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TRAVAIL BIBLIOGRAPHIQUE

1. Introduction

Le virus d’Epstein-Barr (EBV), aussi connu sous le nom d’Herpesvirus humain de
type 4 (HHV-4), appartient a la famille des Herpesviridae et a la sous-famille des
Gammaherpesvirinae. Ce virus enveloppé a ADN double brin qui mesure 150 a 200
nm de diamétre, a été découvert en 1964 a partir de cellules tumorales de
lymphome de Burkitt (1).

La transmission interhumaine de ce virus se fait principalement par la salive. Dans
les pays en voie de développement, presque tous les enfants sont infectés avant
'age de quatre ans. Dans les pays développés, moins de 50% des enfants entre
cing et dix ans sont séropositifs pour 'EBV (2). La primo-infection a EBV est le plus
souvent asymptomatique mais peut étre associée a la mononucléose infectieuse
(MNI) qui se caractérise notamment par une angine, une lymphadénopathie, de la
fievre et de la fatigue. Plus la primo-infection survient tardivement dans la vie d’un
individu (a 'adolescence ou a I'dge adulte) plus le risque de développer une MNI
est important (3). Cette maladie généralement bénigne peut cependant entrainer
des complications graves dans 1% des cas (encéphalite, myocardite, complications
hépatiques etc...) ou invalidantes, telle que la fatigue chronique qui se poursuit
jusqu’a six mois au moins apres l'infection virale, pour 10% des patients (4).

Apres la primo-infection, 'EBV persiste a vie dans les lymphocytes B mémoires de
I'héte infecté, en général sans conséquence pathologique pour [lindividu.
Cependant, cette latence virale peut parfois étre associée au développement d’un
cancer. L’EBV est d’ailleurs classé dans le groupe 1 des agents cancérogenes pour

'homme. Il est le premier virus humain oncogéne a avoir été découvert et reste a
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ce jour, le seul pathogéne humain qui peut immortaliser et transformer les cellules
in vitro (5). Ayant notamment un tropisme pour les cellules B, I'infection a EBV peut-
étre associée a des lymphomes B de type Hodgkin ou Burkitt, mais aussi a des
syndromes lymphoprolifératifs observés dans un contexte d'immunodépression,
surtout chez les patients greffés d'organe solide ou de cellules souches
hématopoiétiques, dans la premiére année suivant la greffe (6). Ayant aussi un
tropisme pour les cellules épithéliales, 'EBV est a l'origine des carcinomes du
nasopharynx et peut étre associé aux carcinomes de I'estomac (7). Cependant,
comme le virus ne persiste pas au niveau des cellules épithéliales, les tumeurs
épithéliales proviennent du réservoir viral latent présent dans les cellules B (8). On
estime a 200 000, le nombre de nouveaux cas de cancers induits par 'lEBV chaque
année, ce qui représente 1,5% des cancers recensés au niveau mondial (9). Ces
cancers sont responsables d’environ 164 000 morts par an dans le monde (10).
L’EBV pourrait aussi étre associé au développement de maladies inflammatoires et
auto-immunes comme la sclérose en plaques (11), le lupus érythémateux
disséminé (12), la polyarthrite rhumatoide (13) et le syndrome de Sjégren (14), mais
ces associations restent controversees.

Ainsi, en infectant plus de 90% de la population adulte mondiale, 'EBV est I'un des
virus les plus répandus dans le monde et pourtant, a ce jour, aucun traitement
efficace ni vaccin anti-EBV ne sont disponibles (15).

Par conséquent, les bénéfices d’un vaccin prophylactique (prévenant I'infection a
EBV et protégeant ainsi des maladies associées) ou d’un vaccin thérapeutique
(traitant directement les pathologies associées a 'EBV), seraient considérables en

santé publique.
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Le pouvoir oncogéne de I'EBV empéche son utilisation sous forme atténuée ou
inactivée dans des projets vaccinaux. Ainsi, le développement d’un vaccin anti-EBV
implique de connaitre au mieux, 'ensemble des acteurs qui contribuent au cycle de
vie du virus. Il s’agit des protéines virales et cellulaires impliquées dans I'entrée du
virus dans les cellules hotes, pour les vaccins prophylactiques et des protéines

impliquées dans la latence virale, pour les vaccins thérapeutiques.

2. Entrée du virus et vaccins prophylactiques

Lors de la primo-infection, le virus traverse la barriere des cellules épithéliales des
mugueuses par transcytose pour ensuite infecter les cellules B dans les tissus
lymphoides secondaires sous-muqueux (16).

L'entrée de 'EBV peut se résumer en deux étapes successives. La premiere étape
est la liaison du virus aux cellules cibles impliquant des glycoprotéines virales et
des récepteurs d’attachement cellulaires, qui rapprochent et concentrent le virus a
la surface des cellules cibles sans déclencher les mécanismes de fusion.
Contrairement a la plupart des autres virus enveloppés, qui utilisent seulement une
ou deux glycoprotéines, plusieurs glycoprotéines d’enveloppe virales jouent un role
primordial dans les mécanismes d’entrée de 'EBV dans les cellules B et les cellules
épithéliales.

La seconde étape est la fusion du virus a la membrane endocytaire des cellules B
ou a la membrane plasmique des cellules épithéliales, impliquant les protéines de
la machinerie de fusion hautement conservées au sein des Herpesviridae et des
récepteurs primaires d’entrée (17). De facon intéressante, les mécanismes et les
glycoprotéines d’entrée du virus dans la cellule B et dans la cellule épithéliale,

difféerent. L’entrée de 'EBV dans les cellules B se fait par endocytose tandis qu’elle
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se fait par fusion directe des membranes virale et cellulaire, dans les cellules

épithéliales (18).

2.1. Entrée de I'EBV dans les cellules B

La glycoprotéine 350/220 (gp350/220), exprimée sur I'enveloppe de 'EBV, se
présente sous deux formes, 'une de 350 kDa et 'autre de 220 kDa environ
(épissage alternatif du méme transcrit primaire d’ARN). Elle est largement
impliquée dans linfection des cellules B alors que son action est limitée dans
I'infection des cellules épithéliales. L’entrée de 'EBV dans les cellules B démarre
avec la liaison de la gp350/220 via ses résidus 1 a 470 situés a I'extrémité N-
terminale, au récepteur du complément de type 2 (CR2), également appelé CD21,
ou au récepteur du complément de type 1 (CD35 ou CR21) (17). La Figure 1 permet
de comprendre le détail de ces interactions.

Interviennent ensuite les glycoprotéines H (gH), L (gL) et 42 (gp42), qui régulent
I'activation de la glycoprotéine B (gB), acteur direct de la fusion membranaire (19).
Ces quatre glycoprotéines forment, ensemble, I'appareil de fusion permettant a
'EBV d’entrer dans les cellules B.

La glycoprotéine gH est composée de quatre domaines allant de D-I (en N-terminal)
a D-IV (en C-terminal). La glycoprotéine gL interagit avec le domaine D-l pour
former le complexe hétérodimérique gH/gL (appelé aussi gp85/gp25) (20).
L’extrémité N-terminale allongée de la gp42 s’enroule autour des domaines D-II, D-
[l et D-1V de gH et se lie notamment au motif de liaison KGD présent au sein du
domaine D-II (21).

Apres la liaison de gp350/220 avec le CR2, la gp42, grace a son domaine lectine

de type C (CTLD situé en C-terminal), interagit spécifiquement avec les chaines 3
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des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il (22)
(23). Cette interaction élargit la poche hydrophobe du CTLD de gp42 et permet au
complexe gH/gL (par les résidus glutamine (Q) 54 et lysine (K) 94 de la
glycoprotéine gL) de se lier a la forme pré-fusionnelle de gB (résidus 450 a 800 de
gB) (24). La liaison de gH/gL a gB déclenche le changement conformationnel de gB
en une forme intermédiaire qui permet l'insertion des boucles de fusion de gB
(résidus hydrophobes WY112-113 et WLIW193-196) dans la membrane de la cellule B.
La fusion des bicouches virale et cellulaire permet la libération de la nucléocapside
dans le cytoplasme des cellules cibles et la gB se retrouve dans une conformation
stable post-fusionnelle (25). A I'heure actuelle, seule la structure post-fusionnelle

de gB est connue.
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1/ Liaison du virus a la cellule B faisant intervenir la gp350/220 virale et le récepteur
cellulaire CR2. 2/ Fusion des membranes virale et cellulaire faisant intervenir les

glycoprotéines virales gH/gL, gp42 et gB et le CMH de classe Il cellulaire.
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2.2. Entrée de 'EBV dans les cellules épithéliales

Le CR2, auquel gp350/220 se lie pour entrer dans les cellules B, n'est pas
constamment présent au sein des cellules épithéliales. Ceci rend le role de
gp350/220 mineur dans I'entrée d’EBV dans ces cellules épithéliales. Cependant,
la liaison du virus aux cellules épithéliales CR2-négatives est cing fois plus faible
gu’aux cellules épithéliales CR2-positives (26).

