A &l) Aodal janall 2y il el 4y ) geand )
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

bl il Ml il s ) 5
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Freres Mentouri Constantine <
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie shall g Zaphll o gle A4S

Département :Biologie Animale Olsall b slon

Mémoire présenté gae de I'obtention du Dipléme de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences Biologiques

Spécialité Génétique Moléculaire

Intitulé :

Implication du virus d’Epstein-Barr dans le dévelop pement
des lymphomes (I'exemple du lymphome de Burkitt)

Présenté et soutenu p: : KARA-MOSTEFA Aymen Le : 19/06/206
KHODJA Moustafa

Jury d’évaluation :

Président du jury : SATTA Dalila(PROF - UFM Constantine).

Rapporteur : REZGOUNE Mohamed LaripMA.A - UFM Constantine).

Examinateur : FERTOUL-GHARZOULI RazikgMC.B - UFM Constantine).

Année universitaire
2015 - 2016



En tout premier lieu, nous remercions le bon Dieu

ALLAH, tout puissant, de nous avoir donnéle

courage et la force pour réaliser ce travail, ainsi que

I'audace etlavolonté pour dépasser toutes les

difficultés.



Remerciements

Tous nos remerciements vont, tout d’'abord a notre encadreur,

Monsieur REZGOUNE Mohamed Larbi, enseignant-chercheur alafaculté des sciences dela nature etlavie de
I'Université des freres Mentouri Constantine. Sa patience, ses encouragements, sa rigueur, sa compétence et
son expérience scientifique ont contribué énormément a notre formation et al’aboutissement
De ce travail de recherche.

Qu'iltrouveicil'expression de notre estime et notre éternelle reconnaissance.

Un grand merci enfin pour sa sympathie.
Nous tenons a exprimer nos remerciements aux membres du jury qui ont accepté d’évaluer ce travail.

Onremercie sincerement Madame SATTAD, professeur al'université des fréres Mentouri Constantine qui
nous fait 'honneur de présider le jury de ce mémoire et également pour son soutien et ses conseilslelong de

notre parcours académique.

Onremercie chaleureusement madame FERTOUL-GHARZOULI Razika
Docteur alafaculté des sciences dela nature etlavie pour sa présence En tant qu’examinatrice

Auxseins de ce jury et sonimplication Avec nousdurant nos années d’études.
Nous remercions tous ceux, qui, a des degrés divers, nous ont aidés de pres oude loin al'élaboration de ce
travail. Nous exprimons notre profonde gratitude pour leur gentillesse, leur amabilité et leur disponibilité et
j'en passe. On cite parmi eux:

Tous les enseignants des parcours Licence Génétique et Master Génétique Moléculaire.

Messieurs KHMISSIM, ZOUITEN R et MADOUID médecins en chef al’h6épital militaire de Constantine sans

quilaréalisation de la partie pratique n’aurait pas été possible.
Toutle personnel dulaboratoire de lamicrobiologie de I'hdpital militaire Constantine.
Tous nos collégues et ami(e)s pour leur compagnie et leur soutien tout aulong de notre formation.

Pour tous ceux que j'ai oubliés de mentionner, merci pour les belles années passées avec vous un GRAND

merciatous.



Abreviations

ACVBP : Adriamycine, Cyclophosphamide, Vindésine, BléomgciPrednisone
ADN : Acide Désoxyribo-Nucléique

AICDA : Activation-Induced Cytidine Deaminase
AP-1 : Activator Protein 1

ARN : Acide Ribo-Nucléique

ARNmM : ARN messager

ARNSs : Short ARN

ATF-2 : Activating transcription factor 2

BART : BamH-A Rightward Transcripts

bcl-6 : B-cell ymphoma 6

BCR : B Cell Receptor

b-zip : basic leucine zipper

CBF-1 : Cp Binding Protein

CD44v3 :CD44 variant 3

CDK : Cycline Dependent Kinase

CDKI : CDK Inhibitor

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMV : Cyto-Mégalo-Virus

CNP : Carcinome indifférencié du Naso-Pharynx
CRP : Carcinome du Rhino-Pharynx

CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques
CTAR : C-Terminal Activating Region

DO : Densité Optique

EA : Early Antigen

EBER : EBV Encoded RNA

EBNAZ2 : EBV Nuclear Antigen 2

EBV : Epstein-Barr Virus

ED-L1 : EcoR D fragment-located LMP1 promoter
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FC : Facteur de Correction

Gly-Ala : Glycine-Alanine

HHV : Human Herpes Virus

HIS : HybridationIn Situ

HSV1 : Virus Herpés Simplex de types 1

ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule 1

IF : Immuno-Fluorescence

IFN-@ : Interférona

IgA : Immunoglobulines A

IGF1 : Insulin-like Growth Factor 1

IL : Interleukine 10

IR1 : Internal Repeat 1

ISR : Immune Status Ratio

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activator Motif
JAK3 : Janus Kinase 3

kDa : Kilo-Dalton

KSHYV : Kaposi Sarcoma associated Herpes Virus
LB : Lymphome de Burkitt



LCL : Lymphoblastoid Cell Line

LDH-A : Lactate DesHydrogenase A géne

LFA : Lymphocyte Function-associated Antigen
LH : lymphomes hodgkiniens

LMNH : Lymphome Malin Non-Hodgkinien

LMP : Latent Membrane Protein

LPB : Lympho-Proliférative B

MDM2 : Murine Double Minute 2

MiARN : micro ARN

MNI : MonoNucléose Infectieuse

NF-xB : Nuclear Factor-kappa B

OMS : Organisation mondiale de la Santé

ORF : Open Reading Frame

PBD : Paul-Bunnell-Davidsohn

PCAF : P300/CBP-Associated Factor

PCR : Polymerase Chain Reaction

PKR : Protein Kinase R

PTK : Protéine Tyrosine Kinase

RAG1/2 : Recombination Activation Gene
RBP-Jk : Recombination Signal Binding Protein 1 for J Kappa
RS : Reed-Sternberg

SCID : Severe Combined Immuno-Defeciency
ShARN : short ARN

SLPT : Syndrome Lympho-Prolifératif Post-Transplantation
STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
T/NK : Natural killer T

TBP : TATA-box Binding Protein

TERT : TElomerase Reverse Transcriptase
TFIIB : Transcription Factor Il B

TNF : Tumor Necrosis Factor

TR : Terminal Repeat

TRAFs : TNF Related Associated Factor

TRAP1 : TNF Receptor Associated Protein 1
TR-L1 : Terminal Repeat-located LMP1 promoter
UL : Long Unique region

US : Short Unique region

VIH : Virus de I'lmmunodéficience Humaine

VS : Valeur-Seuil du calibreur

VZV : Virus de la Varicelle et du Zona
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Introduction

Le cancer est la premiere cause de mortalité delgamonde, il reste une maladie
multi-factorielle ou plusieurs événements peuvente éincriminés. L'étiologie demeure,
en grande partie, inconnue. Les facteurs étiolagqueconnus sont génétiques endogénes
(constitutionnels) ou environnementaux (pollutiadustrielle, rayonnements UV et alimentation).
Parmi ces facteurs bien établis, certaines infastigirales occupent une place prépondérante
(Dang, 2012)

Plusieurs virus humains sont directement ou intbreent associés a des cancers.
Les virus oncogenes directs les mieux établis adjbui appartiennent a quatre familles.
On distingue les herpes virus avec le virus d’'HpdBarr (EBV) et le virus du sarcome de Kaposi,
les papillomavirus, le virus de I'hépatite B etrigrovirus HTLV1. Certains de ces virus sont
relativement endémiques et dans pratiquement emusds nécessitent l'intervention de cofacteurs
ou d’éléments prédisposant pour donner lieu a undifgration tumorale. Le rble de
'environnement est particulierement souligné daes pathologies comme le lymphome de Burkitt,
le carcinome du naso-pharynx, la leucémie/lymphoimde l'adulte associée a HTLV1 et le
carcinome hépatocellulaire sur foie sain en zorgéerique. Plusieurs équipes travaillent sur les
caractéres oncogenes de ces virus. Ces virus egpe@s un veéritable enjeu de santé publique et la
prise en charge du risque fait varier I'incidences ccancers associés en fonction des pays
(Vita et Henriksson, 2006)

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est un gammaherpasyinumain qui infecte, généralement de facon
asymptomatique, plus de 90% de la population. C#gr@nce virus est associé a de nombreuses
pathologies malignes telles que des lymphomessTlyfephomes hodgkiniens, des carcinomes
gastriques et les carcinomes du rhinopharynx. mansjorité des cancers associés a ce virus, il
exprime un programme de latence de type |l dueamidl la protéine LMP1 (latent membrane
protein 1) est exprimée. Elle est décrite commedamene majeur de 'EBV, et fait I'objet d’études

pour le développement d’approches thérapeutiques.

Comme tous les herpesviridae, le virus EBV peustexisous 2 formes : une forme latente qui
permet sa persistance dans l'organisme et une folytigue qui assure sa réplication.
L’équilibre entre ces deux états est un paraméneldmental de la biologie du virus mais les
mécanismes en sont encore mal maitrisés. De pliesinaanti-viral disponible a ce jour n’est

réellement efficace en prévention ou en traiterdertes pathologig¥ oung et Rickinson, 2004).



Introduction

L’objectif de ce mémoire de Master est de fairef tiabord, une revue bibliographique bien

documentée est actualisée sur 'EBV et lymphomBut&itt que nous avons divisé en deux grands
chapitres :

- Le premier chapitre concerne la biologie de 'EBMus particulierement centrée sur sa
génetique, son cycle lytique et lI'impact de cetdplication virale dans les pathologies
associées a EBV.

- Le deuxieme se focalise sur I'aspect physiopathqleg du lymphome de Burkitt et plus

particulierement les mécanismes moléculaires digriphomagenése meédiée par 'EBV.

Dans la partie pratiqgue de ce mémoire, nous avesesy€ d’apprendre et d’appliquer les techniques
de diagnostic biologique de I'EBV utilisées au m@ivale I'hépital militaire - Constantine.
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Chapitre | Virus difstein-Barr

1- Historique (découverte) :

En 1958 Denis Burkitf chirurgien anglais, décrit une tumeur du maxdlaupérieur chez les
enfants africains en rapport avec une prolifératida lymphocytes B (Burkitt, 1958).
Cette entité pathologique, dite Lymphome de BurkitB), représente alors la tumeur la plus
fréquente chez ces enfants dans certaines régiafrigde de I'Est. C’est en 1961, en assistant a
une conférence d®enis Burkitt sur ce lymphome africain qui se réparti selon thteurs
géographiques et climatiques faisant suspecteinfluence virale, quAnthony Epsteimécide de
rechercher ce possible virus. En 1964, I'établissgnde lignées cellulaires a partir d’explants de
LB permet &pstein Yvonne BaretBert Achongl’identifier des particules de type herpésvirus par
microscopie électronique dans ces lignées cultiveegitro (Epstein et al., 1964) Ces virus,
morphologiquement similaires aux herpesvirus cornuastte époque, étaient en fait completement
différents du point de vue biologique et antigéeiglie premier gamma-herpesvirus humain,
lEpstein-Barr Virus (EBV), fut ainsi découvert dandes LB. En 1968, des études
séro-épidémiologiques démontrerent que 'EBV irdeptus de 95 % de la population et qu'il
constitue I'agent étiologique d’'une maladie ancenent connue, la mononucléose infectieuse
(Henle etal., 1968)

A partir de 1970, on détecte le génome viral dasscellules malignes du LB et du Carcinome
indifférencié du Naso-Pharynx (CNP), ce qui conéiriassociation de ce virus a des cancers chez
lhomme. Sa capacité a immortaliser les lymphocy&sin vitro en lignées cellulaires
lymphoblastoides et a provoquer des lymphomes Eh@zrimate est alors démontrée et conforte
'EBV dans son réle d’agent oncogéne chez I'honghhenle etal., 1970)

Depuis lors, 'EBV a été impliqué dans de nombrsys&thologies bénignes ou malignes d’origine
épithéliale ou lymphoide. En 1984, 'EBV est le mrer virus humain dont le génome est

entierement séquen¢Baer etal., 1984)

2- Taxonomie:

Le Virus Herpes 4 (HHV4 (Human Herpes Virus 4)),mtounément appelé Virus
Epstein-Barr ou EBV, appartient au gengemphocryptovirus la famille desHerpesviridae
(regroupant plus de 100 virus connus, infectansiab®en les animaux que les étres humains),
la sous-famille degamma-herpesviridagnfectant exclusivement les humains)

A ce jour, huit Herpesvirus humains ont été décasvdl s'agit des deux Virus Herpés Simplex de
types 1 et 2 (HSV1 et HSV2), du Virus de la Vatieadt du Zona (VZV), du Cyto-Mégalo-Virus
(CMV), de 'EBV et des Herpes virus HHV6, HHV7 etHN8 (ou KSHV (Kaposi Sarcoma

associated Herpes Virus)).
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Les Herpesvirus sont classées en trois sous-famillg, ety, en fonction de leurs propriétés
biologiques telles que le tropisme cellulaimevivo, les caractéristiques de cultumevitro, la vitesse

de réplication du génome viral, ainsi que la tagliéa structure de ce dernier. lyeblerpesvirus ont
un spectre d’hoéte étroit. lls ont un cycle réplicédng, une latence principalement dans les
lymphocytes B et un grand pouvoir oncogé€Rekinson et Kieff, 2007)

Les différentes souches d'EBV peuvent étre classeestypes (EBV-1 et EBV-2) sur la base du
polymorphisme de leurs genes EBNA2 (EBV Nuclear idert 2), 3A, 3B et 3C.
Des études de séroprévalence ont montré que lehesobBV-1 est majoritaire dans les pays
occidentaux, alors que la souche EBV-2 ne prévaatdans certaines zones d'Afrique Equatoriale
et de Nouvelle-Guinée. De plus, une micro-hétérégénsupplémentaire existe parmi ces deux
souches, notamment dans les régions répétées camgémiral, donnant ainsi de nombreux
isolats différent§Grunewald etal., 1998)

3- Données épidémiologiques :

L’EBV est présent dans plus de 95 % de la populasidulte. Le virus est véhiculé durant
toute la vie, par I'intermédiaire d’'une infectiaténte des lymphocytes B et d’'une production virale
dans la salive. La majorité des primo-infectionsicttent les enfants et sont généralement
asymptomatiques. Cependant, lorsque la primo-iiech lieu plus tard, chez I'adolescent elle
induit une affection généralement bénigne, la maot#ose infectieuse. Il s’agit d’'une maladie
Lympho-Proliférative B (LPB) généralisée et traoisé, qui se traduit sur le plan immunologique
par une augmentation du nombre de lymphocyteséti@$ par I'EBV dans le sang périphérique et
par une expansion oligo-clonale massive de lympiescylT CD8+ dirigés contre I'EBV.

Le virus persiste ensuite dans I'organisme penttarté la vie, a I'état latent dans des lymphocytes
B, mais aussi sous forme de particules viralesctigfases excrétées au niveau de I'oropharynx et
dans la salive. Cette réactivation virale, intetemte chez le sujet immunocompétent, est accrue
grandement lors des états d'immunodépres&idave etal., 2004)

La transmission du virus se fait généralement patact avec les sécrétions oropharyngées qui
contiennent les particules virales infectieuses. ttansmission est également possible apres
transplantation d’organes ou greffe de Cellules cBes Hématopoiétiques (CSH) via les
lymphocytes B infectés par I'EBV présents dansalegsdes donneurs. Cette infection constitue un
facteur de risque de syndrome lymphoprolifératstgoansplantation. Toutefois, a la différence des
lymphomes survenant aprés greffe de CSH, les esllutumorales des Ilymphomes
post-transplantation d’'organe dérivent en généeal abllules B du receve(®razi et al., 1997 ;
Paya et Fung, 1999)
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4-  Structure du virus :

La structure générale de 'EBV est celle des hetipes; il est a noter que tous ces virus
possedent une morphologie identique et ne peutendistingués I'un de l'autre sous microscopie
électroniqudfigure 1). La structure du virus comporte, de l'intérieurs/Bextérieur, un nucléoide,

une capside, un tégument et une enveloppe :

> Le nucléoideest constitué d’'un ADN bicaténaire, linéaire, emée autour d’'une structure
protéigue. L'existence d’'un cceur protéique fibnitaautour duquel serait enroulé I'ADN viral est
largement remise en cause pour de nombreux herpg®amme HSV1, HCMV et KSHV.

> La capsidequi est de forme icosaédrique (20 faces et 12 sag)mesure 100 a 120 nm de
diamétre et comporte 162 capsomeéres (150 hexamgire$2 pentameres). Cette capside
icosaédrique recouvrant le nucléoide est-elle mé&m@urée d’un ensemble fibrillaire asymétrique :

le tégument.

> Le tégumentqui est composé de nombreuses protéines viratedlelaires différentes dont
B-actine, cofiline, tubuline, Hsp90 et Hsp70. Cautégnt n'a pas de structure particuliere, méme si

guelques structures fibrillaires peuvent y étreoratées.

> L’enveloppe, enfin, constituée d’'un double feuillet lipidiquérivé des membranes de la
cellule héte au niveau desquelles le virus a exprées antigenes de membrane. L'expression des
glycoprotéines d’enveloppe, qui appartiennent aotkiganes de membrane, confere au virion un
aspect "spiculé". C’est grace a l'une d’entre-ellasgp350/220 que le virus se fixe aux cellules
hotes via son récepteur CD21 (ou CR2, récepteum daomposant du complément).
Comme pour la plupart des virus enveloppés, la ldocduche lipidique est I'élément de fragilité du
virus et toute altération, que ce soit par 'wifisn de détergent, de solvant ou méme par la ghale
atténue l'infectivité du virugroung etal., 2004)
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Figure 1 : Structure du virus EBV.

