluées du donneur 2.
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Figure 19: Cinétique d’évolution de la charge virale pendant I’infection aigué des
cellules mononuclées du sang de cordon (CMSCs) diluées du donneur 3.
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Annexe Il : Résultats de la NASBA pour les donneurs 2 et 3
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Figure 20 : Cinétique d’évolution de I’expression du géne lytique BMRF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 2.
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Figure 21 : Cinétique d’évolution de I’expression du geéne lytique BMRF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 3.
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Figure 22 : Cinétique d’évolution de I’expression du géne lytique BMRF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 2
en présence d’anticorps neutralisant.
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Figure 23 : Cinétique d’évolution de I’expression du géne lytique BMRF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 3
en présence d’anticorps neutralisant.
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Figure 24 : Cinétique d’évolution de I’expression du géne lytique BLLF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 2.
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Figure 25 : Cinétique d’évolution de I’expression du geéne lytique BLLF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 3.
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Figure 26 : Cinétique d’évolution de I’expression du géne lytique BLLF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 2
en présence d’anticorps neutralisant.
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Figure 27: Cinétique d’évolution de I’expression du geéne lytique BLLF-1 pendant
I’infection aigué des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) du donneur 3
en présence d’anticorps neutralisant.