L’interaction entre I'intégrine cellulaire aVB1 et le motif de liaison aux intégrines
RGD (arginine/glycine/acide aspartique) de la protéine virale BMRF2 est une
premiére étape facilitatrice de I'entrée, mais elle n’est pas obligatoire (Figure 2)
(17). La protéine BMRF2 peut aussi former un complexe avec la protéine virale
BDLF2 (non représentée dans la Figure 2). BDLF2 est une protéine membranaire
de type Il qui participe au réarrangement du réseau cellulaire d’actine ce qui
augmente les contacts entre les cellules et favorise la diffusion du virus de cellules
en cellules (27).

Le complexe gH/gL du virus s’attache ensuite aux intégrines cellulaires aV35, aV36
et aV38 grace au motif KGD de gH (17) (28). Le motif KGD a donc la capacité de
se lier de maniére compétitive, soit aux intégrines des cellules épithéliales, soit a la
gp42. C’est cette double fonctionnalité du motif KGD de gH qui fait de gp42, un
acteur déterminant pour le tropisme cellulaire de 'EBV (29). En effet la présence
de gp42 masque le motif KGD de gH aux intégrines des cellules épithéliales et
inhibe la fusion du virus a ces cellules.

L’étape suivante fait intervenir la protéine cellulaire EphA2 (récepteur a éphrine de
type tyrosine kinase A2) (30). L’ectodomaine de cette protéine est composé de
quatre régions : une région LBD (ligand binding domain) qui peut se lier a gH/gL et

a gB, une région riche en cystéine et deux régions fibronectines (FBN) qui
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interagissent avec gB. Cette étape est essentielle puisqu’en 'absence d’EphA2, la
fusion entre les membranes virales et cellulaires est réduite de plus de 90% et
I'infection de 85%. A 'opposé, sa surexpression facilite la fusion et 'infection des
cellules épithéliales (26).

Le processus de fusion, precédemment décrit pour les cellules B, peut alors s’initier
grace a l'interaction entre gH/gL et la forme pré-fusionnelle de gB et permettre
I'entrée du virus dans la cellule épithéliale.

Un autre acteur cellulaire a été décrit comme ayant un réle dans I'étape de fusion
de 'EBV aux cellules épithéliales. La neuropiline-1 (NRP1) est une protéase
cellulaire qui, lorsqu’elle est surexprimée, augmente significativement I'infection des
cellules épithéliales par EBV et lorsqu’elle est inhibée, diminue de 50% l'infection
(31). On peut noter que la NRP1 n’est que trés faiblement exprimée par les cellules

B par rapport aux cellules épithéliales.

2.3. Tropisme de l'infection a EBV

La gp42 n’intervient pas dans le mécanisme d’entrée de 'EBV dans les cellules
épithéliales et détermine le tropisme cellulaire du virus (21). En effet, lorsque les
virions néosynthétisés sortent de la cellule B, la gp42 reste séquestrée dans la
cellule par son interaction avec les molécules du CMH de classe Il. Ainsi, les virions
matures qui sortent des cellules B sont, pour la plupart, déficients en gp42 et ne
peuvent pas réinfecter une autre cellule B (24). A l'inverse, 'absence de gp42 a la
surface de ces virions favorise I'infection des cellules épithéliales. Lorsque les
virions néosynthétisés sortent des cellules épithéliales (qui sont dépourvues de
CMH de classe 1), la gp42 n’est pas séquestrée et les virions matures sont enrichis

en gp42 ce qui facilite leur entrée dans les cellules B, et ainsi de suite (32).
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Figure 2 : Entrée de 'EBV par fusion directe dans les cellules épithéliales.

1/ Liaison du virus a la cellule épithéliale faisant intervenir les glycoprotéines virales

gp350/220, BMRF2 et gH/gL et le récepteur cellulaire CR2 (cas des cellules épithéliales

CR2+) et les intégrines cellulaires (aVpB1, 5, 6 et 8). 2/ Fusion des membranes virale et

cellulaire faisant intervenir les glycoprotéines virales gH/gL et gB et les protéines cellulaires

EphA2 et NRP1.
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2.4. Autres glycoprotéines de surface de 'EBV

En dehors des glycoprotéines dont nous venons de parler, qui participent
activement a l'entrée du virus dans les cellules hétes, il existe d’autres
glycoprotéines qui sont probablement moins pertinentes a cibler pour un projet
vaccinal et dont le réle dans le cycle viral est a clarifier (33) (Figure 3).

Parmi elles, on peut citer la glycoprotéine N (gN) codée par le géne BLRF1 et la
glycoprotéine M (gM), formée de plusieurs domaines transmembranaires et codée
par le gene BBRF3. Ces glycoprotéines fortement conservées au sein des
Herpesviridae, forment le complexe gN/gM (34). L’absence d’expression du
complexe gN/gM diminue la liaison du virus aux cellules cibles, bloque la
dissociation entre la capside virale et les membranes cellulaires (empéchant sa
migration vers le noyau) et diminue la libération des nouveaux virions (34).

La glycoprotéine 150 (gp150) codée par le gene BDLF3, est capable de se lier aux
héparanes sulfates présents a la surface des cellules épithéliales, sans que cette
liaison ne provoque I'infection des cellules cibles (35).

Enfin, la glycoprotéine 78/55 (gp78/55) codée par le géne BILF2, ne semble pas

avoir de réle dans I'entrée du virus (36).
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Figure 3 : Structure générale de 'EBV.

De lintérieur vers l'extérieur sont représentés : 'ADN double-brin de I'EBV, la capside
icosaédrique, le tégument et 'enveloppe. A gauche, sont représentées les glycoprotéines
d’enveloppe virales qui jouent un réle clé dans les processus d’entrée du virus dans les
cellules hotes (gp350/220, BMRF2, gH/gL, gp42 et gB). A droite, sont représentées les

glycoprotéines virales peu ou pas impliquées dans I'entrée (gp150, gp78/55, gN et gM).

2.5. Principaux vaccins prophylactiques anti-gp350/220

Les premiéres et principales approches de vaccins prophylactigues ont
naturellement ciblé la gp350/220 puisqu’elle est la glycoprotéine la plus abondante
a la surface de 'EBV et des cellules infectées et qu’elle est la cible principale des
anticorps neutralisants anti-EBV (37). Ces différentes approches vaccinales sont
résumées dans la Figure 4.

Le premier essai clinique vaccinal anti-EBV a été développé en 1995 par une équipe
chinoise qui a utilisé comme vecteur, un virus de la vaccine vivant (VV) exprimant
la gp350/220. Ce vaccin a été administré en dose unique i) a des adultes

séropositifs pour 'EBV et pour le VV, ii) a des adolescents séropositifs pour 'EBV
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mais séronégatifs pour le VV et iii) a des enfants séronégatifs pour ces deux virus.
Les résultats ont été analysés 16 mois apres I'administration du vaccin. Chez les
adultes, le VV n’a pas pu se multiplier du fait de leur immunité anti-VV et le vaccin
a été sans effet. Au contraire, les adolescents vaccinés ont vu leur titre d’anticorps
neutralisants anti-EBV augmenter et parmi les neuf enfants séronégatifs vaccinés,
seuls trois ont été infectés par 'EBV alors que les dix enfants non vaccinés ont tous
été infectés (38). Cette premiére étude clinique n’a pas été poursuivie du fait des
normes de biosécurité imposées en vaccinologie.

Ce n’est qu’en 2007 que I'équipe de Moutschen et al. a publié les résultats de deux
nouveaux essais cliniques réalisés chez 148 adultes sains (I'un de phase | et 'autre
de phase I/ll). Ces études ont montré la sécurité et I'immunogénicité d’un
monomere recombinant de gp350 soluble, associé ou non a un adjuvant. Ce
candidat vaccinal a été obtenu a partir de cellules CHO (Chinese Hamster Ovary)
exprimant le géne de la gp350/220 muté au niveau du site d’épissage, empéchant
ainsi la formation de l'isoforme gp220. Les préparations associées a un adjuvant
(hydroxyde d’aluminium seul ou combiné avec du monophosphoryl lipide A)
induisaient des titres d’anticorps anti-gp350 significativement plus élevés que les
préparations sans adjuvant et les trois formulations testées de ce candidat vaccin
ont bien été tolérées (39).