(A) en microscopie électronique (coloration négativ€Bg représentation schématique
(d’aprés Seigneurin etal., 2009)
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5- Legénome de 'EBV:

En 1984, le génome d’EBV a été entierement séquanuaitir de la souche B95-8, souche
provenant d’'une lignée lymphoide infectée par EB¥er etal., 1984)
Le génome de I'EBV se présente sous la forme d'ubNAdouble brin d’environ 172 kb.
Il est constitué de deux domaines uniques : un dwmmeourt de 15000 pb (US, Short Unigue
region), et un domaine long de 150000 pb (UL, Lahgque region). Ces deux domaines sont
séparés par des séquences repétées en tandemldpb36a@nstituant la région répétée interne 1
(IR1, Internal Repeat 1). Dans le domaine UL, ikxtrois autres séguences répétées internes, IR2,
IR3 et IR4, qui divisent le domaine UL en quatrendines uniques U1, U2, U3 et U4. Le génome
viral, sous forme linéaire dans la particule viradst flanqué a ses deux extrémités de deux
séquences répétitives (TR, Terminal Repeat) coiestit suivant les souches de 4 a 12 répétitions en
tandem d’une séquence de 550 pb. La circularisatiorirus en épisome dans le noyau cellulaire
se fait grace a la fusion de ces deux TR ; c'es$ sette forme épisomale que le virus persiste dans
la cellule de maniére latente. Pendant la phadsatdece, 'EBV se réplique de fagcon synchrone
avec la cellule infectée lors de la phase S duecgellulaire, en utilisant I'origine de réplication
latente : Ori-P. A proximité des régions IR2 et JRAistent deux régions homologues nommées DR
et DL, ayant la méme orientation et composées daesees répétitives. Ces séquences sont les
deux origines de réplication Iytique (Ori-Lyt) dEBV (figure 2) (Young etal., 2004)

TR IFn IFe IF I e TR
CriF oL 5 DF:
= 1 [l =Nl

Lh e L! U =
- i -
L= UL
GFEnome lindsing
TR
CricF

’ LH us DR
IR4
I
TSRO S isomigue
uz

m& U3
DL

Figure 2 : Représentation schématique du génome d'EBaprés Young et Rickinson, 2004)
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L’'analyse de la séquence des clones obtenus pastitigs aveBamH de la souche B95-8 a
permis l'identification d’'une centaine de cadresletdures ouverts (Open Reading Frame (ORF))
désignés par leur ordre dans le sens de transerigtoite ou gauche (Leftward ou Rightward) au
sein de chaque fragment BamH. Ainsi BARFI est le premier ORF du fragment Bandans le
sens d’une transcription partant vers la dr@iggre 3) (voir annexe ).

a EBV genome: latent genes EBERY  FpER2
-‘”&%

Double-stranded DNA episome

EBNAT
L7 EBNA LP
EBNAZ
EBNA3C/V
/
EBNA3B \
EBNA3A
b Open reading frames for the EBV latent proteins
oriP
Niet a S el—e¥R cbT d Nrer
\ lewwwwwwyH Faurpolm| L ANJ&A B o D\I/A&vli A /§7
TR WW W WW W TR
| 1
EBNA LP EBNAZ EBNA3A EBNA3B EBNA3C  EBNAT LMP1

Figure 3 : Expression du génome EBV.

(A) Expression des genes de latence,

(B) Cartographie des fragments de restriction famH du génome de la souche
EBV B95-8 ainsi que des differentes ORF codantsrples protéines de latence
(d’aprés Young et Rickinson, 2004)
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Schématiquement, on distingue les genes codantlpsyrotéines de latence et les génes codant
pour les protéines du cycle lytique. Les premi&as exprimeées lors de l'infection dite latentei, qu
permet la persistance du virus dans la cellulealesence de synthése de nouvelles particules
virales. Les protéines du cycle Iytique sont ppatément des protéines de structure et des enzymes
de transcription et de réplication virale. Une eém de géenes ont été décrits, dont au moins onze
sont exprimés pendant la phase de latence. Ces géné regroupés en 3 principales familles :
six genes nucléaires, deux genes LMP (Latent MenebRrotein) et des genes codant pour des
petits ARN(Hutt-Fletcher, 2007)

6- Les protéines virales :

Le virus EBV peut exécuter deux programmes distirtbexpression génique. Le premier,
lytique ou productif, correspond a I'expression emscade des différentes protéines virales
permettant la fabrication de nouveaux virions. lexond, appelé latence, n'aboutit pas a la
production de virus mais permet la persistancdesidans les lymphocytes B avec une expression
d’antigene viraux réduite.

L’'ancienne distinction tranchée entre protéineslatence et protéines du cycle lytique a été
récemment remise en cause par des études montrandas genes ditslytigues > comme les

homologues du facteur cellulaire anti-apoptotiqui2BB-Cell Lymphoma 2) étaient exprimés et
probablement nécessaires a la mise en place deelace sans pour autant qu’il y ait production de

particules viralegYoung et Rickinson, 2004)

6-1- Protéines de latencersprotéines du cycle lytique :

L’infection latente dans les cellules B immortaéisépar EBV est associée avec I'expression de :

> Les 6 genes qui codent pour EBNA :

. EBNAL1 est requis pour la réplication épisomale et la teai@nce du génome viral.

. EBNAZ2 est essentiel au processus d’'immortalisation depiiycytes B et a I'expression des
protéines EBNA-1 et EBNA-3. La variation d'expressides protéines EBNA-2 induit les

variations biologiques les plus significatives entieux types d’EBV. EBNA2 est un facteur de
transcription qui stimule I'expression des LMPss 88NAs (transcrits a partir du promoteur Cp)
et d'un certain nombre de protéines cellulaires memCD21 (récepteur de I'EBV) et

CD23 (marqueurs d'activation des lymphocytes B).
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. EBNA3 est constitué d'une famille de 3 genes de hautspmidléculaire localisés en tandem
sur le génome du EBV : EBNA3A (ou EBNA3), EBNA3BU(&BNA4) et EBNA3C (ou EBNAB).

Il régule négativement la trans-activation des ggreg EBNA2, EBNA3A et EBNAS3C, essentiels a
la transformation des cellulesiBvitro.

. EBNA-LP (ou EBNA-5) code pour un ensemble de protéine€mément polymorphiques.

Sa fonction est mal conn&mkinson etal., 1993 ; Laux etal., 1994)

» Les 2 genes qui codent pour LMP :

. LMP1 est exprimé en absence d’EBNA-2 pendant I'activatoiu cycle lytique des
lymphocytes B.

. LMP2 code pour une protéine de membrane contenant 1Zidestransmembranaires
hydrophobes. Elle est co-localisée avec LMP-1 aeani de la membrane plasmique des

lymphocytes infectés.

> Les génes qui codent les petits ARN (ARNs ou siR&lA) EBER (EBV Encoded RNA) et
BART (BamH-A Rightward Transcripts). EBER1 et EBER2 sont |laRNs de I'EBV
guantitativement les plus abondants durant la pliesdatence des cellules B infectées.
Ces ARNSs sont codés sous forme non poly-adényktendjorité des EBER sont localisés dans
le noyau et ou ils forment un complexe avec la gn&t La (antigéne associé au Lupus
erythémateux). La protéine La est une protéine uitzigie dans les cellules eucaryotes et est

associé a I'extremité 3’ terminal des nouveaux AgyNthétisé¢Barth et al., 2007)

6-1-1- Les protéines nucléaires (la famille des EB) :

Dans un premier temps, I'expression des protéimdA-est initiée a partir du promoteur Wp
puis, lorsque la transformation cellulaire est Betalc’'est le promoteur Cp qui prend le relais.
Les six protéines EBNA sont traduites a partir dMR distincts issus d’'un épissage différentiel
d'une seule et méme unité transcriptionnelle recamtv plus de 100 kpb du génome viral.
Leur transcription peut étre initiée au niveau @endpromoteurs, soit le promoteur Cp, soit le
promoteur Wp, de facon mutuellement exclusive. Apirdfection des cellules B par le virus,
la transcription du génome viral est tout d’abaonitiée au promoteur Wp présent dans la région de
répétitions IR1. L’activité de ce promoteur Wp mguiert pas de facteurs viraux, mais la seule
présence de facteurs cellulaires. Ces premiersdridésn commencent par I'exon WO suivi de
plusieurs exons W1-W2 provenant de I'lR1 et comt¢he séquence codante pour la protéine virale
EBNA-LP (figure 4) (Alfieri et al., 1991)
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Figure 4 : Représentation schématique de I'épissage alteenatilexon W1/W1'.

Les épissages alternatifs WO-W1' et C2-W1' créentddant d’initiation et de la traduction de la
protéine EBNA-Lp les exons non codant sont représepar des rectangles blancs et les régions
codantes sont représentés par des rectangles lealessrégions codantes sont représentés par des
rectangles gri¢d’aprés Roger etal., 1990)

Le dernier exon W2 est épissé aux exons Y1 et ¥h# a Y3 qui contient 'ORF codant pour la
protéine EBNAZ2. Il existe par ailleurs un épissafiernatif conduisant a I'expression d’'un ARNm
codant ou non pour la protéine EBNA-LP. En effépissage alternatif de 'exon WO a W1’, dont
le site accepteur d’épissage se situe 5 pb endaveélui de W1, génere un codon d'initiation de la
traduction pour la protéine EBNA-LP. Cet épissaljeraatif conduit & un messager bi-cistronique
codant pour EBNA-LP dans sa partie 5’ et pour EBNaRs sa partie 3'. Cependant, il semble que
le produit principal de ce messager soit la pretdBNA-LP. L’épissage de I'exon WO a W1 ne
génere pas de codon d’initiation de la traductioarpa protéine EBNA-LP et ce messager ne code
donc que pour la protéine EBNA2. Ces protéineslestaEBNA- LP et EBNA2, sont les deux
premiers antigénes viraux exprimés durant la laéaltiott et al., 2004)

Dans certains transcrits, un site donneur d’épességeé au début de I'exon Y3 est active et é@assé
'exon U. Cet exon U est a son tour épissé altermatent a I'un des quatre sites accepteur
d’épissage qui contiennent la partie 5’ de 'TORERBINA- 3A, -3B, -3C ou d’EBNAL.

Il est a noter que le transcrit codant pour lagimg EBNA-3B contient aussi les ORF BERF3 et
BERF4 (codant pour EBNA-3C). Les ARNm codant poes protéines EBNA-3A, -3B, -3C et
EBNA1 sont beaucoup moins abondants que ceux cquamtEBNA-LP et EBNA2. Enfin, tous
les antigenes nucléaires de la phase de latend8Vvd$ont détectés environ 20 heures aprés

I'infection (Tierney etal., 2000)
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Quelgues jours aprés le début de l'infection, fiation de la transcription des EBNA passe du
promoteur Wp au promoteur Cp. Ce changement de gisam coincide avec la méthylation
progressive de '’ADN au promoteur Wp. Le promoté&p contient des séquenc&nhancer
spécifigues d’EBNAZ2. Il a donc été proposé que @ la protéine virale EBNA2 qui, une fois
exprimée a un niveau suffisant, permette ce chaageme promoteur. Les transcrits initiés au
promoteur Cp commencent par deux courts exons, CICZ qui sont ensuite épissés
alternativement a I'exon W1 ou W1’ comme les tramsdnitiés a Wp. Il est cependant intéressant
de noter gu'’il a récemment été montré que le preordtVp n’est jamais complétement éteint et que
des transcrits provenant de ce promoteur sont desijmouvés dans des cellules immortalisées par
EBV (Elliott et al., 2004; Hutchings etl., 2006)

a- EBNA1l:

Les transcrits EBNAL sont initiés a partir du préews Wp, au moment de la circularisation
du génome viral. Puis, comme pour les autres preseEBNA, la transcription passe sous le
contréle du promoteur Cp, une fois la transformmatiellulaire établie. Dans les latences de tyge | e
I, ou la protéine EBNA1 est la seule des protéiBBSIA a étre produite, les promoteurs Cp et Wp
sont éteints par méthylation, et le promoteur @mgre relaigSchaefer et Lasanen, 2003)

La protéine EBNAL est retrouvée dans tous les tyjedatence et, de ce fait, dans toutes les
pathologies associées a EBV. En effet, les prawidtiologiques de la protéine EBNA1 sont
indispensables au maintien du virus dans la cedal@rolifération. Ainsi, EBNAL se fixe sur une
région de répétitions située dans l'origine de iodpion plasmidique (oriP) et également sur les
chromosomes de la cellule héte lors de la mitosac&a ces fixations, la protéine EBNA1 permet
la réplication et le maintien du génome viral desscellules en prolifération. La protéine EBNAL
peut également agir en tant qu’activateur transoripel, sur quelques promoteurs viraux et
cellulaires(Hebner et Lasanen2003)

La localisation nucléaire ainsi que les fonctioSBNAL ont été montrées comme étant régulées
par des modifications post-traductionnelles. Aiasi,niveau de la région centrale riche en glycines
et arginines d’EBNA1, la méthylation sur certairsginines semble permettre sa localisation au
niveau des nucléoles, alors que la phosphorylad®rsérines régule a la fois ses propriétés de
trans-activateur et de maintien du génome \Balre etal., 2006) Enfin, selon la sérine ciblée au
sein du signal de localisation nucléaire d’EBNA&, phosphorylation diminue ou accroit le

transport vers le noyau via un contréle par l'inpara5 (Kitamura et al., 2006)
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Quelgues études montrent également I'importancéa geotéine EBNAL pour la transformation

cellulaire. En effet, des souris transgéniques pBBNALl présentent une forte incidence de
lymphomes B, et I'expression de la protéine EBNAdngl une lignée de CNP augmente ses
propriétés tumorigenes et métastatiques. De phagpendamment de sa fonction de maintien du
génome viral, EBNA1 semble impliqué dans l'inhibitide I'apoptose des cellules B infectées par

EBV quel que soit le type de latence exprimée pairlis(Kennedy et Sugden2003)

b- EBNAZ2 et EBNA-LP :

Les protéines EBNA2 et EBNA-LP sont localisées dansoyau et font partie des premieres
protéines virales exprimées dans les lymphocytegdgtés par EBV, dés I'arrivée du génome viral
dans le noyau. Ces deux protéines permettent anphHgcytes B quiescents de passer de la phase
Go & G du cycle cellulaire, notamment grace a I'activatde la cycline D2, mais elles permettent
également d’induire I'expression d’autres geneawsdr notamment LMP(Peng et Moses, 2005)
EBNA2 et EBNA-LP sont essentielles a I'immortalisat cellulaire induite par EBV. En trans-
activant plusieurs promoteurs cellulaires et vircdtIBNA2 est essentielle a I'immortalisation et a la
transformation,in vitro, des lymphocytes B. Ainsi, la protéine EBNA2 régulotamment : les
génes EBNA par l'intermédiaire du promoteur Cp, ¢&mes qui codent les protéines LMP1 et
LMP2 ainsi que les genes cellulaires : CD21, C2BGR (Gardner-Rasheed feline sarcoma viral
oncogene homolog) et-MYC (v-MYC avian myelocytomatosis viral oncogene homolog).
L’activation des proto-oncogénes=GRetc-MY Cpourrait contribuer a 'altération de la croissanc
et de la différenciation cellulaire. La protéine N2 augmente aussi I'expression de CCR7
(récepteur de la chimiokine MIF33jui permet normalement I'attraction des lymphosyfeet B) et
celle des facteurs de transcription AML2 (Acute My& Leukemia 2) et BATF (Basic leucine
zipper transcription factor, ATF-like). Ce dernienembre de la famille AP-1/ATF (Adaptor
Protein 1 / Activating Transcription Factor), régulégativement I'expression de la protéine Zta et
donc inhibe I'entrée des cellules en cycle lytigRarallelement, I'expression de la protéine EBNA2
est associée a une diminution de I'expression deh#dne lourde des immunoglobulines. Il faut
€galement noter que l'activité trans-activatriceBNA2 peut étre fortement inhibée par des
phosphorylations dépendantes du cycle cellufate etal., 2006)

La protéine EBNA-LRaussi appelée EBNAS) est majoritairement compdade peptide répétitif

de 66 acides aminés, codé par une unité répétdewkeexons deérivés de la région IR1. L'activité
co-activatrice de la protéine EBNA-LP est égalenrégulée par sa phosphorylation, dépendante
du cycle cellulaire, et par la formation de compkeyprotéigues et se co-localise, dans le noyau,
avec les protéines pRb, p53 et p14ARF (qui inhebééigradation de p58Young etal., 2004)
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Alors que la transfection de p14ARF induit I'ard& la croissance et la mort cellulaire, la présence
d’EBNA-LP réduit considérablement cet effet. Aingia été suggéré que la protéine EBNA-LP
pourrait bloquer l'action de pl4ARF et donc diminde niveau de la protéine p53, dont

I'expression est élevée au début de l'infectionljiEBV (Ling et al.2005)

C- LesEBNA3:

Les protéines EBNA3 (EBNA3A, 3B et 3C) sont locééis dans le noyau, associées a la
matrice nucléaire et au nucléoplasme. Elles réglilexpression de génes cellulaires et se fixent a
certaines protéines cellulaires comme RRPEEtte interaction module la trans-activation EBNA
dépendante des promoteurs cellulaires et virauxsiAEBNA3C induit I'expression de la protéine
virale LMP1, de CD21, et permet de réprimer le potear Cp. Les effets répresseur d’EBNA3A et
3C sont notamment dus a leur fixation a RBRRydi interfere avec celle ’EBNA2. EBNA3C a un
effet plus direct sur le cycle cellulaire puisqléesupprime l'arrét en €M, normalement observé
apres l'action d’agents génotoxiques et pourraisiacontribuer a I'accumulation de dommages sur
’ADN. Contrairement aux protéines EBNA3A et EBNA3a protéine EBNA3B ne semble pas
essentielle a la transformation des lymphocytés Btro (Wade et Allday, 2000)

6-1-2- La famille des LMPs (Les protéines membranegs) :

Les transcrits codant pour les protéines membrasmalu virus d’Epstein-Barr sont initiés a
partir de deux promoteurs spécifiques activés paprbtéine nucléaire EBNAZ.e promoteur
bidirectionnel LMP1/LMP2Bp ainsi que le promoteuMB2Ap se situent au niveau des TR du
génome d’EBV
Le transcrit codant la protéine LMP1 est formé aestexons et est synthétisé vers la gauche,
contrairement a tous les autres transcrits expronésnt la phase de latence. Ce transcrit esg iaiti
partir du promoteur bidirectionnel LMP1/LMP2Bp. Liganscrits codant pour les protéines LMP2A
et LMP2B, encore appelées TP1 et TP2, sont forragaudtiples exons situés de part et d’autre des
TR. Ainsi leur synthese ne peut étre initiée queapla circularisation du génome. Le transcrit
codant pour LMP2B est initié a partir du promotéidirectionnel permettant aussi de transcrire
’ARNm codant pour LMP1 alors que le transcrit codpour LMP2A est initié par le promoteur
LMP2Ap (Young etal., 2004)
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a- LMP1:

Le transcrit correspondant a la protéine LMP1 esplus abondant du cycle de latence
(50 a 60 copies par cellule dans la latence deltj)pet est synthétisé vers la gauche, contrair@me
a tous les autres transcrits exprimés durant ént¢at LMP1 est une protéine de membrane ayant
une demi-vie courte (environ 3h). Elle est fortemerssociée au cytosquelette et forme
constitutivement des agrégats dans la membraneniglas, méme en I'absence de facteurs de
croissance exogenes ou d’autres protéines virdd#s. comprend 3 domaines : un domaine
N-terminal cytoplasmique de 24 acides aminés, umailoe transmembranaire de 162 acides
aminés composé de 6 hélices a et un domaine Cnarroytoplasmique de 200 acides aminés.
Les domaines N-terminal et transmembranaire sosporesables de I'ancrage de LMP1 a la
membrane et de son agrégation constitutive. Le dwn@ terminal cytoplasmique est, quant a lui,
impliqué dans l'activation des voies de signalmaticellulaire induites par LMP1. LMP1 est
considéré comme l'oncogene majeur d’EBV. Grace asigmalisation, LMP1 présente des
propriétés immortalisantes et transformantes, et responsable de nombreux changements
phénotypiques dans les cellules infectées par I'EBMINg et al.,2004)
La région de LMP1 responsable de I'induction deewvale signalisation cellulaire est incluse dans
la partie C terminal cytoplasmique de la protéiGette région se subdivise en 2 domaines
importants dits C Terminal Activatig Region (CTAR)et CTAR-2 qui incluent eux-mémes les
sites dits Transforming Effector SitéSES)-1 et TES2, dont les rbles dans la signatisaét la
transformation se recouvrent en grande partie.2ZaBmmaines sont responsables de I'activation des
voies p38 et INK/AP1 et de l'activité NF-kB induftar LMP1. Les médiateurs proximaux de ces
voies identifiés a ce jour et interagissant dinexet avec LMP1 ont également été caractérisés au
préalable par leur interaction avec les membretadamille des récepteurs au TNFa (TNF-R).
Il s’agit des protéines TRAF (TNFR Associated Fegtinteragissant avec TES1) et TRADD
(TNF-R Associated Death Domainteragissant avec TES@Ylerchant et Swart, 2001)

b- LesLMP2:

Les ARNm de LMP2A et LMP2B sont transcrits a padir méme gene mais de promoteurs
différents. Le promoteur de LMP2B est en fait pLMpUdisque ce promoteur est bidirectionnel.
Ainsi, la protéine LMP2B est une version tronquéd MP2A a laquelle il manque tout le domaine
amino-terminal cytosolique. LMP2A joue un réle innfamt dans le maintien a I'état latent du virus
in vivo. En effet, LMP2A possede des motifs ITAM (Immuremeptor Tyrosine-based Activation
Motifs) qui permettent de lier et de séquestrertigesine kinases Lyn et Syk nécessaires a la

signalisation du récepteur des lymphocytes B (B@Rrchant et Swart, 2001)
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La protéine LMP2A recrute également les ligase9 (8 vont ubiquitinyler les protéines Lyn et

Syk et donc activer leur dégradation par le pratées En bloquant la voie de signalisation du
BCR, la protéine LMP2A inhibe le passage de lanke¢éeau cycle lytique, normalement induit par la
signalisation du BCR. Cependant, LMP2A stimule aeriain degré les tyrosines kinases et fournit
des signaux de survie mimant I'activation du BCRpéchant ainsi les lymphocytes B de suivre
leur développement normal dans les centres gerifsinaés transcrits de LMP2A ou LMP2B sont

frequemment détectés dans les lymphomes de Hodgkoarcinome du naso-pharynx et dans le
Lymphome de Burkitt suggérant que LMP2A est undactlé dans la capacité d’EBV a contribuer
aux cancers humains. LMP2A est en effet capablpattciper a la transformation des cellules
épithéliales notamment grace a l'activation dess/ale signalisation cellulaire PI3K-Akt et

B-caténine, mais également a leur pouvoir métasiafang et, 2009)

6-1-3-Les ARN viraux non codants :
a- EBER 1etEBER2:

Les EBER-1 et -2 sont deux petits ARN de respentent 167 et 172 nucléotides,
non poly-adénylés et non codants. Ces deux ARN sgmihétisés par 'ARN polymérase 1l au
niveau de la région BamHI-C du génome viral en anaenl’oriP. Ils représentent, avec environ
107 copies par cellule, les transcrits viraux les @bondants dans des cellules infectées par EBV.
Il a récemment été montré que la protéine viral®&E&B est capable d’augmenter la transcription
des ARN EBER en induisant I'expression des factderranscription associés a leur I'expression.
Des expériences d’hybridation situ ont montré que les ARN EBER sont localisés dansmjeau
des cellules infectées par E§®@wen etal., 2010)

Ces EBER en interagissant avec plusieurs prot@ekslaires, dont la protéine PKR, la protéine
ribosomale L22, I'antigene La, forment des compderbonucléiques trés stables. Il a été montré
gue les EBER conférent une résistance a l'apoptodaite par l'interférono (IFN-a) en
interagissant avec la PKR et en inhibant sa phagfaimn. De plus, les EBER induisent
I'expression de plusieurs cytokines cellulaires tddnterleukine 10 (IL-10) dans les cellules B,
'IL-9 dans les cellules T et I'IGF1 (Insulin-lik&rowth Factor 1) dans les cellules épithéliales,
chacune fonctionnant comme un facteur de croissantmcrine. Cependant, les mécanismes par
lesquels les EBER induisent ces cytokines restanbre a étre élucidéérang et al., 2004;
Nanbo etal., 2005)

Il a été démontré qu’une délétion de la région iexant les EBER du génome viral ne perturbe ni

limmortalisation des cellules B vitro par EBV, ni la réplication virale.
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Cependant, la réintroduction des EBER dans degdigme lymphome de Burkitt EBV négative
restaure leurs capacités a pousser sous agar nmalyige des tumeurs dans des souris, a résister a
l'induction de I'apoptose et a sur-exprimer 'ongwtéine BCL2. Toutes ces études suggerent que
les ARN EBER bien que non essentiels pour I'imnisddéion des lymphocytes B vitro par EBV,
pourraient avoir une contribution importante daes pathologies associées a EBY vivo
(Nanbo etal., 20085.

b- Les ARN BART et les micros ARN viraux :

Les ARN BART (Rightward Transcrits of tgamHL A region) ont été identifiés pour la
premiere fois dans des tissus de carcinome du plagynx et sont retrouvés dans toutes les
latences virales d’EBV. Un virus possédant un géndépourvu de la région BART ne voit pas sa
capacité a immortaliser des lymphocytesnBritro altérée indiquant que les ARN BART ne sont
pas essentiels. Les transcrits provenant de cégierr BART sont différentiellement épissés et
plusieurs cadres de lecture ouverts (ORF) ont muiééntifies incluant BARFO, RK-BARFO, A73
et RPMS (Smith et al., 2000) mais la question de la production de protéingsaidir de ces
différentes ORHN vivo est trés controversée. Cependant, des étudeséesl vitro suggerent
différents rbles pour ces protéines. Il a notamm&Bt montré que la protéine RPMS1 serait
impliquée dans la régulation négative de la voieccN@t EBNA2(Van-Beek etal., 2003)

Cette région BART du génome viral est aussi le &xpression de la grande partie des micros
ARN retrouvés chez EBV. Les microARN (miARN) sorgsdpetits ARN non codants d’environ
21-24 nucléotides de longueur qui jouent un rélesdanhibition post- transcriptionnelle d’ARNmM
cibles(Bartel et al., 2004) Le virus d’Epstein-Barr a été le premier virus hinmmaour lequel des
MIARN ont été identifiegPfeffer etal., 2004)

Les miIARN d’EBV sont localisés dans deux clustefi@dents sur le génome d’EBV, un au niveau
de la région BART et un au niveau du gene BHRFI4ab pour une protéine homologue de
BCL2). Les miARN de la région BART sont produitgartir des introns des transcrits BART,
excepté le mARN-BART2 qui est transcrit a partir lokin antisens de la région 3'UTR du gene
BALF5 (codant pour I'ADN polymérase virale). Cesudeclusters de microARN sont différemment
exprimeés en fonction de la latence virale. En eféest miIARN-BART sont fortement exprimés dans
les cellules en latence Il (par exemple dans dégde® provenant de cancer du naso-pharynx), alors
gu’ils sont a peine détectables dans les LCL (kdeHhl) et la plupart des BL (latence ).
A l'inverse, les miARN BHRF1 sont associés a lamae Ill et & I'utilisation du promoteur Cp/Wp.
Ceci suggere que les miARN BHRF1 sont issus d’'tmoimprovenant du large transcrit codant les
EBNA (Pfeffer etal., 2004 ; Cai efal., 2006; Cullen, 2006)
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Le réle exact de tous les miARN d’EBV reste a éeci méme si certaines études montrent que
certains de ces miARN auraient un role régulateufichmortalisation par EBV |l a notamment
été montré que le cluster de miARN BHRF1 contribda transformation de cellules B par EBV
vitro. En effet, l'utilisation d’'un virus mutant dépourwde ce cluster de miARN montre une
capacité de transformation réduite par rapport &iws sauvage. Ces miARN BHRF1 permettent
d’inhiber I'apoptose et de favoriser la progressitincycle cellulaire dans les phases précoces de
l'infection par EBV. Il a de plus été montré quenecroARN-BART2 réprime I'expression de
'ADN polymérase virale BALF5 en entrainant la d&gmtion de 'ARN messager codant pour
BALF5 et que le microARN-BARTS réprime I'expressiae la protéine PUMA (protéine
pro-apoptotique). Enfin, certains miARN BART periteet de réguler négativement I'expression de
la protéine de latence LMP1, protéine essentiellendnortalisation mais pouvant devenir toxique

pour les cellules si elle est surexprinée et al., 2007; Seto eal., 2010 ; Feederle e4l., 2011)

7- Biologie de l'infection par 'EBV :

La transmission de 'EBV a un hoéte naif s’effectutgmalement via la salive provenant d’'un
individu positif. Selon le modéle représenté dafiggure 5, il y aurait premiérement un événement
lytique avec production de virus au niveau de tiggium mucosal du naso-pharynx. Vu le contact
étroit avec la couche sous-épithéliale riche erplyatytes, 'EBV peut alors atteindre sa principale
cible, le lymphocyte B matur@lutt-Fletcher, 2007).

Selon certains auteurs celui-ci serait capablegemtiannellement, de soutenir l'infection lytique.
L’entrée du virus dans les lymphocytes B est mégagel'interaction de la glycoprotéine majeure
du virus, la gp350, avec le récepteur CD21 préseénta surface de la cellule cible.
D’autres molécules de surface agissent comme @ptéars pour l'infection des lymphocytes B,
notamment le CMH 1l qui lie la glycoprotéine virala gp42. Ainsi, les interactions entre ligand et
récepteur mises en ceuvre, assurent I'entrée ds #@ans la cellule B naive par internalisation dans

des vésicules cytoplasmiqu@allan, 2004)
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Figure 5 : Représentation schématique des étapes précocadeldibn par I'EBV.

Aprés un contact étroit, les particules viralessprdes dans la salive des individus infectés
pénétrent dans la muqueuse épithéliale ou il peatojr une réplication lytique. La proximité au
tissu lymphoide sous-jacent, riche en lymphocytesp&met l'infection de ces derniers via
l'interaction entre le CD21 exprimé a la surfacdaleellule B et la glycoprotéine virale, la gp350.
Suite a l'infection des lymphocytes B, et dépendaminades circonstances relatives a I'h6te, 'TEBV
peut adopter un état de latence voulant I'expresgidun ou de plusieurs genes viraux.
Le programme de latence Il est caractérisé papfession de tout le répertoire des génes viraux.
LMP, protéine membranaire latente; EBNA, antigeneacléaire du virus Epstein-Barr
(d’aprés Kutok et Wang, 2006)

Bien que l'infection lytique dans la cellule B spibssible, cette derniére est plus apte a resteeind
'expression des genes viraux a un programme dmdat Pour ce faire, le génome linéaire se
circularise au niveau des TR donnant ainsi naigsanda forme épisomale du génome viral
caractérisant I'établissement de la latence et titoaat un pré-requis pour linitiation de

'expression des genes de latence. Quatre prograndedatence sont décrits selon les profils de

géenes exprimé@ardie, 2010)(tableau I).
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Tableau |: Programmes de latence de I'EBV et les patrons piéssion les caractérisant
(d’aprés Hardie, 2010)

Programme de latence Génes exprimés
Latence O EBERs

Latence | EBNA1, EBERSs

Latence Il EBNA1, LMP-1 et 2, EBERS
Latence Il EBNA1L, 2 et 3, LMP-1 et 2, EBERSs

A noter que seul le programme de latence Il perbespression de tous les génes de latence
encodés par 'EBV, notamment les génes spécifiquassix antigeénes nucléaires EBNAs, aux trois
protéines membranaires et des deux EBERs. Lesimestéle latence interagissent d’une part entre
elles et d’autre part avec les facteurs de trapion cellulaire pour garantir I'activation et la
prolifération des cellules B infectées. Par aikguces dernieres s’engagent, dans les centres
germinaux, dans une dynamique d’expansion clon@elifférenciation et de survie en absence de
toute stimulation par les lymphocytes T ou par &gnhaux de survie. Ceci aboutit a la
différenciation des cellules B infectées en cefulmémoires, principal réservoir du virus.
Selon ce modéle, 'EBV en état de latence 0 asatii@nsi sa persistance dans I'organisme pendant
toute la durée de vie de l'individu sans avoir grarer aucun gene latent (a I'exception des
EBERSs). Lors de la différenciation des cellules Bnmoires en plasmocytes, on assiste a la
réactivation du virus qui se traduit par une inidia de la phase lytique du cycle viral aboutissant

la production de nouveaux virions. La dite  phageplique I'expression séquentielle

d’approximativement 80 génes lytiques codant respgoent pour :

0] des protéines pré-précoces IE (Immediately Eaagjssant comme trans-activateurs de
'expression des genes précoces,

(i) des protéines précoces EA (Early Antigen) incluastprincipaux acteurs du complexe
de la réplication de ’ADN viral,

(i)  des protéines lytiques tardives qui ne sont awjuesles protéines structurales du virion
et qui ttmoignent d’'une infection réplicative protive. L’ADN linéaire viral est par la
suite clivé au niveau des TRs, encapsidé et les\enveloppé est libéré suite a la mort
des cellules EHardie, 2010)
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8- Cycleviral :
8-1- Les voies de contamination :

La transmission de 'EBV se fait essentiellemeant gontact direct avec la salive. Ce mode de
transmission peut expliquer le caractéere ubiqutagt précoce de linfection par I'EBV :
100 % des enfants sont infectés avant I'age de desyen Afrique intertropicale alors que dans les
pays développés, linfection peut survenir dansddlascence ou encore a I'dge adulte.
Des contaminations par transfusion sanguine, \ae&sielles ou lors de transplantations d’organes
ont été rapportées. La présence de I'EBV dans itenhaternel a également était constate.

Apres contact entre individus infectés, le viruagiée dans la cavité buccgdoung etal., 2004)

8-2- Entrée du virus dans ses cellules cibles :

Le virus d’Epstein-Barr est associé a un grand rrerde pathologies telles que le Lymphome
de Burkitt, la maladie de Hodgkin, le carcinomerdiso-pharynx ainsi que des lymphomes T/NK.
EBV est donc capable d’'infecter différents typelbutares : lymphocytes B, cellules épithéliales,
cellules T/NK. L’infection commence par I'entréeud’ virus enveloppé dans une cellule ce qui
impliqgue au moins deux phénomenes différents :iXatibn du virus a sa cellule cible et la
pénétration a travers la membrane cellulaire. Getetration implique la fusion de I'enveloppe du
virion avec la membrane de la cellule cible et psaitproduire a la surface cellulaire ou apres
endocytose. L'entrée du virus d’Epstein-Barr dasslymphocytes B et les cellules épithéliales est
la mieux décrite et differe a la fois en terme det§ines (virales et cellulaires) impliquées et de

voies de signalisation mises en jdlolesworth etal., 2000 ; Hutt-Fletcher, 2007)

8-2-1- Entrée du Virus dans les Lymphocytes B

L’infection commence par la fixation du virus a dallule B. Pour cela 'EBV utilise le
récepteur cellulaire CD21, récepteur appartenalat fmille des immunoglobulines et fixant le
fragment C3d du complément. L'EBV se lie au récept@D21 via sa glycoprotéine d’enveloppe
gp350/220 permettant ainsi la fixation de la paltcvirale sur la cellule. La gp350/220 est une
protéine virale trés abondante et fortement glyldesySa double nomenclature est due au fait que
cette protéine possede deux formes issues d’ARNBreinment épissés, une de 350 kDa et une de
220 kDa. Cette fixation d'EBV a la surface desueb B par I'intermédiaire du récepteur CD21
stimule I'endocytose du virus. Ce phénoméne estessaire a lI'entrée du virus dans les
lymphocytes B. En effet, le traitement de celluksavec le chlorpromazine, un inhibiteur de

'endocytose, inhibe I'entrée du virus dans lawdel(Molesworth etal., 2000)
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La fusion de I'enveloppe du virus avec la cellule&essite au moins trois glycoprotéines virales
formant un tri-complexe non-covalent : la gp85,dp25 et la gp42. Un virus recombinant
n’exprimant plus la protéine gp85 est encore capdbl se fixer sur les lymphocytes B, mais ne
peut plus les infecter. La protéine gp42 se lie emolécules du CMH Il déclenchant alors le
mécanisme de fusion. La protéine gp42 est doncspedisable a la fusion du virus avec la
membrane cellulaire du lymphocyte(Bda etal., 2000)

Le modele d’entrée du virus dans une cellule Blest le suivant : la fixation de la particule veal
via l'interaction gp350/CD21 stimule I'endocytosa dirus, puis, la glycoprotéine gp42 du tri-
complexe gp85-gp25-gp42 interagit avec le CMH @dbst cet événement active le mécanisme de
fusion(Molesworth etal., 2000; Oda etal., 2000 ; Hutt-Fletcher, 2007)

8-2-2- Entrée du Virus dans les cellules épithéliales :

Outre les pathologies malignes lymphoides, 'EBY &ssocié a des cancers épithéliaux,
comme le carcinome du rhinopharynx (CRP) ou leioarme gastrique, suggérant son tropisme
pour ce type cellulaire.