Pour confirmer la sécurité et 'immunogénicité de ce vaccin anti-EBV et évaluer son
efficacité, Sokal et al. ont mené un essai clinique de phase Il, randomisé, en double
aveugle. Le monomére recombinant de gp350 soluble associé a I'hydroxyde
d’aluminium/monophosphoryl lipide A a été distribué, en trois doses, chez 181
jeunes adultes séronégatifs pour 'EBV et comparé a un placébo constitué

d’hydroxyde d’aluminium seul. Une réponse anticorps anti-gp350 neutralisante
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durable a été observée sur une période supérieure a 18 mois, chez 98,7% des
patients vaccinés. Cette réponse humorale n’a pas suffi a prévenir l'infection a EBV
mais a permis de réduire significativement I'incidence de la MNI de 78%, dans le
groupe vacciné. En effet le nombre de MNI était 4,8 fois plus élevé dans le groupe
placebo que dans le groupe vacciné (40). Ainsi, les anticorps neutralisants anti-
gp350 semblent atténuer la gravité de la maladie associée a l'infection par EBV

sans prevenir l'infection elle-méme (16).

Deux ans plus tard, une autre étude de phase | a évalué l'effet du monomeére
recombinant de gp350 associé a I'hydroxyde d’aluminium, dans la prévention des
syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation (SLPT) chez 16 enfants
séronégatifs pour EBV, atteints d’'une maladie rénale chronique en attente de
transplantation. L’objectif de ce vaccin était de stimuler 'immunité humorale anti-
EBV avant la transplantation, afin de diminuer I'apparition ou la sévérité des SLPT.
Les deux doses testées de ce vaccin (12,5 ug et 25 pg) ont bien été tolérées et ont
induit des titres similaires d’anticorps anti-gp350 chez I'ensemble des patients
vaccinés, mais seuls quatre patients ont développé des anticorps neutralisants anti-
gp350. Cependant, les réponses immunitaires anti-gp350 (neutralisantes ou non)
ont rapidement chuté quelques semaines apres la derniére injection et les charges
virales EBV sanguines mesurées par PCR (réaction de polymérisation en chaine),
26 semaines apres la transplantation, étaient similaires entre les enfants vaccinés
et non-vaccinés. Ceci a rendu peu probable un effet préventif du vaccin sur

I'apparition de SLPT (41).
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Figure 4 : Stratégies vaccinales prophylactiques utilisant 'antigéne gp350/220.

Les quatre stratégies induisent une réponse immunitaire humorale neutralisante anti-
gp350. Les stratégies avec adjuvant (3 et 4), induisent des titres d’anticorps anti-gp350 plus
élevés que la stratégie sans adjuvant (2). La stratégie avec du monophosphoryl lipide A (4)
induit une réponse humorale anti-gp350 neutralisante plus intense et durable que la
stratégie sans monophosphoryl lipide A (3). Les données recueillies pour la stratégie 1 ne
sont pas suffisantes pour la comparer aux autres stratégies.

1 (38); 2 (39); 3 (39) (41); 4 (39) (40).
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3. Latence virale, réplication virale, et vaccins thérapeutiques

La seconde stratégie vaccinale anti-EBV consiste a stimuler 'immunité cellulaire T
anti-EBV et/ou rétablir le contrdle immunitaire des patients atteints de cancers liés
a 'EBV. Ces vaccins dits thérapeutiques, utilisent principalement les protéines de
latence impliquées dans la transformation et 'immortalisation des cellules infectées
et donc dans le développement de cancers. Certaines protéines du cycle lytique
sont également apparues comme importantes pour [I'établissement de la
persistance virale. Les vaccins thérapeutiques pourraient représenter une
alternative a [I'utilisation de radiothérapies et chimiothérapies, habituellement
utilisées pour traiter les cancers associés a I'EBV mais responsables d’effets
indésirables importants.

Le développement de ces vaccins thérapeutiques implique de connaitre les étapes
et les protéines impliquées dans le cycle de latence et dans le cycle réplicatif de

'EBV chez les sujets infectés.

3.1. Cycle de latence de 'EBV

Apres la primo-infection, 'EBV persiste sous forme latente épisomale dans les
lymphocytes B mémoires infectés. Il existe alors un équilibre entre la latence, la
réplication du virus dans I'organisme et I'élimination des cellules infectées par les
défenses immunitaires. La latence est caractérisée par I'expression des génes
viraux de latence : six codent pour des protéines nucléaires EBNA (Epstein-Barr
nuclear antigen), trois pour des protéines membranaires LMP (Latent membrane
protein), et deux pour des ARNs non codants EBER (Epstein-Barr encoded small

RNA). Un grand nombre de micro-ARN viraux (miARN) sont également exprimés
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(44 issus du gene BART et trois issus du gene BHRF1) (42) (Figure 5). Ce sont
ces protéines de latence et les ARN non codants du virus 'EBV qui sont a I'origine
de la capacité de 'EBV a immortaliser et a faire proliférer indéfiniment des cellules
B. Il existe différents profils d’expression de ces génes de latence qui permettent
au génome de persister dans ces lymphocytes B lors de la division cellulaire. Ces
différents profils s’expriment au cours des différentes phases naturelles
d’établissement de la latence mais également dans les différentes pathologies
cancéreuses associées a 'EBV. Dans les trois types de latence, I'expression de
'EBNA1 permet le maintien du génome viral sous forme d’épisome et sa réplication
par 'ADN polymérase cellulaire. Pendant cette phase de latence, le virus se
réplique de fagon synchrone avec les cellules B mémoires infectées qui deviennent
alors, le site principal de persistance de 'EBV (43).

La latence de type lll correspond a I'expression, dans les cellules B naives, de
'ensemble des génes de latence. Ce type de latence est principalement retrouvé
dans les lymphomes non-Hodgkiniens tels que les SLPT ou certains lymphomes B
diffus a grandes cellules associés a EBV. Ce type de lymphome se rencontre, la
plupart du temps, chez les individus immunodéprimés ou la diminution de
immunosurveillance entraine une prolifération incontrélée des cellules B ce qui
favorise I'apparition d’altérations génétiques et le développement d’'un cancer (3).
La latence de type Il correspond a I'expression, dans les centres germinatifs,
d’EBNA1, de LMP1 et 2 et des ARN non codants EBER et miARN et se retrouve
dans les lymphomes de Hodgkin associés a EBV et les carcinomes nasopharyngés

(CNP).
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La latence de type 1/0 est présente dans les cellules B mémoires ou seuls 'TEBNA1
et les ARN non codants EBER et miARN sont exprimés et se retrouve dans les
lymphomes de Burkitt et les carcinomes gastriques associés a EBV.

Dans les lymphomes de Hodgkin, de Burkitt et les CNP, I'expression de 'EBV est
donc limitée a quelques génes de latence et la diminution de 'immunité a une
importance limitée. En revanche le réle des mutations des genes cellulaires y est
plus important (Figure 5).

Par conséquent, la protéine EBNA1 (exprimée dans toutes les tumeurs malignes
associées a EBV), les protéines de signalisation membranaire LMP1 (oncogeéene
impliqué dans la transformation et la survie cellulaires) et LMP2 (régulateur de la
réactivation virale a partir de la latence) ainsi que les ARN non codants (impliqués
dans I'échappement immunitaire plutét que dans la transformation cellulaire),
représentent autant de cibles prometteuses pouvant rentrer dans la composition

d’un vaccin thérapeutique anti-EBV (7) (44).
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immunité cellulaire, de I'expression des genes de latence et de la mutation des

genes cellulaires dans les cancers associés a 'EBV.

Les cancers associés a la latence de type lll de 'EBV, sont principalement retrouvés chez

le patient immunodéprimé. A l'inverse, les cancers associés a la latence de type | de 'EBV,

sont principalement retrouvés chez le patient immunocompétent et liés a un fort taux de

mutation des genes cellulaires de I'héte infecté (45) (46).
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3.2.  Cycle lytique de 'EBV

Sil'étude des cancers liés a 'lEBV a longtemps été exclusivement associée a I'étude
des protéines de latence, le réle du cycle lytique semble avoir été sous-estimé.

Le cycle lytique (aussi appelé cycle réplicatif ou de multiplication) de 'EBV, est
divisé en trois phases séquentielles (tres précoce, précoce et tardive) durant
lesquelles plus de 80 protéines sont exprimées.

Les premiers genes a étre transcrits durant la phase tres précoce sont les genes
BZLF1 et BRLF1, codant respectivement pour les facteurs de transcription ZEBRA
(ou Zta ou Z) et Rta (ou R). Les protéines ZEBRA et Rta activent ensuite les
promoteurs des géenes précoces qui codent soit pour le complexe de réplication
(comprenant notamment 'ADN polymérase virale, son facteur de processivite, la
thymidine kinase et le complexe hélicase-primase) soit pour les protéines
impliquées dans I'expression des geénes tardifs. Enfin, sont exprimés les génes
tardifs codant pour les protéines de structure comme les antigénes de capside virale
(VCA), la protéase virale nécessaire a la maturation de la capside et les
glycoprotéines d’enveloppe, le tout permettant la fabrication de nouvelles particules
virales (47) (Figure 6).

Les protéines tres précoces ZEBRA et Rta sont plus souvent la cible des cellules
TCDB8+ alors que les protéines précoces et tardives sont plus souvent la cible des
cellules TCD4+ (48). Ainsi, les glycoprotéines de surface de 'EBV (protéines
tardives) ne sont pas simplement la cible de 'immunité humorale avec les anticorps
neutralisants mais sont aussi ciblés par 'immunité cellulaire TCD4+ capable de
reconnaitre les cellules B récemment infectées par 'EBV (8).

De nombreux arguments sont aujourd’hui en faveur d’un réle du cycle lytique dans

I'initiation et I'extension des phénoménes cancéreux liés a 'EBV.
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Parmi ces arguments, on peut citer le succeés partiel de 'immunothérapie anti-EBV
ciblant des antigenes du cycle lytique dans les cancers associés a 'EBV (49). Aussi,
il a été montré que des modeles de souris humanisées développaient moins de
lymphomes B lorsqu’elles étaient infectées avec un mutant EBV délété du géne
lytique BZLF1 qu’avec un EBV non muté (50).

Par conséquent, les protéines du cycle lytique et plus précisément les protéines trés
précoces, peuvent étre intéressantes a associer aux protéines de latence dans la
conception d’un vaccin thérapeutique. Un vaccin composé des principales protéines
lytiques, pourrait stimuler 'immunité cellulaire TCD4+ et TCD8+ spécifique de ces
antigenes et détruire les cellules infectées limitant ainsi la formation de nouveaux

virions, I'infection et la transformation de nouvelles cellules.
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Figure 6 : Expression séquentielle des genes impliqués dans le cycle lytique
d’EBV.

3.3.  Principaux vaccins thérapeutiques anti-EBV testés chez 'homme

La plupart des vaccins thérapeutiques anti-EBV ont été développés pour le
traitement du carcinome nasopharyngé (CNP) qui représente la troisieme cause la
plus fréquente de cancers dans le sud de la Chine (51). Le CNP est une tumeur

épithéliale étroitement associée a 'EBV (100% des cas) dans laquelle les cellules
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tumorales expriment un profil de latence de type Il. Les protéines EBNA1 et LMP2
contribuent fortement a la transformation des cellules normales en cellules
cancéreuses. La protéine EBNAL1 comprend des épitopes majoritairement ciblés
par les cellules TCD4+ mais aussi plus modestement par les cellules TCD8+. A
l'inverse, la protéine LMP2 contient des épitopes majoritairement ciblés par les
cellules TCD8+ et peu d’épitopes des cellules TCD4+ (7).

Par conséquent, EBNA1 et LMP2 sont les deux principaux antigenes ciblés dans
les vaccins thérapeutiques.

Il existe trois approches de vaccins thérapeutiques résumées dans la Figure 7. La
premiéere est basée sur les cellules dendritiques (CD), une autre, sur l'utilisation de
vecteurs viraux. La troisieme approche est mixte. La stratégie basée sur les CD est
a l'interface de la vaccination et de 'immunothérapie. Elle a été testée lors d’une
étude clinique de phase | réalisée chez 16 patients atteints d’'un stade avancé de
CNP. Les CD autologues sont d’abord prélevées puis mises au contact de différents
épitopes de la protéine LMP2 (A1101, A2402 ou B40011) ex vivo et enfin
réinjectées au niveau des ganglions lymphatiques inguinaux des patients. Les CD
sont des cellules présentatrices d’antigénes qui jouent un rdle central dans
I'induction de la réponse immunitaire cellulaire T. Des réponses immunitaires
cellulaires TCD8+ dirigées contre les épitopes de LMP2 ont été observées chez
neuf patients vaccinés et une réduction partielle de la tumeur a méme été observée
chez deux d’entre eux. Cependant, six mois apres la premiere injection, les cellules

TCDB8+ spécifiques de LMP2 retrouvaient leur niveau d’avant vaccination (52).
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La seconde technologie vaccinale utilise un virus appelé vecteur viral [adénovirus
ou virus de la vaccine Ankara modifié (MVA)]. Le génome de ces vecteurs viraux
est modifié en y insérant la séquence d’ADN d’un ou plusieurs antigénes de 'EBV.
Une étude clinique de phase | réalisée chez 24 patients atteints d'un CNP a un
stade avancé, a démontré la sécurité et 'immunogénicité d’'un adénovirus de type
5 (Ad5) recombinant ('un des moins pathogeénes pour I’homme) exprimant la
protéine LMP2 (53). De maniére étonnante, ce vaccin n‘augmentait pas
significativement le taux de lymphocytes TCD8+ mais uniquement le taux de
lymphocytes TCD4+ et seulement chez les patients vaccinés avec la plus forte dose
de vaccin testée (54).

Dans les approches a vecteur viral, deux équipes ont réussi a améliorer la réponse
immunitaire TCD8+ (52) en associant des épitopes de l'antigene EBNA1, aux
épitopes de LMP2 et en utilisant comme vecteur viral, le virus MVA atténué et
recombinant. En effet, les cellules TCD4+ jouent un réle crucial dans le maintien
d’'une réponse cellulaire TCD8+ mémoire, efficace dans le temps (55). Ce virus
modifié appelé MVA-EL, codait pour une protéine de fusion contenant la partie C-
terminale de la protéine EBNAL et de la totalité de LMP2.

Un premier essai clinique de phase | a été réalisé a Hong Kong en 2013 avec 18
patients atteints d’'un CNP en rémission depuis plus de 12 semaines afin d’évaluer
la sécurité et 'immunogénicité du vaccin MVA-EL (56). Le méme essai clinique a
été mené au Royaume-Uni en 2014 chez 14 patients (57). Pour 15 des 18 patients
de Hong Kong et pour 8 des 14 patients au Royaume-Uni ayant recu trois injections
intradermiques du vaccin MVA-EL a trois semaines d’intervalle, la réponse
immunitaire cellulaire T, dirigée contre au moins un des deux antigénes vaccinaux

(EBNA1 ou LMP2), était augmentée.

32



Ces deux études menées en paralléle ont donc montré que le candidat vaccin MVA-
EL était bien toléré et augmentait les réponses immunitaires spécifiques TCD8+ et

TCDA4+.

La troisieme stratégie est mixte. Elle met en jeu les CD mais les antigenes tumoraux
sont intégrés au sein d’'un vecteur adénoviral.

Une étude clinique de phase Il, réalisée chez 16 patients atteints d’'un CNP a un
stade avanceé, a évalué la sécurité et I'effet antitumoral de CD transduites avec un
Ad5 recombinant, codant pour une protéine LMP1 tronquée et une protéine LMP2
non tronquée. Si ce vaccin a bien été toléré, son efficacité s’est révélée limitée car
il n’a pas été observé d’augmentation significative du taux de cellules T spécifiques
de LMP1 ni de LMP2 in vivo et seuls trois des 16 patients vaccinés ont montré des

bénéfices cliniques partiels (58).
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Figure 7 : Stratégies vaccinales thérapeutiques.

Les trois types de stratégies induisent une réponse immunitaire cellulaire TCD8+ et/ou
TCD4+. Les stratégies basées sur les vecteurs viraux (2a et 2b), induisent une immunité
cellulaire plus intense et surtout plus durable que la stratégie basée sur les cellules
dendritiques (1) et que la stratégie mixte (3).

1 (52); 2a) (53); 2b) (56) (57); 3 (58).
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4. Optimisation des stratégies vaccinales anti-EBV

Les premiéres études menées sur les vaccins anti-EBV sont encourageantes mais
des améliorations concernant I'immunogénicité ou le choix des épitopes vaccinaux
semblent nécessaires pour envisager un vaccin plus efficace. De nouvelles
formulations vaccinales ont donc été développées.

Concernant les vaccins prophylactiques, la gp350/220 a été la premiere cible
vaccinale identifiée et reste la plus étudiée mais de récents travaux ont montré que
les glycoprotéines gH/gL, gp42 et gB étaient aussi la cible d’anticorps neutralisants
(59). De plus, des approches mixtes combinant a la fois des protéines du cycle
lytique de 'EBV et du cycle de latence virale, tendent a se développer (Figure 8).
Concernant les vaccins thérapeutiques, la vaccination homologue avec le méme
vecteur viral pour la premiére injection et les injections de boost, laisse place a des
stratégies plus efficaces de vaccination hétérologue avec deux constructions

vaccinales différentes (Figure 9).