In vivo, 'EBV infecte les cellules épithéliales de I'otmrynx et/ou des amygdales. Néanmoins, le
fait que leur infection ait lieu précédemment obsgiquemment a celle des lymphocytes B est une
guestion encore débattue dans la littérature. Eanehe, lorsque l'infection a lieu, 'EBV y
effectue un cycle réplicatif qui induit la destioct de ces cellules. L'infection de ce type ceiida

est moins bien comprise que celle des lymphocytear3 contrairement aux lymphocytes B, les
cellules épithéliales n'expriment pas le récepteD21. Cependant, différentes équipes ont réussi a
infecter efficacement des cellules épithélialedesnco-cultivant avec des LCLs suggérant que des
contacts directs entre ces deux types cellulaiagraient permettre I'entrée du virus dans des
cellules malgré rlabsence du CD21. Trois voies té&m du virus ont été décrites
(Pegtel etal., 2004 ; Hadinoto etal., 2009)

Une étudein vitro a montré que des immunoglobulines A (IgA) dirigéestre la gp350/220de
'EBV favorisent I'infection des cellules épithélégs par un mécanisme d’endocytose du complexe
IgA-EBV. En absence du CD21, L’EBV peut s’attacher aux tEdliepithéliales grace a ses
protéines gH et gL et aux intégrines présentessari@ce des cellules. Les virions produits par des
LCLs possedent peu de gp42 a leur surface, augntdata tropisme pour les cellules épithéliales.
A l'inverse, les virions produits par les cellulépithéliales possedent un plus grand nombre de
gp42 qui interagiront avec le CMH de classe Il dgsnphocytes B (figure 6)
(Chesnokova etal., 2009)
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Figure 6 : Modele de linfection des lymphocytes B et desudel épithéliales par 'TEBV
(d’aprés Farrell, 2000).
L’EBV infecte les lymphocytes B par interaction enta gp350 et le CD21 (CR2) puis entre le
complexe gH/gL/gp42 et le CMH de classe Il. Lesovis produits par la LCL sont dépourvus de la
gp42 qui est séquestrée par le CMH Il et peuvefdciar les cellules épithéliales grace a
l'interaction du complexe gH/gL et de son réceptéws virions produits par la réplication virale
dans les cellules épithéliales expriment de hawtsanx de gp42 et peuvent donc infecter d’autres
lymphocytes BFarrell, 2000).
Enfin, plus récemment, il a été décrit un procegzarslequel 'EBV utilise les lymphocytes B
comme transporteur pour ensuite infecter les @dl@pithéliales. Ce processus se déroule en 3
étapes :
0] Fixation de virions de I'EBV a la surface des lyropiites B grace a linteraction
gp350/CD21,
(i) Formation d’'une synapse intercellulaire entre lyogyties B et cellules épithéliale,
(i)  Fusion et absorption du virus par les cellulesh@&tiles. Ce mécanisme d’infection se
déroule au niveau des surfaces baso-latéralestleles épithéliales et nécessite CD11b
a la surface des lymphocytes B et CD44v3 (CD44awarB) ainsi que LEEP-CAM
(Lymphocyte-Endothelial-Epithelial Cell Adhesion Moule) a la surface baso-latérale

des cellules épithélialéShannon-Lowe efal., 2006)
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8-3- Etablissement d’une infection latente :

Les lymphocytes B sont les cellules clefs pourabdissement de la latence virale. En effet,
les patients présentant une hypo-gamma-globulingégea I'X et qui manquent de lymphocytes B
ne présentent pas d’'infection EBV persistgi@ulkner et al., 1999) Suite a l'infection par EBV,
Thorley-Lawsonet Gross décrivent une activation et une prolifération dgmphocytes B naifs
infectés similaire a celle obtenue avec une stitrariaantigénique.
Cest en fait [I'expression des protéines virales datence Il (dit également
‘programme de croissarifequi permet ce phénomene mimant ainsi une stinoulataturelle.
La cellule ainsi stimulée migre ensuite vers leglan lymphatique ou le programme d’expression
virale change. Seules 3 protéines virales EBNA1PIMt LMP2 sont exprimées. EBNA1 permet
le maintien du génome viral sous forme d’épisomesatréplication par 'ADN polymérase
cellulaire. Le génome viral est ainsi égalementaréentre les cellules filles lorsqu’une cellule
infectée par EBV se divise. LMP2 pousse la cellufermer un centre germinal. LMP1, en mimant
le signal émis par le CD40, et LMP2, en mimant icdlu BCR, vont permettre la mutation des
genes des immunoglobulines ainsi que le switclysgtie. LMP1 réprimeén vitro I'expression du
facteur de transcription régulateur du centre geaini bcl-6,favorisant ainsi la transformation en
cellule B mémoire et le départ de ces cellules dantre germinal. Des observations récentes
laissent cependant penser que ce rble de LMP1 gibétre différentin vivo. Une seconde
hypothése est fondée sur linfection préférentialies lymphocytes B mémoire et non naifs
(Thorley-Lawson et Gross, 2004 ; Roughan etl., 2010)
Ces cellules subiraient une expansion clonale é&brigar le programme de croissance viral.
Cette hypothése a été émise pour expliquer l'alessatec marqueurs phénotypiques du centre
germinal sur les cellules infectées par EBV idéds par microdissection et présentes dans les
centres germinatifs des amygdal@€ependant, une étude récente montre que le prograden
latence Il (dit‘de défaul) est compatible avec le maintien de la fonctiomé@alu centre germinal et
offre ainsi un argument de poids pour penser queetdre germinal est un noceud crucial pour le
développement de pathologies lymphoides associ&@v/acomme les lymphomes de Hodgkin et
de Burkitt(figure 7) (Roughan et Thorley-Lawson, 2009 ; Rowe etl., 2009)
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Figure 7 : Schématisation de la facon dont EBV utilise lddme des cellules B
afin d’établir et de maintenir son infection daasbmpartiment mémaoire
(d’aprés Thorley-Lawson et Gross, 2004)

8-4- Persistance virale :

Une fois en périphérie, les cellules B mémoiredtdes par du virus latent vont arréter toute
production de protéines virales. C’est la lateneetygpe | ou 0. Immédiatement apres I'infection
aigué, la proportion de cellules de ce type darssug peut atteindre 50 % des cellules B mémoires
d’un individu. Mais ce nombre diminue rapidementuatan apres I'épisode infectieux aigu, on
retrouve 1 cellule infectée par EBV sur 105 a M6dhocytes B mémoires. Il semble alors que ce
nombre se stabilise reflétant certainement I'éjralientre les lymphocytes B mémoires qui se
divisent, les nouveaux lymphocytes B mémoires iéfeet ceux qui vont étre détruits par la reprise
de la multiplication virale. La division cellulairest vraisemblablement le fait de I'homéostasie
cellulaire car aucune protéine produite par le ssime permet de provoquer cette division.
En revanche, lorsque la cellule mémoire se divésprotéine virale EBNAL est produite permettant
une multiplication du génome viral et sa divisiomre les cellules filles. EBNA1 est tres peu
immunogéne et ne déclenche donc pas de réactianecoes cellules mémoires en division. La
capacité de la région répétée glycine-alanine d’BEBN'inhiber la dégradation par le protéasome
et la présentation des peptides d'EBNA1l par lesémdés du CMH contribue également
certainement a cet échappement au systeme imnrenit& virus persiste dans le compartiment B

mémoire a I'abri du systéeme immunita{téochberg etal., 2004)
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8-5- Réplication virale :

Afin de pouvoir infecter de nouveauxtdget également renforcer le pool de cellules B
mémoires porteuses du virus, EBV doit pouvoir aibboatune excrétion de particules virales
infectieuses. Les signaux naturellement a I'origleda différenciation des cellules B mémoires en
plasmocytes sécréteurs vont également permetiveumude se réactiver. La capacité des cellules B
mémoires infectées a se transformer en plasmoowutésvirus se réplique est confirmée.

La connaissance du cycle Iytique est limitée carakiste pas de systeme de culture permettant
'étude de ce cycle complet. De plus, le cycleqyg aboutit la plupart du temps a la mort de la
cellule héte (du moins lymphoide). Les données elletment disponibles viennent de lignées
cellulaires porteuses de formes latentes d’EBVasatsdesquelles la multiplication virale est induite
par un phénomeéne extérieur (agent chimique, liaisrec des immunoglobulines...).
Lors de son cycle réplicatif, le virus, dont le gare est alors linéaire et extra-chromosomique,
utilise la machinerie enzymatique virale et cekidal cellule infectée pour exprimer les protéines d
cycle lytique, se répliquer et produire de nouveaitons. L'expression des genes du cycle lytique
se fait de maniere séquentielle. Les produits @egegtres précoces activent I'expression des genes
précoces, qui induisent la réplication du génonnal viecessaire a la transcription des genes tardifs
Les produits de ces genes tardifs sont essentiéssemblage et a la maturation des particules
virales infectieusefigure 8) (Al Tabaa etal., 2009)
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Figure 8 : Cycle virale productif de 'EBV dans les cellulesvitro (d'aprés Manet etal., 2003)
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8-5-1- Les génes immeédiats précoces :

Le cycle productif d’'EBV débute par lession de génes ditsimmédiats précocey
les genes BZLF1 et BRLF1 codant respectivement gdear facteurs de transcription EB1
(encore appelé Zebra ou Zta) et R (encore appealg Rt
EBL1 est la premiere protéine virale a étre exprink#le détermine I'entrée du virus dans la phase
productive en coopération avec la protéine R. E&lua facteur de transcription appartenant a la
famille des protéine$b-zip” (pour« basic leucine zippé) qui se fixe sous forme d’hétérodimere a
'ADN . Il a notamment été montré que la seule expresstola ¢rotéine EB1 dans des cellules
infectées par EBV est nécessaire et suffisant@duiction du cycle product{Manet etal., 2003)
La phase de latence fait suite a l'infection, ditecphase de latence il peut y'avoir I'activatiam d
cycle virale productifln vitro cette activation peut étre induite par des industehimiques ou
biologiques. Le cycle productif est caractérisé fiaxpression séquentielle des genes viraux : les
protéines immédiates précoces permettent I'expresdes génes précoces, les produits de ces
géenes précoces sont impliqués dans la réplicationgéhome viral, réplication qui précéde
I'activation des genes tardifs codant pour desgimes de structure de particule virale.
Ce facteur de transcription viral joue un réle déastivation du cycle productif en activant son
propre promoteur, le promoteur du géne BRLF1 ex c&s genes précoces. De plus, il a été montré
gu'EB1 est capable d'inhiber les promoteurs Cp, 8&gMP1/LMP2Bp, promoteurs utilisés en
latence(Sinclair et al., 1991)
La protéine R codée par le gene BRLF1 est un faaeutranscription qui agit sous forme de
dimere en se fixant & ’'ADN au niveau de nombreuanpteurs de génes précoces. R et EB1
agissent au niveau de certains promoteurs préaesaniere synergique. Enfin, il a été rapporté
gue la protéine R seule est capable d’activer &declytique dans des cellules épithéliales et dans
certaines cellules B mais de maniere moins efficpoe la protéine EB{Zalani et al., 1996 ;
Westphal etal., 1999)

8-5-2- Les génes précoces :

Les genes précoces sont définis comme les genagxvexprimés apres réactivation mais
avant la réplication du génome viral. Le génomalvest répligué probablement suivant le
mécanisme du cercle roulant via deux origines gécation ori-Lyt. La réplication de ce génome
met en jeu un complexe de réplication d'originealdircomposé d’'une ADN polymérase (BALF5)
et de son facteur de processivité (BMRF1), d'unkcage (BBLF4), d’'une protéine de liaison a
'ADN simple brin (BALF2), d’'une primase (BSLF1) ete son facteur associé (BBLF2/3) et

nécessite aussi la présence du facteur immédied@edEBI1(Juillard et al., 2012)
27



Chapitre | Virus difstein-Barr

Les génes définis comme précoces codent essemtiltedes protéines ayant un lien avec la
réplication du génome viral mais d’autres protéinas aussi été décrites notamment la protéine
EBZ2, le produit du gene BHRF1 et le produit du gBoRF1.

EB2, produite a partir de TORF BMLF1, est une pioe précoce du cycle productif d’'EBV. Cette
protéine interagit avec '’ARN et permet I'accumidatcytoplasmique de certains ARN messagers
viraux précoces et tardifs produits a partir deegédépourvus d’intron. La protéine EB2 est
indispensable a la formation de nouveaux viriortsem son absence certains ARNmM viraux
précoces et la plupart des tardifs sont inefficaa@nexprimés. Enfin, en plus de son action sur la
stabilisation et I'export des ARNm viraux, EB2 joue rble dans la traduction de ces ARNm
(Ricci etal., 2009 ; Juillard etal., 2012)

BHRF1 est 'homologue fonctionnel viral du protoeogéne BCL2 et protége les cellules B ainsi
gue les cellules épithéliales de la mort par amptiurant le cycle productif. Récemment, il a aussi
été montré que BHRF1 est exprimé durant la lateimaée (Kelly et al., 2009)

La protéine BCRF1 est une protéine précoce du cpeteluctif d’EBV dont la fonction a
récemment été découverten effet, BCRF1 est une TBP-like et est indispblesa I'expression des
genes tardifs. La protéine TBP (TATA-box Bindingotin) est la protéine cellulaire responsable
de la formation du complexe de pré-initiation detri@anscription sur les promoteurs cellulaires
possédant une boite TATA. La protéine BcRF1 estdmpable de se fixer, comme TBP, sur des
séquences TATA, ainsi que sur des séquences TAGUerces spécifiques de la plupart des genes
tardifs (Gruffat et al., 2012)

8-5-3- Les génes tardifs :

La phase tardive est définie par I'espren des genes tardifs codant essentiellement pour
des protéines structurales du virus d’Epstein-Bprotéines de capside, protéines du tégument,
glycoprotéines d’enveloppeles genes tardifs d’'EBV sont traditionnellementirdé comme les
genes exprimés apres la réplication de 'ADN. C’pstirquoi l'utilisation de l'acyclovir et du
ganciclovir, deux analogues nucléotidiques bloqukntréplication de I'ADN viral, inhibe
I'expression des génes tardifs et bloque donc daymtion de nouvelles particules virale. Certains
genes tardifs peuvent cependant étre exprimés emd@&mment de la réplication de 'ADNn
grand nombre de génes cellulaires, transcrits RN polymérase Il, présente dans leurs
promoteurs une séquence TATA sur laquelle est t&erda protéine TBP qui permettra la formation
du complexe de pré-initiatiorAlors que les promoteurs des génes tres précocgseebces
possédent cette séquence TATA, les promoteurs pleipart des genes tardifs possédent en lieu et

place de la boite TATA une séquence consensus TATT
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A la fin de la phase tardive les concatémeéres iliegad’ADN viral issus de la réplication sont

clivés au niveau des régions TR pour former degsird’ADN viral qui sont ensuite empaquetées
dans les virions. La phase tardive de linfectidiowit a la production de nouvelles particules
virales(Serio etal., 1998 ; Johannsen atl., 2004)

9- Meécanismes de défense immunitaire :

La défense immunitaire consiste en une réponsesinné spécifigue, composée entre autres
par les phagocytes, les cellules NK, le systemecaaplément et l'interféron, ainsi qu'en une
réponse adaptative spécifigue composée par leshigoytes T cytotoxiques CD8+ et les anticorps
produis par les lymphocytes(Blossman etal., 2005 : Chaplin, 2006)

9-1- Réponse innée :

Le systeme immunitaire inné fournit la premierenégde défense contre l'invasion par des
pathogenes, tel l'infection virale par EBV. Cetipanse non spécifique qui se manifeste rapidement
s'exerce de la méme facon quel que soit I'antigkes. neutrophiles sont généralement les
premiéres cellules a migrer au site d'infectionaetencontrer les pathogénes, mais obtiennent
rapidement l'aide des monocytes suite a leur recremt dans le foyer infectieux. Les neutrophiles
et les macrophages sont des cellules phagocyigiiesxercent un role crucial dans la défense de
I'h6te, notamment lors de I'immunité non spécifiquésqu'ils reconnaissent, ingerent et détruisent,
par phagocytose, différents pathogenes. Les raosptde surface des neutrophiles et des
macrophagepermettent de reconnaitre la structure consengendéécules de pathogeretde les
différencier des molécules de I'hdte, sans avosoimed'une exposition préalable & un antigéne
spécifique. Les neutrophiles peuvent lyser lesdraas et les virus ingérés par les enzymes lyriques
présentes dans leurs granules, alors que les m@sogguvent présenter les antigenes phagocytés
aux cellules T CD4+ dans les organes lymphoidesnskzires. Outre leur fonction phagocytaire, les
neutrophiles et les macrophages peuvent égaleméatéter d'importants médiateurs de
I'inflammation, dont les cytokines et les chimiaksnpouvant interférer avec la réplication virale et
entrainer une défense anti-EBV. Les molécules inalids comme l'interféron de type 1 contribuent
de plusieurs maniéres a la défense antivirale,moint en activant les cellules NK. Ces cellules
ont aussi la capacité d'éliminer les cellules itffes en lI'absence de sensibilisation antigénique
antérieure. Le systeme du complément, un compesaentiel de I'immunité innée et exerce quatre
fonctions différentes, soit lyser les cellules otées, faciliter la phagocytose, augmenter la i&act
inflammatoire et attirer les phagocytes par chiasgsme (Mossman et al., 2005;
Chaplin, 2006)
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9-2- Réponse adaptative :

Cette premiere ligne de défense non spécifiquaakmrcependant une efficacité limitée. En
conséquence, l'infection par EBV déclenche ensuite réponse immune adaptative, soit une
réponse a médiation cellulaire impliqguant la re@ssance d'un antigene présenté par les
molécules du CMH. La réponse a médiation cellulammprend une réponse humorale, qui fait
intervenir des anticorps synthétisés et sécrétéepdymphocytes B, et une réponse cytotoxique T.
L'immunité a médiation cellulaire exerce un roldigpensable dans le contréle des infections
virales. Le contrdle complet de la proliféerationsdgmphocytes B, et particulierement la
prolifération des cellules cancéreuses EBV postivest possible par l'apparition de la réponse
cytotoxique T. Les lymphocytes T qui n'ont encoaengis rencontré d'antigenes sont appelés
lymphocytes T naifs. lls circulent dans le sandyitaphe et les organes lymphoides secondaires a
la recherche d'antigene spécifique présenté paCédlsles Présentatrices d'Antigenes (CPA), tels
les cellules dendritiques, les macrophages etyl@phocytes B. Si aucun contact spécifique n'a
lieu, les lymphocytes T naifs quittent I'organe pymaide secondaire et retournent dans la
circulation et migrent vers d'autres tissus lympkei Cependant, lorsqu'un lymphocyte T naif
reconnait un antigeéne, il arréte sa migration sterattaché a la CPA dans l'organe lymphoide. Ce
contact permet I'échange de signaux et déclenglidéération, la stimulation et la différenciatio
des lymphocytes T naifs en cellules effectricesabbgs de combattre l'infection. Il existe deux
populations de lymphocytes T : les lymphocytes Xilaires exprimant le CD4 et les lymphocytes
T cytotoxiques exprimant le CD8. Les lymphocyte€D8+ provoquent la destruction des cellules
infectées par la libération de perforines et denzymes, protéines cytotoxiques induisant
'apoptose, et contrblent également la réactivatitas infections latentes. D'autre part, les
lymphocytes T CD4+ contribuent a l'activation desllides CD8+ et stimulent aussi les
lymphocytes B présents dans les organes lymphaséesndaires afin qu'ils produisent des
anticorps. Effectivement, suite a l'infection dardanisme par EBV, une réponse humorale est
également déclenchée par l'apparition d'anticoiigéd contre plusieurs protéines virales latentes
et lytigues. En fait, cette infection virale inddiexpansion clonale des lymphocytes B en
plasmocytes, cellules sécrétrices d'anticorps. &wgorps sont dirigés principalement contre la
glycoprotéine gp350. Les cellules T effectriceslest plasmocytes possedent une durée de vie
limitée puisque la majorité d'entre elles entre agoptose une fois que l'antigeéne est éliminé.
Toutefois, certaines cellules persistent suit@lariination de I'antigene et celles-ci deviennest |
cellules mémoires. Elles constituent la base deéanoire immunologique fournissant ainsi une
réponse plus rapide et plus efficace lors d'unexidee rencontre avec le méme pathogene

(Landais etal., 2005 ; Mossman eal., 2005 )
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10- Principales pathologies associées a EBV :

L’EBV est associé a un tres large spectre de pagiies bénignes et malignes. L'expression
des protéines virales dans les tissus infectésutest & des altérations cellulaires qui contrilb@en
ces pathologies. Cependant la question qui sequggerne le role joué par le virus (i) déclenchant,

(i) facilitant ou (iii) un simple passager dans @athologies ?

10-1- Infection primaire et pathologies :

L'EBV est présent a l'état latent, de maniére endém dans toutes les populations
humaines: environ 90 % des individus adultes ptésé¢mes anticorps contre ce virus. La primo-
infection par I'EBV a lieu généralement pendantnfance, le plus souvent asymptomatique.
L’infection par 'EBV est d’autant plus précoce qles conditions d’hygiene sont précaires.
En revanche, environ un tiers des adolescents algyeht une MNI lors de leur premier contact
avec 'EBV. La MNI survient majoritairement cheadiolescent ou le jeune adulte entre 16 et 25
ans, avec une période d’incubation de 30 a 50 joGitsst une maladie caractérisée par une
prolifération poly-clonale de lymphocytes B infextguivie de l'apparition de grandes cellules T
cytotoxiques speécifiques de 'EBV. La relation enta MNI et I'infection par 'EBV, découverte

fortuitement en 1967, a été confirmée en 19@ung etal., 2004)

10-2- Infection persistante et pathologies tumorales :
10-2-1-Le Carcinome du cavum :

Le carcinome du rhinopharynx (cavum) est une tumealigne d’origine épithéliale. Ce type
de cancer est relativement peu présent dans lagimpucaucasienne mais est trés fréquent dans
certains pays du Sud-est de I'Asie (Chine, Indanégiét-Nam) et d’Afrique du Nord (Tunisie,...).
Son incidence dans ces régions peut étre influepaédes facteurs environnementaux comme des
habitudes alimentaires ou culturelles (méthodes denservation des aliments,...).
Ce carcinome est caractérisé par des cellules ncameiteuses indifférenciées associées a un
important infiltrat lymphocytaire. Ces cellules geatent une latence virale de type |l
(EBER, BART, EBNAL, LMP1 et LMP2(Williams et Crawford, 2006).

10-2-2- Le Lymphome de Burkitt :

L'EBV a été découvert dans des cultures de celltlewrales issues de patients atteints de
lymphomes de Burkitt (LB). Il s’agit d’'un lymphormealin non hodgkinien de haut grade.
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La cellule lymphomateuse a pour origine un lymphedy et est caractérisée par la présence d’'une
translocation du gene-MYC (chromosome 8) au niveau du locus de génes codast d
immunoglobulines (chaine lourde ou chaine légeng, les chromosomes 2, 14 et 22).
Ces translocations chromosomiques conduisent autexgression dec-MYC Ces cellules
présentent une latence de type | restreinte anésgion d’EBNALWilliams et Crawford, 2006).

10-2-3-Le Lymphome de Hodgkin :

Les lymphomes Hodgkiniens (LH) représentent envB0r?6 des lymphomes et les 2/3 sont
associés a I'EBV. Le LH est une pathologie néoplasicaractérisée par la présence de cellules
géantes appelées cellules de Reed-Sternberg éstaganisation de I'architecture ganglionnaire.
Ces cellules de grande taille binucléées constit@én de la masse tumorale qui est surtout
constituée de cellules infiltrées non cancéreudelus, elles présentent une latence virale de typ
Il avec I'expression d’EBNA1, LMP1 et LMPXapatai et Murray, 2007).

10-2-4-Syndrome Lymphoprolifératif Post-Transplantaion (SLPT) :

Le SLPT se comporte comme un lymphome agressirégtsarmi les complications les plus
graves de limmunosuppression a long terme chepdesonnes qui ont eu une greffe d'organe.
Le SLPT se manifeste chez environ 1 a 2 % des peesoqui ont eu une greffe d'organe et peut
aussi apparaitre aprés une allogreffe de cellubeshes, en particulier si on a administre des
cellules souches dépouillées d'un grand nombreyrdpHocytes T (déplétion en lymphocytes T).
Le SLPT est presque toujours lié a un virus assaci'mphome, soit le virus EBV, la plupart des
SLPT sont des lymphomes B. Environ 12 a 14 % dd3TSHont des lymphomes T. Le cancer s'est
souvent propagé a des organes ou a des tissugéidar des ganglions lymphatiques. Des sieges
extra ganglionnaires courants sont les poumons aide digestif. Le SLPT se propage aussi au

systeme nerveux central dans certaing\0&iams et Crawford, 2006).

10-2-5-Autres cancers :

D’autres pathologies malignes sont associées aM,E®tamment : des carcinomes de type
lympho-épithéliome, certains carcinomes gastriqdes,désordres lympho-prolifératifs des cellules
T, des tumeurs associées aux cellules dendrititipliesulaires, et quelques carcinomes hépatiques
et mammaires. Ces pathologies ont en commun legtedtla présence de 'EBV n'y représente
gu’'un événement rare, mais si l'infection a lieexpression des genes viraux peut conduire a la
tumorigenése via de nombreuses voies de signalisgtie I'on rencontre dans les lymphomes B
(Williams et Crawford, 2006).
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10-3-EBV et pathologies auto-immunes :

L'EBV a été associé a différentes maladies autoimes a plusieurs reprises depuis les
années 70. Pour la sclérodermie généralisée (SGg diED, il y a une évidence séro-
épidémiologique d’'une association, plus marquéez dee jeunes en raison de la prévalence
généralement plus faible de 'EBV. James et ahsdaur étude de contrble de cas chez des enfants
et jeunes adultes ayant un LED, ont trouvé unepsévalence EBV de 99%, alors que 70%
seulement des témoins étaient EBV-positifs (ORp50101Y). Ces chiffres sont semblables pour la
SG chez les enfants, mais les collectifs et lais&gite sont inférieurs : 83 % de séropositiviteVEB
chez les patients, 42% chez les témoins (p <0,0Dd3.différences sont moins marquées chez les
adultes, vu que méme chez les témoins non mald@esgroprévalence EBV atteint > 90 %.
Certains auteurs doutent méme qu'il existe desepitiayant une SG confirmée et qui soient
vraiment EBV-séronégatifs, Les personnes ayanufetMI| symptomatique a EBV ont en outre un
risque 2 fois plus élevé d’avoir plus tard une 88s associations épidémiologiques sont absentes
dans 'AR(Alotaibi, et al.. 2004)

Iy a par contre dans I'AR, le LED et la SG, deéstrnombreuses études virologiques et
immunologiques qui montrent chez ces patients gtieit® nettement plus marquée de 'EBV, avec
plus de cellules B ayant une infection latente. W&@onse immunitaire spécifique contre 'EBV,
cellulaire et humorale, parfois supprimée, parfasentuée est décrite, et ceci indépendamment du
traitement immuno-modulateur. Il n’a pas encoreéme exclu que I'hyperactivité inflammatoire
dans ces différentes maladies auto-immunes s@bnssible de I'hyperactivité de 'EBV, ni de la
défense immunitaire pathologique contre I'EBV. Leestion cruciale de ce que sont I'étiologie et
l'effet n'a donc pas encore trouvé sa réponse digen (Lossius et al, 2012;
Pakpoor etal..2013)

11- Diagnostic biologique de l'infection par 'EBV :

Selon le type de préléevement et I'objectif recherlehdiagnostic de I'infection a EBV peut se
faire soit par culture, ou par des méthodes séiqleg, soit par la PCR ou par hybridation.
Toutefois, il n’existe pas de méthode standardit@kes résultats discordants sont parfois rapportes
Il n’existe pas non plus d’'unanimité sur le prél@eat. Par contre, la recherche dans les cellules
mononuclées du sang périphérique ou du sang &nable préférable a la recherche dans le plasma
(Dehee efl., 2001)
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11-1- Tests sérologiques (détection des anticorps)

L’'analyse des marqueurs sérologigues permet lendsig de primo-infection EBV dans la
majorité des cas. En effet, la cinétique de difi&seanticorps permet de dater linfection.
Les anticorps anti capside (VCA) de classe IgM i{d@A-IgM) apparaissent environ 15 jours
apres le contact infectieux tandis que les IgG @mmspécificité apparaissent quelques jours apres.
lls sont présents dans la majorité des cas au moder’apparition des signes cliniques qui
surviennent apres une incubation d’environ 1 mamss anticorps anti-EBNA 2 apparaissent
précocement et sont détectés chez 30 % des pasientsoment de I'apparition des symptomes.
Les anticorps anti-EA (IgG et IgA) sont souventserds lors de la phase aigué tandis que les
anticorps anti-EBNA 1 apparaissent plus tardivemantdécours de l'infection les anticorps anti-
VCA et anti-EBNA persistent tandis que les antisognti-EA disparaissent. Ces derniers peuvent
étre détectés lors des réactivations virales.

De nombreux réactifs permettant la détection déf@rdnts anticorps sont commercialisés. La
méthode de référence reste I'immunofluorescencg ([fRmunofluorescence indirecte pour les
anticorps anti-VCA et anti-EA ou immunofluoresceaegi-complémentaire pour les anticorps anti-
EBNA) realisée sur des cellules exprimant les amigg VCA, EA ou EBNA. Seul un pourcentage
des cellules expriment ces antigenes ; la quadittlames est variable et la lecture parfois diffici
Dans le cas de I'antigene EBNA plusieurs antig&@NA sont exprimeés, en particulier EBNA 1 et
2 ; les anticorps anti EBNA2 apparaissent précoo¢me cours de l'infection et les anticorps anti-
EBNA1 sont plus tardifs. Des cellules exprimantquement EBNAL1 ont été développées par
transfection mais ne sont pas commercialisées.

Les techniques ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbeasay) sont de plus en plus utilisées ; la
préparation des antigénes est trés variable, amgtggaatifs a partir de cellules infectées ou pneti
recombinantes ou peptides. Les tests sont dévedolgpplus souvent par comparaison avec les
techniques d’IF ; toutefois des discordances séaskerveées en fonction des réactifs utilisés, des
immunoblots ont été développés. lIs permettenétaation simultanée de différents anticorps et les
résultats sont corrélés a ceux obtenus par IF,élerchination de l'avidité des anticorps est
intéressante car une faible avidité est caradguistd’'une infection récente ; toutefois cette
technique est mal standardisée et la détermindticgeuil de I'index d’avidité reste a définir.

La détection des anticorps hétérophiles, anticopslasse IgM dirigés contre des hématies de
bceuf ou cheval, aprés adsorption de I'antigénenfamssur extrait de rein de cobaye, est simple et
permet donc un diagnostic rapide de primo-infectiV. Ces anticorps peuvent persister 6 a 12
mois. Toutefois ils sont inconstants : présentszcB® a 90 % des adolescents infectés, plus

rarement chez le jeune enfant et le sujet agé.
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De plus, ils sont présents chez 2 a 3% des patwetsune pathologie auto-immune. Ils témoignent
de la stimulation poly clonale associée a I'infestEBV. Méme s’ils sont présents, le diagnostic de
primo- infection EBV doit étre confirmé par la recbhe danticorps spécifiques
(Svahn etal., 1997 ; Hess, 2004)

11-2-Diagnostic moléculaire :

Repose aujourd’hui principalement sur :

» La PCR : actuellement, c'est la technique la plus utilisée la plus sensible.
Elle repose sur l'amplification des séquences génea conservées, ou de séquences
répétées.

»  Hybridation : la détection du génome EBV peut également étectefée par hybridation
in situ qui offre I'avantage de pouvoir identifier le tygkle pourcentage de cellules infectées.
Cette opération s'effectue soit sur 'ADN génomigeeit sur 'ARN codant les EBERs.
Les techniques de quantification moléculaire, déss a évaluer facharge viral€ dans un
tissu ou un liquide biologique, sont en cours diéation. Elles sont effectuées apres
amplification de séquences nucléotidiques conservést si possible uniques
(Hess, 2004)

11-3- Mise en évidence du virus :

L’isolement du virus par culture cellulaire estfidife et aléatoire. Le développement de
techniques de détection du génome a permis la ersevidence fiable et facile du virus.
Toutefois, il n’existe pas de méthode standardit@kes résultats discordants sont parfois rapportés
Il n"existe pas non plus d’'unanimité sur le prél&eat : la recherche dans les cellules mononuclées
du sang périphérique ou du sang total semble p@ea la recherche dans le plasma, le virus peut
étre retrouvé dans d’autres sites : sa présencelddiquide céphalo-rachidien est associée a une
encéphalite ou a un lymphome cérébral, chez leemsat porteurs d’'un lymphome ou d’'un
carcinome du naso-pharynx la recherche du génoraketide transcrits viraux est réalisée dans la
Iésion permettant de préciser le type de celluidsctées grace a des marquages cellulaires
spécifiguegDehee efl., 2001)
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Chapitre Il Le lymphome @airkitt

1- Définition et classifications :

Décrit en 1958 paBurkitt en Afrique central@ Kampala (Ouganda), le LB est un Lymphome
Malin Non Hodgkinien (LMNH) agressif (de haut grade malignité) issu d’'une prolifération
monoclonale de cellules lymphoides B avec un tedgpdoublement tres élevé. C’est la premiere
pathologie maligne humaine dans laquelle le réiglagfique d'un virus, 'EBV a été démontré.
D’autres virus sont associés a des lymphomes chemme : 'HTLV-1, 'HHVS, le VHC et le
VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humaine). Il n'egtas resté longtemps limité au continent
africain et trés rapidement, des cas ont été régpan Europe et en Amérique. Il représente
aujourd’hui 35 a 50 % des LMNH de I'enfant et 2 #akux de I'adultéCarpenter etal., 2008)

Trois variants cliniques ont été décrits : Uneme sporadique uneforme endémique et une
forme associée a une immunodéficience liée a l'ikon par le VIH : la forme endémique
(aussi appelée LB africain) est observée en Afrigmeatoriale, chez des enfants agés de 4 a 7 ans
(100 % EBV) qui présentent une masse mandibuldiee.forme sporadique (aussi appelée
LB non endémique) n’'a pas de répartition géographjprticuliére et représente seulement1 a2 %
des lymphomes dans les pays occidentaux. Il atfgintipalement les jeunes adultes avec une
meédiane d’age de 30 ans et le principal symptérharesaltération de I'état général associée a une
volumineuse massébulky ” le plus souvent extra-nodale et typiquement abdal®iprovoquant
des douleurs abdominales, des vomissements ou esnecme obstruction intestinale.
Ces deux variants présentent un risque élevé dss@ment du systeme nerveux central (40 %)
et de survenue d’'un syndrome de lyse tumorale.dtheente médullaire y est présente dans environ
70 % des cafArmitage et al., 2006 ; Carpenter etal., 2008)

Le LB lié a l'infection par le VIH se manifeste tdans la progression vers le sida. L'EBV n’est
décelable que chez 30 a 40 % des LB porteurs du MBberration chromosomique est constante.
Le LB lié au sida a été rapporté en Occident. lilence est passée de 0,5 a 1 million en 1970 a
4,18 en 2008 aux USA, augmentation liée a I'émeargelu Sida. Cependant, I'incidence de ce type
de lymphome semble diminuer a cause du traitemiréaoviral. La présence de ces deux virus
dans ce type de lymphome n’est pas un simple habaxiste une relation épidémiologique entre
la survenue du LB et linfection virale. Les virlSBV et VIH peuvent interagir avec les
lymphocytes B. lls sont capables de stimuler avactes lymphocytes B mais le réle précis de ces
virus dans la transformation lymphocytaire restpanfmitement compri@rady et al., 2007)

Sur le plan morphologique, le LB se présente sausforme de cellules B monotones,
de taille moyenne avec un envahissement diffus rettemps de doublement trés éleve.
Un aspect d€ ciel étoilé” est décrit en raison des nombreux macrophagdsranti la tumeur

contenant des corps apoptotiq(fegure 9).
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(A) (B)

Figure 9 : Aspect cytologique du lymphome de Burkitt aprée®oration a I’'Hematoxyline-Eosine (HE)
(A) Grossissement x40B) Grossissement x1J@’apres Hummel etal., 2006)
L'immunophénotypage révele une forte expressionl'iM ainsi que des marqueurs B :
CD19, CD20, CD22, CD10 et CD79a. L'expression dul@Bt de la protéine Bcl-6 est également
présente dans ce type de lymphome, ce qui évogeeonigine des cellules tumorales située au
niveau du centre germinatif. Les cellules lymphauaes n’expriment en revanche pas
la protéine bcl-2.
En cytogénétique, l'altération la plus fréquent® @) est la translocation du gem@MYC
t(8;14)(g24;932) et moins communément les translmes t(8;22)(g24;911) (5 %) et
t(2;8)(p12;924) (15 %)(figure 10). Le plus souvent, le caryotype retrouve peu d'aales
supplémentaires. Des études d'expression du pgéfiique ont mis en évidence une signature

spécifique pour ces lymphomg@3ave etal., 2006 ; Hummel etal., 2006)
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Figure 10 : Aspect cytogénétique du lymphome de Burkitt
(Représentation schématique et coloration aux =a@jléd’apres Huret etal., 2004)
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2-  Epidémiologie :

Trois formes clinigues et épidémiologiques de LB ntsoaujourd’hui décrites
par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMBjady et al., 2007)(figure 11).
> Une forme endémique ; retrouvée principalement en Afrique équatoriale et
Papouasie-Nouvelle Guinée, dans des zones ou larienakst endémique. Elle survient
essentiellement chez les enfants de 4 a 7 arseHBllprédominante chez les gar¢ons avec un ratio
homme/femme de 2/1. Cette forme de LB est tregrment associée a 'EBV (98 a 100 % des cas).
Cliniqguement, elle se manifeste par des tumeula deéchoire mais également par des tumeurs de
la cavité abdominale (reins, tractus gastro-imestt ovairesjBlum et al., 2004)
> Une forme sporadique ;décrite dans le reste du monde et completemegpardtiante des
conditions climatiques et des zones géographigkés. représente 1 a 2 % des lymphomes
de l'adulte et plus de 40 % des lymphomes de l@nfaux USA et en Europe de l'ouest.
Elle affecte majoritairement les jeunes hommesa(fmmme/femme de 2,3/1 aux Etats-Unis et de
3,7/1 en France). Elle est associée a 'EBV dana 20 % des cas. Cliniguement, cette forme de
LB ce traduit majoritairement par la présence denewrs abdominal (80 % des cas)
(Brady et al., 2007 ; Kelly et Rickinson, 2007)
> Une forme associée au syndrome dimmunodéficiencesurvenant chez les patients
infectés par le VIH. Cette forme est associée a#RV dans 30 a 40 % des cas.
La plupart des LB associés a 'EBV présentent @tence de type I. Toutefois, certains cas de

latence de type Il ont également été obse(Béady et al., 2007 ; Kelly et Rickinson, 2007)

OCEANIE -
@ Forme endémique

A Forme sporadique
.;-:,. Forme associee au VIH

Figure 11 : Epidémiologie du lymphome de Burkitt : distributighographique des différentes
formes de LB(d’apres Brady etal., 2007)
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3- Physiopathologie du lymphome de Burkitt (mécanismede la lymphomagenese) :

En Afrique, la survenue du lymphome de Burkitt lestésultat de plusieurs infections qui se
succedent chez un individu ce qui aboutit a unawttion excessive du systéme immunitaire, et
plus précisément deslymphocytes B acteurs majewle I'immunité  humorale.
C’est ainsi qu'une infection par I'EBV est le plgsuvent contractée a partir de la meére, puis
un paludisme, sont susceptibles d’aboutir a la &ion d'un lymphome de Burkitt.