4.1. Optimisation des vaccins prophylactiques

4.1.1. Stratégies anti-gp350/220

L’amélioration des vaccins de type monomeres solubles de gp350 a d’abord
consisté a développer des tétrameéres de gp350/220 qui ont permis d’induire chez
la souris BALB/c des taux plus élevés d’anticorps neutralisants anti-gp350/220 (60).
Une autre approche a consisté a développer des nanoparticules auto-assemblées
de ferritine exprimant un épitope du site de liaison de la gp350/220 au CR2
cellulaire. Cette approche a permis de multiplier par 10 (chez le macaque) et par

plus de 100 (chez la souris BALB/c), les titres d’anticorps anti-gp350/220 (61).
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Une autre stratégie a permis d’augmenter de 10 a 100 fois, les titres en anticorps
anti-gp350/220 neutralisants chez la souris BALB/c en fusionnant 'ectodomaine de
la gp350/220 au fragment Fc de I'lgG2a de souris (62).

Enfin, une équipe a développé des particules virales dépourvues d’ADN viral
appelées VLPs (virus-like particles) issues de la nucléocapside HBc149 du virus de
I'hépatite B (VLP-HBc149-gp350/220) et qui présentaient une combinaison de trois
épitopes dérivés du site de liaison de la gp350/220 au CR2 cellulaire. Ces VLPs ont
induit chez les souris BALB/c immunisées, des taux élevés d’anticorps neutralisants
(63).

Enfin, Kang et al. ont démontré I'immunogénicité des 425 premiers résidus de
I'ectodomaine de gp350/220 exprimés sur deux nanoparticules auto-assemblées
différentes qui imitent la forme et la taille de I'EBV : lumazine synthase (LS) et 13-
01. Les nanoparticules gp350/2201-425-LS et gp350/2201-425-13-01 associées a de
I'nydroxyde d'aluminium ou du MF59 comme adjuvant, ont provoqué chez les souris
des titres d'anticorps neutralisants respectivement 133 et 65 fois plus élevés que

ceux induits par le monomére gp350 correspondant (64).

Ces nouvelles stratégies n’ont jamais été comparées entre-elles mais apparaissent
toutes plus immunogénes que les monomeres solubles de gp350 et semblent donc
étre des approches prometteuses pour augmenter 'immunogénicité des vaccins
anti-gp350/220.

L’amélioration des vaccins anti-gp350/220 ne passe pas simplement par des
modifications structurales de la gp350/220 mais aussi par l'utilisation de nouveaux
adjuvants capables d’optimiser la réaction immunitaire anti-gp350/220. C’est le cas

du glucopyranosyl! lipide A intégré dans une émulsion stable (GLA/SE), qui

36



augmente significativement et durablement les taux d’anticorps neutralisants et la

réponse cellulaire T anti-gp350/220, chez les souris et lapins vaccinés (65).

4.1.2. Stratégies basées sur les autres glycoprotéines d’intérét de 'EBV

Les glycoprotéines gH/gL et gB, comme la gp350/220, jouent un réle essentiel dans
'entrée du virus dans les cellules B mais également dans les cellules épithéliales
(contrairement a la gp350/220) (66).

Une étude réalisée chez des lapins immunisés avec les formes monomériques ou
trimériques des protéines gH/gL, trimérique de gB et monomérique ou tétramérique
de gp350/220, a montré que I'animal produisait des titres plus élevés d’anticorps
neutralisants contre les glycoprotéines gH/gL et gB que contre la gp350/220. De
plus, les formes multimérisées étaient plus immunogenes que leurs homologues
monomeres et la glycoprotéine gH/gL était la plus immunogene quelle que soit sa
forme (67).

Cing ans plus tard, la méme équipe a montré que l'immunisation de lapins avec la
combinaison de gH/gL (forme monomérique) et de gB (forme native trimérique)
provoquait des titres d'anticorps neutralisants plus élevés (a la fois pour les cellules
B et les cellules épithéliales) que ceux induits par la gH/gL ou la gB seule. De plus,
ils ont démontré que les sérums de lapins immunisés avec cette combinaison de
gH/gL et de gB diminuaient la charge d’EBV dans le sang périphérique de souris
humanisées et protégeaient ces souris de la mort causée par une dose létale d'EBV
(68).

Une autre équipe a comparé les réponses humorales développées par des
macaques contre des nanoparticules de ferritine exprimant les glycoprotéines

gH/gL seules ou combinées avec gp42, aux nanoparticules exprimant la gp350/220.
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Le complexe vaccinal gH/gL/gp42-ferritine conférait un titre en anticorps
neutralisants tres supérieur au complexe gp350-ferritine. lls ont aussi observé que
I'ajout de gp42 aux nanoparticules de gH/gL augmentait de quatre a huit fois les
titres d’anticorps qui neutralisent I'infection des cellules B, sans que cela ait un
impact significatif pour les cellules épithéliales. Enfin, l'association des
nanoparticules gp350-ferritine aux nanoparticules gH/gL/gp42-ferritine, permettait
d’obtenir de meilleurs taux de neutralisation qu'avec les gH/gL/gp42-ferritine seules
(69).

Pour finir, un travail récent a évalué chez le lapin, l'injection de VLP-NDV (issues
du virus de la maladie de Newcastle) exprimant les cing glycoprotéines virales
essentielles a I'entrée de 'EBV dans les cellules cibles (gp350/220, gp42, gH, gL et
gB) associées a des adjuvants (hydroxyde d’aluminium combiné avec du
monophosphoryl lipide A). Ce vaccin pentavalent a stimulé la production d’anticorps
spécifiques des cing glycoprotéines capables de neutraliser I'infection par EBV a la
fois des cellules B et des cellules épithéliales. Les taux d’IgG anti-gp350/220 et anti-

gB étaient nettement supérieurs aux taux d’lgG anti-gp42 et anti-gH/gL (70).

4.1.3. Stratégie basée sur le géne de latence EBNA3A

Une approche originale de vaccin prophylactique anti-EBV a eu pour objectif de
prévenir le développement d’'une MNI par lintermédiaire d’'une réponse de
limmunité cellulaire TCD8+ dirigée contre 'EBNA3A, capable de contréler
I'expansion des cellules B infectées par EBV. En raison du pouvoir transformant de
'EBNA3A, un épitope de cet antigéne viral a été utilisé (FLRGRAYGL) plutdt que
la protéine entiére et a été associé a I'anatoxine tétanique comme adjuvant, dans

une émulsion eau-huile. La sécurité et 'immunogénicité de cet épitope vaccinal ont
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été montrées lors d’'un essai clinique de phase | regroupant 14 adultes volontaires
sains et séronégatifs pour EBV. Le suivi des patients, réalisé jusqu’a 12 ans apres
la vaccination, montre que quatre individus sur les huit ayant recu une faible dose
de vaccin (5 pg) ont été infectés par 'EBV sans développer de MNI. Sur les deux
individus vaccinés avec une forte dose d’épitope vaccinal (50 pg), un seul a été
infecté par EBV et a développé des symptdmes minimes de MNI. Enfin deux
individus sur les quatre ayant recu un placébo ont été infecté par EBV et I'un d’eux
a développé une MNI. Cependant, le faible effectif des populations étudiées ne
permet pas d’affirmer le succés de ce candidat vaccinal dans la prévention de la

MNI (71).

4.1.4. Stratégies basées sur I'association des génes de latence et du cycle lytique a
la surface de VLPs

Perez et al. ont étudié chez la souris BALB/c, des combinaisons vaccinales gH/gL-
EBNA1 et gB-LMP2, exprimées par des VLP-NDV et les ont comparées aux VLP-
NDV-gp350/220. Les souris immunisées avec les VLP-NDV-gH/gL-EBNAL ou VLP-
NDV-gB-LMP2, ont développé une réponse cellulaire T spécifique d’EBNA1 et de
LMP2. Les titres d’anticorps neutralisants de ces souris étaient aussi plus élevés
gue ceux des souris immunisées avec les VLP-NDV-gp350/220 (72).

Une autre stratégie encore plus audacieuse a consisté a utiliser des VLPs issues
directement de particules d’EBV non infectieuses et non oncogénes car dépourvues
d’ADN viral, dans lesquelles ont été introduites les protéines de latence EBNA1 et
EBNA3C fusionnées a la protéine BNRF1 (principale protéine du tégument de
'EBV) (73). L’injection de ces VLP-EBV modifiés, a des souris humanisées, a

permis le développement d’'une réponse de I'immunité cellulaire TCD4+ a la fois
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spécifique de protéines de structure (BNRF1) et de protéines de latence (EBNAL et

EBNA3C) (74) (75).
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Figure 8 : Optimisation des stratégies vaccinales prophylactiques.

1a) (60); 1b) (61); 1c) (62); 1d) (63); Le) (64); 2a) b) (67): 2¢) (68); 2d) (69); 2€) (70); 3
(71); 4a) b) (72); 4c) (74).
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4.2. Optimisation des vaccins thérapeutiques

Pour améliorer 'immunogeénicité de la vaccination thérapeutique anti-EBV basée
sur des vecteurs viraux, de nouvelles approches de vaccination hétérologue sont
apparues (Figure 9). Elles consistent a utiliser lors de l'injection de boost, une
construction différente de celle utilisée lors de la premiere injection. Cette approche
limite I'apparition d’anticorps neutralisants anti-vecteur et améliore I'efficacité du
vaccin. Les deux essais de I'équipe de Ruhl et al. en sont un bon exemple.

Dans un premier essai, cette équipe a utilisé en premiére injection, un vecteur viral
Ad5 recombinant exprimant un polyépitope EBNA1-LMP et en seconde injection,
un vecteur viral MVA atténué et recombinant exprimant la protéine EBNA1.

Dans un autre essai, cette équipe a utilisé en premiére injection, une construction
protéique d’un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur DEC-205 des CD
fixé a la protéine EBNA1. Cette construction facilite I'entrée et la présentation de la
protéine EBNA1 par les CD. Cette premiere injection était suivie de l'injection d’'un
vecteur viral Ad5 exprimant le polyépitope EBNA1-LMP.

Ces deux approches ont permis le développement d’'une réponse cellulaire de type
TCD4+ et TCD8+ spécifique de la protéine EBNAL, protégeant efficacement la
souris contre les lymphomes de type T et B qui expriment 'TEBNAA1, justifiant ainsi
leur utilisation comme vaccins thérapeutiques anti-EBV dans des études cliniques
futures (76).

Une autre stratégie de vaccination thérapeutique, basée sur la capacité de la
protéine ZEBRA a initier la transition entre la phase de latence virale et la phase
lytiqgue, a été utilisée sur un modele de souris hu-PBL-SCID capables de présenter
des maladies lymphoprolifératives liées a 'EBV (77). Cette stratégie vaccinale a

mis en jeu des CD humaines transduites avec un Ad5 recombinant codant pour la
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protéine ZEBRA et a permis le développement de réponses cellulaires TCD8+

spécifiques de ZEBRA, capables de reconnaitre et d’éliminer les cellules

transformées par 'EBV et de retarder significativement la mort des souris atteintes

de maladies lymphoprolifératives (78).
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Figure 9 : Optimisation des stratégies vaccinales thérapeutiques.

1a) b) (76); 2 (78).
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5. Discussion

Malgré tous les efforts déployés, il n'y a a ce jour, aucun vaccin anti-EBV
commercialisé capable de prévenir I'infection, la MNI ou les cancers associés a ce
virus. De plus, la vaccination anti-EBV reste confrontée a plusieurs obstacles de
taille (79).

Concernant les vaccins prophylactiques, l'objectif d’'une immunité stérilisante
empéchant compléetement linfection par 'lEBV semble difficile a atteindre chez
'homme. En effet, il a été montré qu’'un individu pouvait héberger de multiples
souches d’EBV probablement acquises par de multiples infections. Ceci montre que
limmunité anti-EBV n’empéche pas les réinfections (80). Le risque d’un vaccin
empéchant transitoirement 'infection serait de retarder la primo-infection par 'EBV
a un age ou la MNI est plus fréquente (81). Si I'objectif du vaccin anti-EBV est de
limiter 'apparition des cancers liés a ce virus, la faible incidence de ces cancers et
leur délai d’apparition trés long complique considérablement le développement
d’essais cliniques capables de prouver I'efficacité d’un tel vaccin.

Enfin un dernier obstacle important est 'absence de modéles animaux performants
qui impacte non seulement le développement de vaccins prophylactigues mais
également les recherches sur les vaccins thérapeutiques (82).

L’espoir d’'un vaccin anti-EBV repose aujourd’hui sur la combinaison de plusieurs
stratégies et sur l'utilisation de plusieurs protéines, de la latence et du cycle lytique,
qui permettraient d’'induire un large spectre d’anticorps neutralisants et une réponse
cellulaire TCD8+ et TCD4+. L'objectif étant de bloquer 'ensemble des étapes
essentielles du cycle viral, depuis I'entrée jusqu’a la persistance dans les cellules
cibles et d’apporter une protection contre l'infection a EBV (effet prophylactique) et

les maladies qui lui sont associées (effet therapeutique).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

1. Introduction

Comme nous venons de le voir, plusieurs glycoprotéines d’enveloppe virales jouent
un réle primordial dans les mécanismes d’entrée de 'EBV dans ses cellules hétes.
Notre étude expérimentale s’est focalisée sur la glycoprotéine gB, protéine de
fusion essentielle a I'entrée du virus a la fois dans les cellules B et dans les cellules

épithéliales.

La glycoprotéine gB (ou gpl110) est codée par le gene BALF-4 et comporte 857
acides-aminés. Elle est composée de trois grands domaines : I'ectodomaine en N-
terminal, le domaine transmembranaire (TM) qui sert de point d’ancrage et le
domaine de la queue cytoplasmique (CTD) en C-terminal (Figure 10).

L’ectodomaine est lui-méme divisé en cinq domaines (D-l & D-V de N-terminal vers
C-terminal). Ces derniers, contiennent tous des structures secondaires de type
hélices alpha et feuillets beta, classant la gB dans une nouvelle classe de protéines
de fusion : la classe IIl (83). Cet ectodomaine de 16 nm de longueur, comporte neuf
sites potentiels de N-glycosylation et un site de clivage « R-X-K/R-R », reconnu par
une protéase cellulaire nommée furine (84). Cette séquence (acides-aminés 428 a
431) est le site de liaison a la NRP1, qui sert de porte d’entrée de 'EBV dans les
cellules épithéliales (Figure 10). Des expériences de délétion de ce motif de clivage
par la furine, ont démontré son implication dans le repliement en trimere de la forme
pré-fusionnelle de gB, conformation essentielle pour la fusion du virus aux cellules

hotes (26).
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Figure 10 : Représentation schématique de la glycoprotéine gB de 'EBV.
(inspiré de Mohl et al. (25) et Backovic et al. (83))

Une fois infectées par 'EBV, les cellules cibles vont exprimer les glycoprotéines
virales a leur surface avant qu’elles ne soient incorporées dans les virions matures
a la sortie de la cellule. Contrairement a la gp350, la quantité de gB exprimée a la
surface cellulaire, in vitro, n'est pas la méme selon les lignées cellulaires infectées.
De ce fait, les virus issus de lignées cellulaires différentes ont des taux variables de
gB. Ainsi, la lignée B95-8 de cellules lymphoblastoides de ouistiti (immortalisée par
la souche virale de référence d’EBV, B95-8) présente peu, voire pas, de gB au
niveau de la membrane plasmique des cellules puisque la glycoprotéine gB est
exprimée principalement au niveau de la membrane nucléaire et au niveau du
réticulum endoplasmique. En revanche, les cellules M-ABA (issues d’un carcinome
nasopharyngé) et les cellules Akata (provenant d’'un lymphome de Burkitt japonais)
expriment des forts taux de gB au niveau de la membrane plasmique. D’aprés
'équipe de Neuhierl et al., les souches virales de type Akata, qui expriment
fortement la gB, sont 100 fois plus efficaces pour infecter des cellules lymphoides

ou épithéliales, que celles qui I'expriment faiblement, comme la souche B95-8 (85).
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En plus de sa capacité a permettre l'infection virale par son implication dans la
fusion, la gB jouerait un role essentiel dans la maturation du virus. En effet, la
délétion du gene BALF-4 inhibe la maturation virale, et la production de virions par

les cellules (83).

L’ensemble des travaux de recherche récents sur la glycoprotéine @B,
principalement réalisés chez I'animal, montrent qu’elle est une cible intéressante a
étudier pour les anticorps neutralisants anti-EBV et le développement d’'un vaccin
contre les pathologies associées au virus [(67) (72) (59) (70) (68)].

Ainsi, I'objectif principal de notre étude était de développer des outils permettant
d’explorer la réponse anticorps neutralisante anti-gB chez 'homme a la suite d’'une
infection par 'EBV.

Ces outils pourront étre exploités dans le futur pour i) isoler des anticorps
monoclonaux anti-gB neutralisants et ii) identifier leurs épitopes par des approches
fonctionnelles et structurales, étapes faisant partie de la stratégie de vaccinologie
inverse. La vaccinologie inverse repose sur I'étude des anticorps monoclonaux
neutralisants. Une fois isolés du sérum de patients, ces anticorps sont utilisés pour
identifier des antigénes ou épitopes dits neutralisants au sein d’'un complexe
antigene-anticorps. Ces épitopes immunogénes peuvent étre utilisés dans une
stratégie vaccinale et permettre la production des anticorps monoclonaux a visée

prophylactique ou thérapeutique (86).
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2. Matériel & Méthodes

2.1. Culture cellulaire

Différents types cellulaires ont été utilisés dans cette étude.

Les cellules adhérentes HEK 293T sont des cellules épithéliales de rein d’embryons
humains. Elles sont cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) + L-glutamine (29,2 mg/mL) + pénicilline (10 000 unités/mL) +
streptomycine (10 000 pg/mL) (L-g/P/S) (gibco) complété avec 10% de sérum de

veau feetal (SVF) a 37°C sous 5% d’atmosphére COz.