Il s’agit du paludisme Rlasmodium falciparumDe facon générale, I'apparition de la tumeur
de Burkitt est le résultat de plusieurs infectiosisccessives du sujet, qui aboutissent a une
stimulation exagérée de son systeme immunitaireple$s spécifiquement des lymphocytes B
(Brady et al., 2007; Kelly et Rickinson, 2007)

L’'analyse des relations entre le lymphome de Burlet I'EBV, entre translocations
chromosomiques spécifiques et sélection clonalee esyndromes lympho-prolifératifs et déficit
immunitaire, a conduit a proposer des schémas delagpement tumoral, dans les quels
translocatiorC-MYC/Iget infection par 'EBV sont les étapes principalégvénement moléculaire
est maintenant considéré comme initial, selon laeléte suivant : expansion poly-clonale des
cellules B, consécutive par exemple au paludismezame endémique ou a linfection VIH,
survenue d’'une translocation chromosomique et déatgn deC-MYC puis immortalisation des
cellules B transloquées par 'EBYDave etal., 2006 ; Dang, 2012)

3-1- Le facteur de transcriptionC-MYC et EBV :

C-Myc comporte un domaine N-terminal activateurj ouieragit avec le complexe de
transcription de I'Acide Ribo-Nucléique (ARN) polgrase, un domaine bHLH-leucine zipper qui
sert a la dimérisation avec d'autres protéinesjnetiomaine C-terminal capable de se lier a une
séquence héxamerique de I'Acide Désoxyribo-NuckiADN) 5-CACGTG-3’ (élément central
E-box). C-Myc est un trans-activateur surexprimésdan grand nombre de cancers et exerce sa
fonction en se dimérisant avec MAX puis en se fixamne séquence d’ADN spécifique appelée
“E-box” a I'aide de co-facteur$igure 12) (Vita et Henriksson, 2006)
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Figure 12 : Activité transcriptionnelle de C-MY@I'aprés Klapproth et Wirth, 2010).

Des translocations sont responsables de la sussipre du geneC-MYC dans les LB, en
juxtaposant la région codante @eMYC a des régions enhancers des genesiglegii ont une
fonction trans-activatrice, et qui vont permettaesinthese de la protéine C-Myc a un taux tres
élevé dans les tumeurs. Certains génes sont ditente régulés par C-Myc.
Plusieurs sont surexprimés : Cycline D2 qui perrfeet progression du cycle cellulaire,
TRAP1 (Tumor necrosis factor Receptor Associated Prot&)n qui favorise I'apoptose,
LDH-A (Lactate DesHydrogenase A gene) qui favorise ldabwodisme cellulaire ou encore
TERT (TElomerase Reverse Transcriptase) qui par litidocdes télomérases joue un rdle dans
limmortalisation cellulaire. Cette proliférationnarmale est aussi associée a un blocage de
différenciation cellulaire par la répression desaggaslou gadd45 dans lequel C-Myc joue aussi
un réle essentiel, ou encore la répression de LKRelicocyte Function associated Antigen-1)
jouant un réle dans I'adhésion cellulaire et leorewissance cellulaire par le systeme immunitaire.
D’autres signaux sont indirectement régulés par y&;Nhotamment I'augmentation de la protéine
P53, via la surexpression ARF, qui permet le relargage de cytochrome C et |'apsm
C-Myc est également impliqué dans la régulationl’eepression (par répression ou activation)
de plusieurs mi-ARN ayant un réle dans I'apoptés@yrolifération et le métabolisme cellulaire tels
gue miR 17-92, miR 26a, miR 23 dfigure 13).

Dans les lignées lymphocytaires, la surexpressoléé d'une protéine C-Myc normale ne suffit
pas a induire une tumeur maligne. D’autres partesacellulaires semblent nécessaires pour
conférer un phénotype malin aux précurseurs celigaumoraux responsables des LB. Cependant,
il n'y a pas de partenaire de C-Myc identifié atieraent et systématiquement présent, qui jouerait
un réle initiateur dans la lymphomagenése degdd@nranvar et al., 2007 ; Kelly, 2009)
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Figure 13 : Mécanismes moléculaire de la lymphomagerid@pres Klapproth et Wirth, 2010).

MYC joue un role central dans le contréle de laliffnmtion des cellules normales en favorisant
leur engagement et leur maintien dans le cyclalle@leé et en conservant l'intégrité des télomeres
par augmentation de l'activité de la télomérase.dualité fonctionnelle de MYC suggére que
I'effet oncogénique observi@ vivo est le résultat d'un équilibre entre ses effetdifgratifs et
pro-apoptotiques. La survie de cellules dont I'eggion deC-MYC est augmentée passe donc par
'acquisition d’anomalies additionnelles anti-apatigues. MYC fonctionne a la fois comme un
activateur et un inhibiteur de la transcription tpgpant au contréle du cycle cellulaire et de
'apoptose.

Le réle de 'EBV dans les LB a depuis toujours faibjet de nombreux travaux. La découverte de
ce virus est en effet intimement liée a cette tumpuisque c’est grace a une lignée de LB que le
virus a été isolé. Le rble de 'EBV est certainemmajeur dans la forme endémique de la maladie
(ou il est présent dans plus de 90 % des cas), pnal@blement pas dans la forme sporadique des
pays occidentaux ou dans la population infectédepdiH, car il n’est retrouvé que dans 30 a 40 %
des lymphomes observés dans ces deux groupesidetpabans tous les cas de LB ou 'EBV est
présent, celui-ci est sous forme épisomique et rlonale. Le fait que le virus soit monoclonal
confirme que l'infection survient donc au tout déte I'expansion de cellules du LB. Par la suite
ou de fagcon concomitante, vont se produire d’auteénements cellulaires responsables de
'apparition d’'une tumeur maligne. Le role de 'EBYans I'oncogenese des LB n’est pas encore

clairement élucidéPaschos eal., 2009)
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Une hypothése serait que 'EBV joue un rdle préatams I'expansion lymphoide B, sans r6le clair
sur la persistance du clone tumotal.vitro, I'infection EBV entraine une expansion poly-cltna
de cellules B infectées exprimant un ensemble d&éres et notamment de LMP 1, 2A et 2B
pouvant étre responsables de transformation ebwud’immortalisation. L’ensemble de ces
facteurs pourrait ainsi favoriser I'apparition deamangements génomiques impliqu&MyYC

et donc étre responsable de [lapparition d'un LBe Plus, toujoursin vitro, I'EBV,

par I'intermédiaire direct des protéines BHRF-1NZB1 et EBER ou par la répression de protéines
pro-apoptotiques (BIM) par le transcrit LMP1, paitraussi avoir un role facilitateur dans la
transformation induite par C-Myc, en inhibant lesies d’'apoptose sans interférer sur la

prolifération cellulaire(Dave etal., 2006 ; Paschos &tl., 2009)

3-2- Réarrangements de C-MYC :

Les altérations cytogénétiques les plus décritaes des translocations chromosomiques mais
il existe aussi des mutations affectant la séquedgelatrice ou la région promotrice ainsi que des
amplifications du géne avec augmentation du nordbreopies. La translocation la plus fréquente
et la mieux connue est celle impliquant le locusCd®lYC (8g24) et la chaine lourde de I'GH
sur le chromosome 14. Moins communément, le lo@€-d1YC peut avoir pour partenaire la
chaine Iégéréambdade I'lg (22g11) okappa(2pl12).
Les points de cassure impliquant les locidi®YCet de I1GH sont la conséquence d’une activité
aberrante de I'AICDA  (Activation-Induced Cytidine eBminase) et non de
RAG1/2 (Recombination Activation Gene). Ces poinde cassures proviennent dune
hyper-mutation  somatique ou d'une recombinaison deslasses  défectueuse.
Cependant, la translocatid+MYGIG peut étre détectée dans des conditions non néqyas
ce qui laisse a penser que dautres facteurs séogssaires pour la transformation maligne
(Vita et Henriksson, 2006 ; Dang, 2012)
Les différents points de cassure sur le chromosbinsuggerent que les événements moléculaires
observés dans les lymphomes endémiques et spoeadiguwviendraient a des étapes différentes lors
de la différenciation lymphoide B. Dans la formel@mique, le type de réarrangement suggere que
celui-ci se produit lors de la recombinaison VDJ#éf{germinatif), alors que dans les formes
sporadiques, celui-ci surviendrait lors des mutegtisomatiques de la région IgH, signant le passage
par le centre germinatif des cellules lymphoides<CBtte observation pose la question du stade
précis de différenciation cellulaire de la cellnlermale dans laquelle la transformation se produit

(cellule B immature ou du centre germinafW¥jta et Henriksson, 2006 ; Dang, 201Zfigure 14).
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Figure 14 : Localisation des points de cassure sur le géndYC et sur les locilG lors du
lymphome de Burkitt chez 'lhomm@’apres Blum et al., 2004)

4-  Diagnostic :

Les manifestations cliniques du LB sont analoguesllas de la maladie de Hodgkin avec des
signes généraux (anémie, fievre inexpliguée, suracturnes, asthénie et perte progressive du
poids), des adénopathies superficielles (dans 2£3cads, fermes, indolores, adhérant aux tissus,
cervicales, inguinales et axillaires), des adértopatprofondes (retro-péritonéales, mésentériques
et pelviennes). D’autres localisations sont rarbgpétique, splénique, osseuses, cutanées,
gastro-intestinales multiples). Le mode de révétatest ganglionnaire dans 2 /3 des cas et
extra-ganglionnaire dans 1/3 des cas : la fréqudasdocalisations extra-ganglionnaires primitives
ou secondaires est une particularité importante p@yronostic. Les localisations anatomiques
initiales sont : abdominale 70 a 90 %, 10 % maixdlat exceptionnellement cutanée, osseuse,

épidurale ou intra cérébrale. L’'atteinte neuro-mgée représente 20 @hah, 2014)
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Le diagnostic de certitude repose sur I'analyse-tystologique d’'une biopsie ganglionnaire, d'une
masse tumorale superficielle ou profonde guidées sstanner, éventuellement d'une lésion
endoscopique accessible a I'endoscopie, voire diwmeeur abdominale prélevée lors d'une
laparotomie de nécessité dans le contexte d’uni@sion.

Une atteinte médullaire doit étre recherchée ply@t ponction médullaire que par biopsie.
En effet, 'analyse cytologique d’'un frottis médute est souvent plus sensible que I'étude
histologique pour identifier une infiltration mintaire. De plus, la détection sur le myélogramme
de blastes hyper-basophiles contribue au diagnesfpeut éviter des investigations chirurgicales a
visée biopsique, dans le cas de tumeurs profondesxtra nodales. L'examen du liquide
céphalo-rachidien est systématique.

La valeur des LDH, de l'uricémie, et de l'uraturreflet de la masse tumorale et de cinétique de
prolifération doit étre précisée. Enfin, certainsubles métaboliques, liés a la lyse cellulairés te
gu'une hyperkaliémie, une hyper-phosphorémie, ummiffisance rénale, une acidose lactique
seront recherchés prévenus lors de I'inductioraghéutique.

Dans le contexte d’'une infection VIH, la connaissades éventuelles manifestations cliniques qui
ont précédé la survenue du lymphome de Burkittcdempte de lymphocytes CD4+ circulant,
permettent d’évaluer le statut immunitaire du patielummel etal., 2006)

5-  Pronostic et traitement :

Le LB est un lymphome tres agressif mais a haueni@l de curabilité. L'utilisation des
chimiothérapies intensives actuelles permet d'dbtées taux de réponse complete de I'ordre de
90 % dans les stades localisés et de 60 a 80 % ldargades disséminés malgré les atteintes
meédullaires ou du systéme nerveux central. L'abseate réponse compléte et les rechutes qui
surviennent principalement la premiére année sad fhcteurs de trés mauvais pronostic.
Il existe peu de facteurs pronostiques cliniques,plus reconnus étant I'envahissement médullaire
ou du systeme nerveux central, 'age, la préserceetlules circulantes, I'anémie, l'altération de
I'état général, une masse supérieure a 10 cm &tuxnde LDH élevé. L’évaluation du stade peut se
faire grace a la classificationAhn Arborou plus spécifiquement par la classification\ierphy
(tableau Il). Enfin, sur le plan cytogénétique, la présencaatiaalies additionnelles et notamment
la présence de délétion du bras long du chromostfeconferent un mauvais pronostic)
(Shah, 2014)
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Tableau Il : Stadification deMurphydes lymphomes de Burkiit'apres Dave etal., 2006)

Stade Description

Une localisation unique, ganglionnaire ou extragannaire, en dehors de

Szl I'abdomen ou du médiastin.
Une localisation digestive unique (le plus souwdmta région iléo-caecale) sans
Stade I ou avec atteinte du premier relais ganglionnaireent&rique, extirpable de facon

segmentaire ou deux (ou plus) localisations ganghires et/ou extra-
ganglionnaires du méme coété du diaphragme.

Localisations ganglionnaires et/ou extra-ganglioresade part et d'autre du
Stade llI diaphragme, ou tumeur primitive intra-thoracique, localisation abdominale
étendue, ou tumeur para-spinale ou épidurale.

Stade IV Atteinte médullaire et/ou du systéme nerveux céntra

Le traitement du LB est une urgence thérapeutidpes. deux complications qui doivent
impérativement étre anticipées sont la compressimmgane vital et le syndrome de lyse tumorale.
Le traitement du LB est, dans les pays dévelogmEss sur les protocoles LMB (Lymphome Malin
B, un protocole francais de traitement des lymplorBg protocoles en constante évolution.
Il s’agit de protocoles de poly-chimiothérapie gpet CHOP (Cyclophosphamide, Adriamycine,
Vincristine, Prednisone) ou ACVBP (Adriamycine, @uhosphamide, Vindésine, Bléomycine,
PrednisonefShah, 2014)

Constamment mortel sans traitement, le LB a vumonostic transformé au cours des dernieres
annees. Les taux de rémission sont de 90 % paiade |, de 75 % pour le stade Il, de 70 % pour
les stades Il et IV chez I'enfant sous poly-chithé&rapie. Les malades consultent en Afrique a un
stade avancé de la maladie. Enfin, dans le LBUiéida, I'emploi de protocoles lourds comprenant
une poly-chimiothérapie et une cobaltothérapie ieréme prophylactique entrainent une réponse
initiale toujours partielle, suivie d’'une rechuteea atteinte du systéme nerveux, cause habituglle d
déces. Le traitement du lymphome de Burkitt assacigellement a la chimiothérapie un anticorps
monoclonal, le rituximab (Ritux&, avant chaque cycle tant chez les VIH négatifs doez les
VIH positifs (Nelson etal., 2010)
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Partie pratique Diagnostic biologique de 'EBV

La réalisation de la partie pratique du mémoireMibester a consisté en un stage de
formation pratique pour une durée d’'un mois au aivde I'hdpital militaire Constantine. Ce
stage a été axé sur les techniques de diagnostagimue d’'une infection virale par 'EBV.

Deux approches sont utilisées dans cette strudtaceueil :

> Le test EBV-EA IgG ELISA,
> Le test MNI FUMOUZE ®.

I- Letest EBV-EA IgG ELISA :
1- Objectif:

C’est un test immuno-enzymatique pour le dosagétgtibou quantitatif des anticorps
lgG dirigés contre l‘antigéne précoce (EA) du viltgstein-Barr dans le sérum et plasma

humains.

2-  Principe du test :

Le principe des trousses ELISA-Microplaquepose sur la capacité des substances
biologiques, en l'occurrence des antigéenes, aslagissur les surfaces en plastique telles que
le polystyréne (phase solide). Le coffret Plali&BV-EA-D IgG de la firme BIO-RAD
(figure 15) se base sur la technologie ELISA et utilise degjanes EBV-EA-D recombinants
fixés sur la phase solide. Lors de R &tape de la réaction, ces antigénes, fixés audesd
puits de la microplague, sont mis en contact aweseéfum du patient. Les anticorps spécifiques
de ces antigénes, s'ils sont présents, se liemtfpouer des complexes antigéne-anticorps. A
la fin de l'incubation, I'exces d'anticorps etgestéines du sérum sont éliminés par des lavages.
Lors de la 2™ étape de la réaction, le conjugué, des anti-lg@dine de chévre marqués a la
peroxydase de raifort, est ajouté et se lie spp@Efinent aux complexes anticorps-antigenes
présents. A la fin de l'incubation, le conjuguéédishiné par les lavages. L'addition de substrat
Tétra-Méthyl-Benzidine (TMB) fait apparaitre unéaration bleue si des anticorps spécifiques
aux antigenes EBV-EA-D sont présents. Quand laigraest arrétée par une solution d'acide
(H2SQu1N), le contenu du puits vire au jaune. L'intendiéécette couleur, proportionnelle a la
concentration d'anticorps dans le sérum, peutléreur un spectrophotométre approprié ou

sur un lecteur de microplaques ELISA.
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La limite de détection, la spécificité et la repuotibilité des dosages ELISA, sont comparables

a dautres tests d'anticorps sérologiques, tels lgmenuno-fluorescence, la fixation de

complément, I'hémagglutination ou les radio-immaseays.

3-

Composition de la trousse :

Tableau Il : Composition de la trousse du test EBV-EA 1gG ELI@atelia™ BIO-RAD).

Etiquetage Nature des réactifs Présentatio
n
R1 Microplate Microplaque : 1 2 Barrettes (8 puits) sensibilisée: 1
par EBV-EA-D recombinant conservées dans un
sachet avec un déshydratant
R2 | Concentrated| Solution de lavage concentré (x 20) : tampon Tri§ 1 x 50 ml
Washing (pH 7,2 + 0,2) contenant du TwéeR0 a 1%.
Solution Conservateurs: ProCIiM 300 (0,1%)
(20x%)
R3 | Non reactive | Contrdle négatif (humain) non réactif vis-a-vis dgs 1 x 0,4 ml
control lgG anti-EBV-EA-D, Négatif en antigéne HBs et en
anticorps anti-VIH1, anti-VIH2 et anti-VHC.
Conservateurs : azide de sodium (< 0,1%) et
pen/strep (0,01%)
R4a Positive Controle positif | [humain) réactif vis-a-vis des IgG 1 x 0,4 ml
Control | anti-EBV-EA-D. Négatif en antigene HBs et en
anticorps anti-VIH 1, anti-VIH2 et anti-VHC.
Conservateurs : azide de sodium (<0,1%) et
pen/strep (0,01 °h)
R4b Positive Contréle positif Il (humain) réactif vis-a-vis des| 1 x 0,4 ml
Control Il lgG anti-EBV-EA-D. Négatif en antigéne HBs et en
anticorps anti-VIH 1, anti-VIH2 et anti-VHC
Conservateurs: azide de sodium (<0,1%) et
pen/strep (0,01 °h)
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R5

calibrator

Calibrateur (humain) réactif vis-a-vis des IgG an
EBV-EA-D, avec le facteur spécifique de la trous
imprimé sur I'étiquette du flacon. Négatif en
antigéne HBs et en anticorps anti-VIH, anti-VIH2
anti-VHC.
Conservateurs : azide de sodium (<0,1%) et
pen/strep (0,01%)

:
sd x 0,4 ml

et

R6

Conjugate

Conjugué: Anticorps anti-lgG humaines (chévre
marqués a la peroxydase de raifort Conservate
ProClin™ 300 (0,1%) et gentamycine

1x16 ml

Urs:

R7

Diluent |

Diluent | : tampon prét a 'emploi (pH 7,5 £ 0 ,2)
Conservateurs: ProCIiM 300 (0,1%)

1x30ml

R9

Chromogen
TMB

Solution clé Chromogene / Substr (préte a
I'emploi) : Tetramethylbenzidine (TMB).

1x15ml

R10

Stopping
Solution

Solution d’arrét (préte a I'emploi) : solution

d’acide sulfurique 1 N

1x15ml

Feuille de travail
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Figure 15 : Composition de la trousse du test EBV-EA IgG ELI@#atelia™ BIO-RAD).
4-  Matériel nécessaire :

* Agitateur type vortex.

 Appareil de lecture pour microplaques (équipéfilttes a 450 nm).

 Conteneur de déchets contaminés.

» Hypochlorite de sodium et bicarbonate de soude.

* Eau distillée ou désionisée.

« Eprouvettes graduées.

» Gants a usage unique et lunettes de protection.

* Papier absorbant.

» Pipettes, multi-pipettes, automatiques ou sertoragatiques, réglables ou fixes pouvant
distribuer 10, 100 et 10Q0.

» Systeme de lavage, automatique, semi-automatigueanuel pour Microplaque.
» Tubes a usage unique.

5-  Reconstitution des réactifs, validité et conservatn :

La trousse doit étre gardée a +2 a 8°C. Chaqueedléde la trousse conservé a cette
température peut étre utilisé jusqu'a la date denpgtion indiquée sur le coffret (sauf indication
spécifique).Avant utilisation, on doit laisser tdas réactifs atteindre la température ambiante

(+21 a 25°C). Aprés usage, tous les réactifs doigge remis rapidement a +2 a 8°C.

5-1- Réactifs préts a I'emploi :

» Réactif 1 (R1): microplague : chaque support cadre contenant Ifetbes est
conditionné en sachet 'ZIP'. Une fois le cadreista$ barrettes non utilisées sont
replacées immédiatement dans le sachet qui egrneéfsoigneusement et remis a +2
a 8°C. Les barrettes ainsi conservées sont stpblfefant 1 mois.

» Réactif 3 (R3) :contrdle négaitif,
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Réactif 4a (R4a) :contrdle positif I,

Réactif 4b (R4b) :contrble positif I,

Réactif 5(R5) :calibreur,

Réactif 6 (R6) :conjugue,

Réactif 7 (R7) :diluant I,

Réactif 9 (R9) : Solution de Chromogene / Substrat. La fiole coaté¢ ce réactif,

VvV V V V VYV V

photosensible, doit rester fermée s'il n'est pidis&it dans le cas contraire, un précipité
peut se former dans le puits de réaction.
» Réactif 10 (R10):solution d’arrét.

5-2- Réactifs a reconstituer :
> Réactif 2 (R2) :la solution de lavage est concentrée 20 fois (20vnt utilisation, 50
ml du R2 est dilué dans 1 litre d’eau distillée.@ient ainsi la solution de lavage préte
a I'emploi. Aprés dilution, cette solution se comnvae5 jours a +2 a 8°C.

6- Dépbt des échantillons a analyser :

Prélever un échantillon de sang selon les pratignassage. Les tests sont effectués sur
des échantillons non dilués de sérum. Extrairecters du caillot ou des hématies des que
possible pour éviter toute hémolyse. Une hémolyss fprononcée peut affecter les
performances du test.

Les échantillons présentant des agrégats doivemtEtrifies par centrifugation avant le test.
Les particules ou agrégats de fibrine en suspermmonent donner des résultats faussement
positifs.

Les échantillons seront conservés a +2 a 8°Ctsiskeest effectué dans les 5 jours, ou seront
congelés a -20°C pendant plusieurs mois. Evitecdegélations / décongélations répétées.

Ne pas utiliser de sérums contaminés, hyper-lipaesgictériques, hémolysés ou inactivés a

la chaleur.

7-  Mode opératoire :

» Suivre strictement le protocole proposé.

» Utiliser les sérums de contrdle négatif, seuilagdififs a chague mise en ceuvre du test
pour valider la qualité du test.

> Etablir soigneusement le plan de distribution ieeditification des échantillons, lors de

ce test on a pris 9 échantillons.
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YV V VYV V

Préparer la solution de lavage diluée (R2).

Sortir le cadre support et les barrettes (R1)ataballage protecteur.

Placer le nombre désiré de puits recouverts demgig) sur un support de microplaques.
Prévoir 3 puits pour le calibreur, 1 puits pourclentréle négatif, 1 puits pour les

contrbles positifs | et Il et 1 puits pour le blagactif(figure 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |B1 |E2
B IR3 |[E3
C [R4a |E4
D [R4b [E5
E RS |[E6
F IRS |E7
G |R5 |E8
H|E1T [E9

Figure 16 : Organisation de la plaque du test EBV-EA IgG ELI&Adisposition des réactifs

utilisés.

>

Contréles, calibreur et échantillons doivent étoetexés préalablement ; diluer les
échantillons, le calibreur, les controles négadtfpositifs aul/20(par exemple LD+
200 ul) avec le diluant | d'échantillon (R7) dans lebds de dilution ou la plaque de
dilution.

Pipeter 10Qul de calibreur, de contréles ou d'échantillon digepadilués dans les puits

indiqués. Ajouter 10@l de diluant | d'échantillon(R7) au puits de blalecla réaction.

Incuber la plaque pendant 20 + 2 minutes a temyéraimbiante (21 a 25°C).

Aspirer le contenu de toutes les cupules dans ateneur pour déchets contaminés
(contenant de I'hypochlorite de sodium) et ajoutenédiatement dans chacune d'elles
un minimum de 30Ql de solution de lavage. Aspirer de nouveau. Repetavage au
moins 4 fois (un minimum de 5 lavages au totalth®éla plaque par retournement sur
une feuille de papier absorbant. Si I'on dispose thveur automatique, respecter le
méme cycle opératoire.

Distribuer 10Qul de conjugué (R6) prét a 'emploi dans toutesclgsules.
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> Incuber 20 + 2 minutes a la température ambiariteé(25°C).

Y

Vider toutes les cupules par aspiration et laviidcomme précédemment.

» Distribuer rapidement dans toutes les cupules ({l08e solution de chromogeéene /
substrat (R9).

> Laisser la réaction se dérouler a l'obscurité pend@ + 2 minutes a température
ambiante. Lors de cette incubation, ne pas utilggrfilm adhésif. La solution de
chromogéne / substrat devient bleue s'il y a paEsdigG.

> Ajouter 100ul de solution d'arrét (R10) en adoptant la mémeiesece et le méme

rythme de distribution que pour la solution de chogéne /substrat. Mélanger en

tapotant la microplaque. L'addition de la solutibarrét entraine le passage du bleu au

jaune(figure 17).

o i
)
ol 4 | 1 | ] )

("i {'1;}--.; 1 1 L . -~ : |

e e ; — | 2

e ,-'\'—-‘.‘.":'.:Jh_,__ — | | |

e ——— L bl
L

Figure 17 : Préparation de la plaque du test EBV-EA 1gG ELISA.

» Attendre au minimum 5 minutes avant la lectureulgsssoigneusement le dessous des
plagues. Lire les densités optiques de chaque auls0 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques (nous avons utilisé un BIO-RAD PR518Mes avoir fait le blanc de
l'instrument sur le puits Blanc Réactif (BR) daas BO minutes qui suivent I'arrét de la
réaction (les barrettes doivent toujours étre cadéss a I'abri de la lumiére avant
lecture).

» S'assurer avant la transcription des résultatis, dencordance entre la lecture et le plan

de distribution et d'identification des plaquesies échantillons.
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8-  Calcul et interprétation des résultats :
8-1- Calcul de la moyenne des absorbances :

> Moyenne des Densité Optique (MDO) du Calibreur R5 calculer la moyenne des
DO en utilisant les 3 valeurs individuelles de D@ ahlibreur (R5). Si I'une des valeurs est
aberrante, différente de plus de 15% de la DO mugerefaire le calcul sans l'utiliser.

> Facteur de Correction(FC) : afin de prendre en compte les variations journadie
(temps, température), un facteur de correctiongrd@hé pour chaque lot de trousses, est
imprimé sur I'étiquette du flacon du calibreur (R5)

> Valeur-Seuil du calibreur (VS) : celle-ci est obtenue en multipliant la moyenne des
DO du Calibreur par le facteur de correction.

> Valeur de I'lmmune Status Ratio(ISR) : calculer le ratio d'immunité (ISR) pour

chaque échantillon en divisant la DO obtenue pafaleur-seuil du calibreufigure 18).

Parameétres de mesure :

SUNRISE

Mode de mesure : absorbance

Longueur d onde de mesure : 405 nm
Longueur d onde de référence : 620 nm
Mode de longueur d’onde double : différence
Mode de lecture : normal

Unité : OD

Date : 5/9/2016, temps : 12 :47 :26 pm

A 0.015 0.13
B 0.034 0.1

C 0.043 0.06
D 0.16 0.05
E 0.380 0.018
F 0.400 0.16
G 0.420 0.09
H 0.019 0.018

MDO = 0,4000nm,FC =0,5, VS = MDO x FC = 0,400 x 0,5 = 0,200
Figure 18 : Calcul de la moyenne des absorbances du test EBWg& ELISA.
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8-2- Validation de I'essai :

»  Le BR (lu contre I'air) doit étre <0,150 a 450 ni2® (BR) <0,150

Le contrdle négatif (R3) doit étre0,250 a 450 nm (lu contre le BR) : DO (R30,250
Chaque calibreur (R5) doit ét€0,250 a 450 nm (lu contre le BR) : DO (R%),250

Le contrdle positif (R4b) doit &tre 0,500 a 450 nm (lu contre le BR) : DO (R411),500
Les valeurs d’'ISR des contrdles négatif, positiés Il (R3, R4a, R4b) doivent étre dans

YV V V VY

l'intervalle indiqué sur chacun des flacons. Si @egeres ne sont pas respectés,
recommencer la manipulation.
8-3- Interprétation des résultats :

Pour chaque échantillon, I'ISR est calculé en divida densité optique de I'’échantillon
par la valeur seuil :
Exemple : valeur ISR de I'échantillon E2 ISR2 =DOg2 /VS

ISRe2= 0,13/0,200 = 0,65

A 0,075 0,65
B 0,170 0,50
C 0,215 0,30
D 0,800 0,25
E 1,900 0,09
F 2 0,80
G 2,1 0,45
H 0,095 0,09

»  Ces résultats des neufs échantillons sont int&p@Emme suit :

Tableau IV : Valeurs d'interprétation du test EBV-EA IgG ELISRIatelia™ BIO-RAD).

ISR échantillon Résultats Interprétation
= 0.90 Négatit IgG anti-EBY-EA-D non délectable
0.91-1.09 Douteux Echantillon devant &ire festé & nouveau
=1.10 Pasitif Présence d'lgG anti-EBV-EAD
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- Le test MNI FUMOUZE ® (diagnostic immunologique de la MNI) :
1- Objectif:

Le MNI FUMOUZE® est un test d'hémagglutination rapide (2 minutes) lame
permettant la mise en évidence des anticorps Ipftides présents dans le sérum en cas de

mononucléose infectieuse.

2-  Principe :

Les sérums des sujets atteints de MNI contiennestahticorps hétérophiles (dirigé
contre les antigénes de I'EBV) agglutinant des gled® rouges de mouton, de cheval, de bceuf
et de lapin. L'utilisation d'hématies de chevacsplement traitées rend inutile l'adsorption des

autres anticorps hétérophiles et assure la spé€ifia test.

3- Composition du coffret :

REAG : 1 flacon de 2 ml de réactif.

CONTROL +: 1 flacon distributeur de 0,8 ml de témoin d’aggiation.
CONTROL-: 1 flacon distributeur de 0,8 ml de contréle négatif
TEST CARD : 7 lames a usage unique (7x6 tests).

STICK: 40 agitateurs a usage unique.

YV V. V V V V

DROPPER: 1 compte-gouttes délivrant environ 50 pL/goutte.

Les réactifs sont préts a I'emploi. lls doiveneé&ttockés a +2° & +8°C jusqu’a la date de

péremption indiquée sur le coffret. Ne pas congeler

4-  Matériel nécessaire :

* Micropipette automatique distribuant 50 pl,

» Conteneur pour déchets contaminés.
5-  Recuell, préparation et conservation des échantilfcs :

Utiliser du sérum fraichement prélevé. Le test éti¢ effectué dans les 72 heures qui
suivent le préléevement. Les échantillons sérigeesent étre conserves72 heures a +2° a +8°C.

Au-dela de ce délai, ils doivent étre congelés @ G2 Il est recommandé de préparer des
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aliquotes pour éviter les congélations / déconm#latsuccessives. Ne pas

décomplémenté le sérum. Ne pas utiliser de sérumolyéé, trouble ou contaminé.

6-

YV V. V VYV V

Mode opératoire :

Laisser les réactifs et les échantillons revetartampérature ambiante avant I'utilisation.
A l'aide d'une micropipette, déposer 5ul du séruanalyser sur une case de la lame.
Agiter soigneusement REAG et en déposer 1 goutte.

Mélanger a l'aide d'un agitateur a usage unique.

Appliquer un mouvement lent de rotation, pendanti2utes et observer la présence ou
I'absence I’hémagglutination en placant la lamessme source lumineuse. Lire
les résultats pendant les 2 minutes d’agitatiomnSemps plus long s’écoule, les images

peuvent étre plus difficiles a interpréter, a cadsdéévaporation des réactifs.

Interprétation des résultats :

Test négatif (pas d’hémagglutination)
Absence d’hétéranticorps de IMNI.

Figure 19 : Interprétation des résultats du test MNI FUMOUZE
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Discussion

Le virus EBV infecte la grande majorité de la p@pioin mondiale, souvent sous la forme d’une
infection asymptomatique chez I'enfant. Chez I'adoknt et 'adulte jeune, cette
primo-infection s’accompagne fréquemment d’un eriderde signes cliniques que 'on
regroupe sous le terme de mononucléose infectideseirus persiste ensuite dans I'organisme
pendant toute la vie, a I'état latent dans des hwmogptes B, mais aussi sous forme de
particules virales infectieuses excrétées au nidedioropharynx et dans la salive. Cette
réactivation virale, intermittente chez le sujetrionocompétent, est accrue grandement lors des états
d'immunodépression.

L’EBV posséde la propriété remarquable d’induireplalifération continue et anarchique des
lymphocytes B infectés. Les principaux signes glieis de la MNI sont provoqués par I'intense
réaction immunitaire dirigée contre cette lymphohpération B EBVinduite. En revanche,
chez I'immunodéprimé, cette prolifération peut aircdun lymphome malin. Par ailleurs, le

virus est impliqué dans la pathogénie de plusieamsers aux dépens des lymphocytes ou des cellules
épithéliales, comme le lymphome de Burkitt, le game du naso-pharynx, leou

lymphome de Hodgkin.

Le diagnostic de la MNI repose avant tout sur tals§ie spécifique de I'EBV. Au contraire, dans
le cas des maladies malignes associées a I'EBdgtlection du génome viral et/ou sa
guantification sont les analyses les plus impoesn®©n peut donc schématiquement regrouper les
objectifs du diagnostic virologique de I'infectianEBV dans quatre catégories :

1- Diagnostiquer, dans un contexte d'infection aiguée MNI et plus généralement une
primo-infection a EBV.

2-  Apporter des arguments étiologiques en cas de logiledumorale : cancers associés au virus
chez le sujet immunocompétent (lymphome de Bur&#@tcinome du naso-pharynx, lymphome de
Hodgkin ... etc).

3-  Prédire I'émergence d'un lymphome a EBV chez I'inmodéprimé, et suivre I'évolution  de
la charge virale.

4-  Deépister I'infection a EBV lors d’'un don d’organ@s de cellules, dans un contexte plus général

de transmission d’une souche virale d’'un donnaur eeceveur.

Selon ces différents contextes, I'exploration bjudoie de 'EBV reposera plutbt sur des tests

sérologiques, ou plutdt sur des méthodes moléeglair
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Le diagnostic sérologique repose sur la détectiorectitrage des anticorps dirigés contre
plusieurs types d’antigenes EBV : des antigéneydie productif comme les VCA et les EA, esd
antigénes du cycle de latence comme les EBNA.