La lignée cellulaire HEK 293T développée par Delecluse et al., produisant un virus
EBV porteur du géne de la GFP (Green Fluorescent Protein) a été renommeée ici
EGC pour EBV GFP Cells (87). Il s’agit de cellules HEK 293 qui contiennent un
bacmide codant pour le génome complet de la souche B95-8 d'EBV, modifié avec
le gene de résistance a I'hygromycine, le F-Factor (permettant la multiplication du

bacmide) et le gene de la GFP, nommé EBV B95-8 F-Factor (EBV B95-8F).

Les cellules Raji sont des cellules B non adhérentes dérivées d’'un lymphome de
Burkitt, qui contiennent un virus EBV délété pour 'oncogéne BARF-1 et le gene
BALF-2, impliqué dans la réplication virale (88). Par conséquent, I'expression des
protéines précoces de cet EBV déficient peut toujours se faire mais le cycle viral est
avorté. Elles sont cultivées dans un milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

+ L-g/P/S complété avec 10% de SVF, a 37°C sous 5% d’atmosphére COz2.
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2.2. Production de mutants de gB

Les mutants gB7s1, gBs2s, gBs37 et gBs43 ont été construits a I'aide du kit In-Fusion®
HD Cloning Plus (Takara), a partir du plasmide pRK5 (4661 pb) contenant le géne
BALF-4 (2574 pb) qui code pour gB (séquence AFY97983) (89) et un gene de
résistance a I'ampicilline (non représenté dans la Figure 11). Le principe de ce kit
utilisé pour le clonage, est basé sur le design d’amorces sens et anti-sens qui se
superposent 'une avec l'autre sur 15 pb a leur extrémité 5’ et qui contiennent la
mutation d’intérét. La séquence de ces amorces est donnée dans la Figure 13. Le
protocole In-Fusion® consiste a amplifier les vecteurs d'intérét linéarisés, a l'aide
d’'une PCR utilisant les amorces préalablement construites. Les vecteurs sont
ensuite re-circularisés au niveau du site de chevauchement des 15 pb et
contiennent la mutation souhaitée (substitution d’'une base correspondant a
I'insertion d’un codon stop) qui permet de tronquer le domaine CTD des quatre

mutants de gB (Figure 11).
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Figure 11 : Production de mutants de gB avec le protocole In-Fusion® (exemple de
gB7s1).

En pratique, un volume de 12,5 puL de CloneAmp™ HiFi PCR Premix (ADN
polymérase + dNTP + solution tampon) est mélangé avec 0,5 uM des amorces sens
et anti-sens et 100 ng de plasmide pour un volume réactionnel final de 25 uL. Les
35 cycles de PCR ont été définis en fonction de la température de fusion des
amorces et de la longueur des fragments a amplifier (7235 pb) : 10 secondes a
98°C puis 15 secondes a 55°C puis 3,6 minutes a 72°C (30 secondes pour 1000
pb) pour chaque cycle. Les produits d’amplification sont ensuite recircularisés au
niveau des 15 pb grace a I'enzyme In-Fusion®, pendant 15 minutes a 50°C. Les
ADN extraits sont déposés sur gel d’agarose (1%), pour vérifier la taille des

fragments d’ADN, correspondant environ a 110 kDa pour gB.
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2.3. Transformation

La transformation est réalisée en cellules bactériennes Stellar™ fournies avec le kit
In-Fusion® selon les modalités suivantes.

Pour chague mutant de gB, 2,5 uL du produit de la réaction In-Fusion® est ajouté a
50 pL de cellules Stellar™ puis incubé 30 minutes dans la glace. Un choc thermique
est réalisé a 42°C pendant 45 secondes suivi de 2 minutes dans la glace. Une partie
des cellules transformées est étalée sur des géloses avec 100 ug/mL d’ampicilline
(les plasmides contiennent un gene de résistance a cet antibiotique) qui sont
ensuite incubées a 37°C jusqu’au lendemain. Le jour suivant, quelques colonies de
bactéries sont prélevées sur chaque gélose et sont mises en culture pendant 24h a
37°C. Les plasmides sont purifiés a partir de la culture bactérienne grace au kit
QIAprep® Spin Miniprep (QIAGEN) selon les recommandations du fournisseur. Le

séquencage des plasmides a été réalisé par la société Eurofins.

2.4. Transfection

Les cellules HEK 293T sont incubées la veille de la transfection pour avoir 70% de
confluence le jour de la transfection. Avec le kit Helix-IN™ (OZBIOSCIENCES),
nous avons déterminé un ratio optimal de transfectant de 3,3:1 (3,3 pL Helix-
IN™/ug ADN). Pour chaque transfection, 200 pL de milieu OPTIMEM (gibco) sont
mélangés avec 15 ug de plasmide de mutants de gB ou de gBwr et 50 uL d’Helix-
IN™. Le mélange est laissé pendant 30 minutes a température ambiante a I'abri de
la lumiere avant de le répartir au goutte a goutte dans les cultures cellulaires.
Ensuite, 100 pL de HIB 100X (OZBIOSCIENCES), un amplificateur de la
transfection, sont ajoutés et les cellules sont incubées a 37°C pendant 48h afin que

la transfection soit optimale.
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2.5. Evaluation de I'expression de gB et ses mutants a la surface des
cellules

Pour étudier I'expression de la gBwr et des mutants de gB a la surface des cellules
transfectées, nous avons utilisé un anticorps primaire monoclonal d’origine murine
dirigé contre la gB, appelé [lanticorps 5B2 (lgGi) (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, Inc.).

Une suspension cellulaire de HEK 293T transfectées est préparée a la
concentration de 10x10° cellules/mL dans du FACS Buffer (invitrogen), une solution
saline tamponnée (PBS 1X) contenant du SVF (0,5%) et de I'azoture de sodium
(0,05%). Un volume d’1 uL d’anticorps 5B2 (100 pg/mL) est incubé avec 50 pL de
la suspension cellulaire pendant 1h dans la glace, a I'abri de la lumiére. Les cellules
sont ensuite lavées (1 mL de FACS Buffer puis centrifugation a 300g pendant 10
min a 4°C) et incubées avec 50 uL d’anticorps secondaire (400 pug/mL) dilué au
1:100 dans du FACS Buffer, pendant 30 minutes dans les mémes conditions. Il
s’agit d’'un anticorps de chévre dirigé contre le Fab (Fragment antigen binding) des
IgG murines, conjugué a une protéine fluorescente, l'allophycocyanine (APC)
(SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, Inc.).

Apres lavage, les cellules sont fixées avec 350 pL de FACS Buffer a 1% de
paraformaldéhyde et I'intensité de la fluorescence émise par les cellules ayant lié
I'anticorps 5B2, est évaluée par le cytométre de flux BD FACSCanto™ Il (Becton

Dickinson), disponible au CHU de Grenoble.
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2.6. Evaluation de la présence d’anticorps anti-gB dans les sérums de
patients
Pour analyser linteraction entre les anticorps anti-gB, potentiellement présents
dans les sérums de patients et les cellules transfectées qui expriment la gBwt ou
'une des mutations de gB, nous avons utilisé les mémes conditions que décrit
précédemment (2.5.) en utilisant cette fois-ci un anticorps secondaire dirigé contre
le Fab des IgG humaines et conjugué a la phycoérythrine (PE), protéine
fluorescente. L'intensité de la fluorescence émise par les cellules ayant lié les
anticorps anti-gB des sérums de patients, est évaluée par le méme cytometre de

flux BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson) (2.5.).

2.7. Production de virus EBV B95-8F a tropisme cellulaire B

Les cellules EGC sont cultivées dans une plaque 24 puits a fond plat pendant 24h.
Pour induire la production des virus EBV B95-8F et augmenter l'infectiosité des
virions produits, deux plasmides d'expression sont transfectés dans les cellules
EGC. Les cellules sont incubées a 37°C avec 0,6 pg du plasmide BZLF1 (codant
pour Zebra, principal transactivateur qui induit le cycle lytique d’EBV) et 0,6 pg du
plasmide BALF-4 (codant pour la gB, qui augmente linfectiosité des virions
produits), dans 50 pL de milieu OptiMEM (gibco) contenant 2,2 pL de lipofectamine
2000 (invitrogen) (Figure 12). Aprés 48h de culture, le surnageant contenant les
virions produits est recueilli puis centrifugé pour éliminer les cellules et débris

restants. La suspension virale est congelée a -80°C jusqu’a son utilisation.
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2.8. Test de neutralisation de l'infection par EBV des cellules B Raji, par
le sérum de patients

Les sérums de patients sont préalablement décomplémentés a 56°C pendant 30
minutes. Des dilutions en cascade des sérums sont réalisées en milieu RPMI + L-
g/P/S complété avec 10% de SVF et chaque dilution de sérum est testée en triplicat.
Cinguante microlitres de suspension contenant les virus EBV B95-8F sont incubés
avec un volume équivalent du sérum a tester pendant 2h a 37°C. Ce mélange virus-
anticorps est incubé 48h avec 10* cellules Raji (Figure 12). La quantification des
cellules fluorescentes (cellules infectées par un virus EBV B95-8F) est réalisée avec
le cytometre de flux BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson).