Les méthodes immuno-enzymatiques ont commencéaappliqguées a la sérologie EBV dés les
années 1980. La qualité des antigénes, qui éexémtits des cellules lymphoides et purifiés, s’est
lentement améliorée. On peut stimuler les celliylegphoides pour obtenir de plus grandes quantités
d’antigenes, notamment des EA. Ce procédé de gatidn permet d’obtenir des mélanges
d’antigenes, comme par exemple VCA+EA+EBNA.

Les protéines recombinantes sont de plus en pilisges, telles quelles ou modifiées en gardant la
partie la plus immunogene ou en enlevant des élismeouvant entrainer une moins bonne
spécificité. Les peptides synthétiques sont égalenndisés. Il existe aujourd’hui sur le marchéun
grande variété de trousses pour détection desogogisur microplaques.

Par analogie avec les méthodes d'immunofluorescarnses au point anciennement, les trousses
ELISA en microplaques ont été développées en gepduadétecter les anticorps anti-VCA,  anti
EBNA et parfois anti-EA. La configuration la plusssique de ces trousses associe la détection des
IgG anti-VCA, des IgM anti-VCA et des IgG anti-EBN&’est en effet la
configuration la plus utile pour établir un proErologique interprétable dans les principales
situations cliniques de primo-infection. Il fautmarquer que certains réactifs permettent de détecte
les IgM anti-EA. En revanche, les trousses permetta détecter les IgM anti-EBNA1 ne sont pas
utilisées pour le diagnostic précoce de la MNI. détection des IgA anti-VCA a, semble-t-il,
été validée pour quelques trousses, mais ce testternployé que dans le carcinome du naso-
pharynx. Les IgA anti-EA sont rarement utilisées.

Les IgG anti-EA n’apparaissent pas dans tous legleaVINI ; elles servent surtout a confirmer un
titre d’IgG anti-VCA élevé lors des cancers assoa€EBV. Selon l'intensité du signal coloré, le

titre des anticorps est plus ou moins élevé : gpakie ainsi d’'un résultat semi-quantitatif ou méme
guantitatif, qui sera parfois utilisé en situatasmaladie chronique associée a 'EBV.

Quelqgues rares trousses d’ELISA en plaques cordgr@mmon pas des antigenes séparés, S mai
des mélanges d’antigenes ; on parlera ainsi danéd=BV (et non plus d’antigene VCA ou EA, ou
d’antigéne EBNA). D’autres trousses plus nombreus#isent des antigénes recombinants ou des
peptides synthétiques. Les résultats peuventrégdbns, mais il faut valider ces trousses eatsit
clinique. En effet, les spécificités, sensibiliteceétique des anticorps au début de la MNI ddiven

étre connues de l'utilisateur.
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Les tests d’ELISA sur membranes, sous forme deddatids, sont trés utilisés car, unitaires, ils
permettent d’analyser rapidement un sérum. On tesgparément les IgG et les IgM. Les

spots colorés sont parfois discrets, et la leqberd se révéler délicate.

A travers ces données rapportées dans la littéatuparait évident que le test utilisé
(EBV-EA IgG ELISAPIatelid" BIO-RAD) en Algérie, au niveau des structures aleté publique,
pour la détection et la quantification de la chargale parait trés limité et donne des informasion
parcellaires et incompléetes qui ne permettent gaseatdner toutes les implications d’'une infection

virale par 'EBV. Des tests complémentaires doiv&ng pratiqués.

Un autre test utilisé dans les laboratoires algérjour le diagnostic biologique de 'EBV est Istte
MNI FUMOUZE® basé sur la détection d’anticorps hétérophilesaljit anticorps non spécifiques
de 'EBV qui apparaissent souvent au cours de ld typique. C’est donc un bon test diagnostique
pour cette maladie mais qui n’est d’aucune utidaés les cancers associés a 'EBV. Une
premiere méthode pour les détecter avait été migmet parPaul etBunnell et optimisée ensuite
parDavidsohn Ces anticorps hétérophiles spécifiques de la Mplelés également anticoipaul-
Bunnell-Davidsohn(PBD), sont des IgM qui agglutinent différentestae® de globules rouges
animaux.

Malgré sa simplicité, la réaction de PBD utilise cgrtain nombre de tubes (ou puits) et reste
donc laborieuse. Pour cette raison, de nombreug tBagglutination sur lames a lecture rapide
ont vu le jour. Tout en conservant globalement tengpe du PBD, ces tests sur lames
gualitatifs ("MNI test") et utilisables en dilualet sérum combinent souvent absorption sur exteait d
rein de cobaye et sur stroma de globules rougdsoeldf, et agglutination de globules rouges de
cheval. On voit des agglutinats d’hématies a lfe@idu bout de quelques minutes. D’autres
tests rapides plus récents utilisent des partiadestex recouvertes d’antigénes érythrocytaiees d
bceuf purifiés.

Enfin on trouve aussi des tests de type immunadatnmuno-chromatographie. Cette
recherche des anticorps hétérophiles PBD fait éuaié partie des tests unitaires sur bandelettes
révélés par une anti-lgM, a coté des VCA.

59



Discussion

La détection de 'EBV et I'estimation de sa quansie basaient initialement sur des techniques
de culture cellulaire. Plus tard, le génome EBVt@ récherché par des méthodes d’hybridation
moléculaire telles que le dot-blot ou le Southdat, [prenant en compte la complémentarité des bases
nucléotidiques des acides nucléiques. La détediares acides nucléiques viraux se fait grace a une
sonde nucléotidique marquée qui se fixe spécifiqurgraur la partie de I'acide nucléique dont elle
est complémentaire. Les acides nucléiques sordiextte I'échantillon a analyser puis immobilisés
sur une membrane de nitrocellulose. La fixatiotad®nde sur le support est révélée radioactivement
ou chimiguement, selon que la sonde est marquéem&otope radioactif ou par une substance
chimique. Ces techniques fastidieuses ont céd@da g d’autres techniques comme I'’hybridation
situet la PCR.

La technique d’hybridatiom situ offre I'avantage de pouvoir identifier le type etdourcentage des
cellules infectées. En effet, elle permet de détedes acides nucléiques viraux dans des cellules
reconnaissables. En matiere d’EBV, ce sont esdlentient les ARNs EBER produits en tres grande
guantité qui sont détectés par cette techniqueaifaurs pas extrémement sensible.

La PCR repose sur lamplification puis la détectiale séquences du génome EBV.
Essentiellement qualitative avec une réponse pesiti négative, elle a été remplacée ces derniéres
années par des techniques de quantification maliéeypour évaluer la charge virale dans un tissu
ou dans un liquide biologique. Cette quantificatest effectuée apres amplification de séquences
nucléotidiques conservées et si possible uniques léagénome. Elle permet de suivre la dynamique
du virus dans le sang périphérique, de détecteéummatuelle réactivation avant I'apparition de sigin
cliniques, et d’instaurer une thérapeutique adaptée

Les premieres PCR quantitatives développées émnaritalité des méthodes semi-quantitatives, ou
la quantification de la cible était effectuée pamparaison avec une gamme d’un étalon externe, sur
gel d’agarose ou par Southern blot. Ces technidpies que parfois trés sensibles étaient fastiéeus
et pouvaient poser des problemes de reproducadibiities sont actuellement abandonnées au profit
de techniques quantitatives plus fiables en tedegzrécision et de reproductibilité. On distinges |
PCR quantitatives compétitives et les PCR en teggls Ces dernieres possedent génératemen
un plus large spectre dynamique de mesure, eehabsde manipulations post-PCR les rend a la fois
plus rapides et plus maniables.

Les PCR quantitatives compétitives sont baséeksto-amplification de la cible et d’un standard
interne. Le standard interne est souvent un pr@yaint le méme nombre de bases que la cible, avec
des extrémités (zone de fixation des amorces)imlezd a celles de la cible. Seule la région interne
differe entre les deux fragments, ce qui permeltna, de la révélation, de distinguer la cible du

standard interne.
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La quantification est mesurée par des techniguesiimo-enzymatiques, par densitométrie sur  gel
d’agarose ou par Southern blot. Le risque de cantion lors de I'ouverture des tubes PCR au
moment de la révélation et la longueur de la teqmi(6 heures) représentent les principales limites
des PCR quantitatives compétitives.

En plus de la quantification de ’ADN EBV, I'analyguantitative des ARNm codant les protéines
de latence ou celles du cycle lytique a été prapasénme un moyen de préciser le type du cycle de
multiplication de 'EBV (lytique ou latent) dans pnélevement donné. En effet, il a été mis au point
des techniques de quantification par PCR en terédps d'un ARNm de la latence (LMP1) et
de 2 ARNm tardifs du cycle lytique (gp350 et pregSa La lourdeur de la technique et la mauvaise
stabilité des ARNm limitent pour I'instant cettesdyse.

Actuellement, dans notre pays, 'ELISA et le MN&ttesont les principales techniques sur
lesquelles se base le diagnostic biologique deV'EBpermettent un diagnostic ditndirect” qui
reste, par conséquent, tres limite.

Un résultat négatif obtenu dans le test ELISA (AfBV EBNA IgG) n’exclut pas totalement une
infection par I'EBV. Ces résultats doivent étreliséis conjointement avec les informations
disponibles sur I'évaluation clinique du patientest autres procédures de diagnostic existarites.
résultats des tests de patients immunodéprimésepeéire difficiles a interpréter. ed
résultats positifs peuvent ne pas étre validés daspersonnes ayant recu des transfusions saaguine
ou d’autres produits sanguins au cours des demieis. Ce test peut étre limité par la disponiilit
des anticorps spécifique. En effet, I'existencendsyndrome mono-nucléosique associé a un MNI
positif permet dans la plupart des cas un diagneoagiide et précoce de la mononucléose infectieuse.
Cependant, des formes de mononucléose séronégatiypayticulier chez les jeunes enfants et dans
certains cas a expression clinique plus modéréecpe@xistes. En cas de négativité du MNI, il

est indispensable d’associer a ce dernier une retoheles anticorps anti-EBV.

Le recours a des techniques de biologie molécul@reque la PCR quantitative permettent,
aujourd’hui, de mettre en évidence la présencé®/ mais surtout la quantification de la charge
virale présente dans le sang circulant, les leuescie plasma ou le sérum, éventuellement led&ui

céphalo-rachidien ou les tissus. Cet apport coreid® permet un meilleure prise en charge de
l'infection & EBV et la possibilité de mieux cern@spect physiopathologique du virus dans le

développement de pathologies qui lui sont associées
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Conclusienperspectives

Depuis quelques années, de nombreuses informatsoms I'histoire naturelle et la
physiopathologie de l'infection & EBV ont émergEfaut bien reconnaitre que cette masse de
nouvelles données n'a pas eu une grande conséqueemcéa prise en charge en pratique
(traitements et vaccins) de ces infections. Néansjodes questions passionnantes restent a
explorer : I'infection des cellules épithélialesr pge virus lymphotrope, la fréquence des MNI
graves et leur mécanisme, la recherche de stratégiévirales ou immuno-modulatrices efficaces,

les relations entre MNI et cancers associées aM’'BB d’autres maladies chroniques.

L'EBV a été décrit comme étant impliqué dans lavenue de nombreuses pathologies cancéreuses
d’origine lymphoide ou épithéliale. Son impact Etgique dans la apparition de ces maladies en
Algérie n'est pas encore parfaitement défini (agemtisal ou plutét un facteur favorisant en

interaction avec des facteurs génétiques et/ou@mementaux).

Le diagnostic biologique de 'EBV en Algérie essbaur des tests sérologiques qui ont rapidement
montrés leurs limites. Il parait évident qu’il estcessaire d’intégrer des techniques moléculaire a
'ensemble des données cliniques et biologiquesieities. Cela va permettre un diagnostic

précoce et donner une meilleure estimation de dagehvirale contribuant ainsi en grande partie a

ameliorer la prise en charge de cette infectiors dentre pays.
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Annexe | : Nomenclature des protéines de I'EBV (Anérsson efal., 2000).

BALF1 inhibiteur de I'apoptose

BALF2 protéine majeure de fixation de I'’ADN simgden

BALF3 terminase

BALF4 gp115 GP110 precursor glycoprotéine B

BALF5 ADN polymérase ADN-dépendante

BaRF1 petite sous-unité de la ribonucléotide réakect

BARF1 p33 early prot colony-stimulating factor 1

BBLF1 inconnues

BBLF2 inconnues

BBLF3 inconnues

BBLF4 protéine associée a I'helicase/primase

BBRFL1 protéine mineure de la capside

BBRF2 inconnues

BBRF3 glycoprotéine M

BCLF1 MCP protéine majeure de la capside

BCRF1 inconnues

BCRF1 (precursor) interleukine virale -10

BDLF1 VP23 protéine mineure de la capside

BDLF2 inconnues

BDLF3 mb antigen gp85 glycoprotéine

BDLF4 inconnues

BDRF1 scaffold prot terminase

BERF2A/B EBNA-3B/4 nuclear prot antigene nucléaleelatence

BERF3/4 EBNA-3C/4B EBNA-6 antigéne nucléaire deiate

BFLF1 major envelope gp protéine de clivage / cactgige de 'ADN

BFLF2 phosphoprotéine nucléaire?

BFRF1 protéine de tégument

BFRF2 capside ?

BFRF3 VP26, capsid prot, VCA p18 protéine de capsid

BGLF1 inconnues

BGLF2 protéine de tégument

BGLF3 inconnues

BGLF4 protéine kinase Ser/Thr

BGLF5 exonucléase alcaline

BGRF1 BDRF1 protéine de compactage de 'ADN

BHRF1 EA-R nuclear antigen composant du complexigeme précoce

BILF1 mb prot inconnues

BILF2 mb gp 55-78 glycoprotéine

BKRF1 EBNA-1 EBNA-1 (basse complexité)




BKRF2 (precursor) glycoprotéine L

BKRF3 uracil-ADN glycosylase

BKRF4 inconnues

BLLF1 MA gp340/220 glycoprotéine majeure de membran

BLLF2 inconnues

BLLF3 dUTPase

BLRF1 Protéine de membrane, glycoprotéine N

BLRF2 inconnues

BLRF3 antigene nucléaire de latence

BMLF1 diffuse early antigen EB2 régulateur postireriptionnel

BMRF1 EA-D

BMRF2 inconnues

BNLF1 LMP-1 P63 Protéine membranaire de latence LMP

BNRF1 mb antigen p140 protéine de tégument

BOLF1 capsid assembly prot protéine de tégument

BORFL1 capsid assembly prot Protéine de maturatidirassemblage de 'ADN

BORF2 réductase ribonucléotidique

BPLF1 protéine de tégument

BRLF1 activateur de transcription Rta

BRLF1 domaine bZIP

BRRF1 inconnues

BRRF2 inconnues

BSLF1 helicase/primase

BSRF1 inconnues

BTRF1 inconnues

BVRF1 EC-RF2 protéine de tégument du virion

BVRF2 P40 EC-RF3(a) protéinase/protéine d’échafgedkte la capside

BWRFL1 (12 copies) / BCRF2 inconnues

BXLF1 thymidine kinase

BXLF2 gp85 precursor glycoprotéine H

BXRF1 EC-RFL1 protéine de fusion

BYRF1 EBNA2 EBNA2

BZLF1 Zebra EBL1 protéine transactivatrice

BZLF2 glycoprotéine

EBNA1 antigene nucléaire

EBNA3A (BLRF3+BERF1)

LF2 inconnues

LF3 inconnues

LMP2A/B protéine membranaire de latence 2A/B




Involvement of Epstein-Barr virus in the developmehm of
lymphomas (The example of Burkitt's lymphoma)

Abstract:

The Epstein Barr Virus (EBV) is a doukteanded DNA virus, ubiquitous, that infects
more than 95% of the world population and with highncogene potential.
Often asymptomatic in children, infection amongladoents and young adults is involved in
the pathogenesis of several cancers that develthe a&xpense of B cells or epithelial cells.
Causative agent of infectious mononucleosis, ifréxjuently associated witkkancerous
pathologies such as Burkitt's lymphoma. The rol&B¥ in the initiation and the extension
of these tumors remain unclear. However, its emtsteto the clonal status in most cancer
cells suggests that its presence is far from cderdal.

It seems clear after completion of this researcat BBV has biological importance;

he is involved in many cancer types. However, thace mechanisms need to be clarified.
Biologic diagnosis of EBV in Algeria is based orrdegical tests (ELISA and MNI test)

that have quickly shown their limits. It seems awd that it is necessary to integrate
molecular techniques to all clinical and biologidaka to develop a coherent depiction of this
infection. This will greatly contribute to early atjnosis but especially to have a better
estimate of the viral load thereby contributinggkly to improve the management of this

infection in our country.

Keywords: Epstein -Barr virus, Burkitt's lymphoma, ELISA.
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Implication du virus d’Epstein-Barr dans le dévglement des lymphomes
(I'exemple du lymphome de Burkitt)

Mémoire de fin de cycle pour I'obtention du diploae Master en Génétique Moléculaire.

L’Epstein Barr Virus (EBV) est un virus a ADN biéafaire, ubiquitaire qui infecte plus de
95 % de la population mondiale et a fort potentietogene. Souvent asymptomatique chez
I'enfant, I'infection chez I'adolescent et I'aduljeune est impliguée dans la pathogénie de
plusieurs cancers qui se développent aux dépenlyrdphocytes B ou des cellules épithéliales.
Agent causal de la mononucléose infectieuse, ilfésjuemment associé a des pathologies
cancéreuses comme le lymphome de Burkitt. Le ralevius dans le déclenchement et
I'extension de ces tumeurs reste mal connu. Cepgéndan existence a I'état clonal dans la
plupart des cellules cancéreuses laisse pensesaquegsence est loin d’étre fortuite.
Il parait clair aprés la réalisation de ce tradalrecherche que 'EBV, d'importance biologique
certaine, est impliqué dans de nombreuses patlslagincéreuses. Cependant, les mécanismes
exacts doivent étre précises.
Le diagnostic biologique de 'EBV en Algérie essbasur des tests sérologiques (ELISA et test
MNI) qui ont rapidement montrés leurs limites. #rait évident qu'’il est nécessaire d’intégrer
des techniques moléculaires a 'ensemble des deruiggques et biologiques pour dresser un
tableau cohérent de cette infection. Cela va graedé contribuer a un diagnostic précoce mais
surtout d’avoir une meilleure estimation de la geavirale contribuant ainsi, en grande partie,

a améeliorer la prise en charge de cette infectarsdotre pays.

Mots clefs :Virus d’Epstein-Barr, Lymphome de Burkitt, ELISA.
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