Les calculs permettant d’aboutir au pourcentage de neutralisation relative (axe des
ordonnées de la régression non linéaire) pour chaque dilution de sérum (axe des
abscisses de la régression non linéaire) sont décrits ci-dessous.

La moyenne (A) du pourcentage de cellules infectées par le virus (donc
fluorescentes) en I'absence de sérum est calculée. Elle correspond au contréle de
l'infection en l'absence de toute neutralisation. Le contréle de linfection (A)
représente le taux maximal d’infection des cellules Raji. Pour chaque dilution de
sérum, la moyenne (B) du pourcentage de cellules infectées par le virus en

présence de sérum dilué est calculée. Le pourcentage d’infection relative est

Bx 100

calculé, pour chaque dilution de sérum, par le rapport : n

. Enfin, le pourcentage

de neutralisation relative est obtenu, pour chaque dilution de sérum, par la
soustraction : 100 — infection relative (%).

La DI50 des sérums des patients est définie comme étant la dilution du sérum qui
inhibe 50% de l'infection virale. Elle permet d’évaluer la capacité des sérums de
patients a neutraliser I'infection virale des cellules Raji. Pour calculer la DI50,
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I'équation (y = ax + b) de la tangente de la courbe de neutralisation relative au point
d’ordonnée 50%, est déterminée. La DI50 correspond a la valeur d’abscisse x, pour

une valeur d’'ordonnée y égale a 50.
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Figure 12 : Test de neutralisation de I'infection par EBV des cellules B, par le sérum de
patients.

BZLF-1, BALF-4 = plasmides d’expression contenant les genes BZLF-1 et BALF-4 du virus
d’Epstein-Barr ; EBV + = séropositif pour 'EBV ; Controle NEGATIF = sérum de patient
séronégatif pour 'EBV.
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3. Résultats

3.1. Construction de mutants de gB

Dans notre étude, nous avons décidé de maintenir la gB dans sa forme pré-
fusionnelle a la surface de cellules HEK, en conservant les domaines
transmembranaires et CTD. Cependant, I'expression de la gB sauvage (gBwr) a la
surface des cellules épithéliales est décrite comme étant faible (83). Afin de pallier
a la faible expression de gBwr et d’explorer les réponses anticorps dirigées contre
la gB dans sa forme pré-fusionnelle, nous avons construit quatre mutants de gB
(gB7s1, gBs2s, gBss7 et gBsa3) décrits par 'équipe de Garcia et al. comme étant mieux
exprimés que la gBwr (89). Les amorces sens et anti-sens utilisées pour la
mutagénese sont présentées dans la Figure 13.

La construction des mutants a été répétée trois fois pour espérer avoir au moins un
mutant de chaque qui contient la séquence attendue. La comparaison avec la
séquence AFY97983 de la gB sauvage a permis de vérifier que I'ensemble des
mutants de gB construits contenaient bien la séquence mutée souhaitée, confirmant

le succés de la mutagénese (Tableau I).

Tableau | : Séquencage des mutants de gB.

l;rgggd(zumguéijt) Séquence primaire d'acides-aminés du CTD des mutants de gB (par comparaison a gBwr) ?ﬂujzzzr?:;:
781 RRTRQMSQQPVOMLYPGIDELAQQHASG 1sur3
) 825 RRTRQMSQQPVOML YPGIDELAQQOHASGEGPGINPISKTELQAIMLALHEQNQEQKRAAQRAAGPSVASRAL 3sur3
pI'aJerllzgie 837 RRTRQMSQQPYVQMLYPGIDELAQQHASGEGPGINPISKTELQAIMLALHEQNQEQKRAAQRAAGPSYASRALQAARDRFPGLRR 2sur3
843 RRTRQMSQQPYQMLYPGIDELAQQHASGEGPGINPISKTELQAIMLALHEQNQEQKRAAQRAAGPSVASRALQAARDRFPGLRRRRYHDP 1sur3
WT RRTRQMSQQPYOMLYPGIDELAQQHASGEGPGINPISKTELQAIMLALHEQNQEQKRAAQRAAGPSVASRALQAARDRFPGLRRRRYHDPETAAALLGEAETEF
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Figure 13 : Séquence nucléotidique du domaine C-terminal de gB et amorces
sens et anti-sens utilisées pour générer les mutants gBvs1, gBs2s, gBs37 et gBsas.
Les nucléotides mutés sont représentés en rouge.
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3.2. Expression des mutants de gB a la surface cellulaire

L’expression cellulaire de gBwr et des différents mutants a été évaluée par une
méthode basée sur de 'immunofluorescence cellulaire. Les cellules HEK 293T
transfectées avec gBwr (ou ses mutants) sont incubées avec des anticorps anti-gB
commerciaux (5B2) puis avec des anticorps secondaires conjugués a I'APC.
L’intensité de fluorescence et, par conséquent, la quantité de complexes « anticorps
secondaire-APC / anticorps 5B2 / gB », est mesurée par cytométrie de flux et est

indicative de la quantité de gB exprimée a la surface des cellules.

Les intensités de fluorescence maximales ont été obtenues avec les cellules
transfectées avec les mutants gBvs1 et gBs2s et dans une moindre mesure gBss7,
dont les niveaux de fluorescence étaient respectivement 61, 56 et 14 fois plus
élevés que la fluorescence obtenue avec la gBwr. En revanche, lintensité de
fluorescence (et donc I'expression cellulaire) obtenue avec les cellules transfectées
avec gBsas, semble tres légérement inférieure a la fluorescence obtenue avec la

gBwr (Figure 14).

En conclusion, avec I'anticorps monoclonal commercial 5B2, nous avons mis en
évidence une expression différentielle des mutants de gB a la surface des cellules
HEK 293T. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par I'équipe de Garcia
et al., qui utilisait aussi un anticorps commercial mais différent du noétre.

Avec ces anticorps 5B2, la gB sauvage semble moins exprimée que les mutants, a
'exception du mutant gBsss. Cependant, il n'est pas exclu que cette différence
d’expression apparente soit due a une affinité moindre de I'anticorps commercial

pour la gBwr, comparé aux mutants.
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Figure 14 : Expression de gBwr et ses mutants a la surface des cellules HEK 293T.

Les cellules HEK 293T transfectées par les plasmides d’expression de la gB sauvage
(gBwr) ou de ses mutants, sont analysées en cytométrie de flux aprés avoir été marquées
par 'anticorps anti-gB 5B2 et révélées par un anticorps secondaire fluorescent. La hauteur
des barres de l'histogramme correspond a la médiane de fluorescence obtenue pour
chacune des transfections réalisées.

3.3. Détection d’anticorps anti-gB dans le sérum de patients séropositifs
pour 'EBV
Nous avons émis I'hypothese que la probabilité de détecter des anticorps anti-gB
était plus grande chez des patients présentant un taux élevé d’anticorps anti-EBV,
avec les kits de sérologie utilisés au laboratoire de Virologie du CHU de Grenoble
(LIAISON® XL Analyzer, DiaSorin). Nous avons sélectionné quatre sérums de
patients séropositifs pour 'EBV (EBV +) disponibles au laboratoire : trois,
sélectionnés pour leur fort taux (> 750 Ul/mL) en IgG dirigés contre la capside
antigénique virale (VCA) de 'EBV et un, sélectionné pour son volume important et
son taux moyen d’anticorps. Enfin, nous avons aussi sélectionné un sérum de

patient séronégatif pour 'EBV (EBV -) (Tableau II).

59



Tableau Il : Résultats des sérologies EBV des cing sérums sélectionnés.

Sérologie* (UI/mL)
Sérum Interprétation
IgM anti-VCA  1gG anti-VCA  1gG anti-EBNA
<10 1200 748 Infection ancienne (ou réactivée) a EBV
Sérum 2 <10 17800 4340 Infection ancienne (ou réactivée) a EBV
<10 1580 181 Infection ancienne (ou réactivée) a EBV
Sérum 4 <10 248 364 Infection ancienne (ou réactivée) a EBV
<10 <10 <3 Séronégatif : absence d'infection a EBV

*kit sérologique : LIAISON® XL Analyzer, DiaSorin.

La détection des anticorps anti-gB dans les sérums de patients EBV + est une
méthode basée, comme précédemment, sur de I'immunofluorescence cellulaire.
Les cellules HEK 293T transfectées avec gBwr ou ses mutants sont incubées avec
le sérum de patients. Si des anticorps anti-gB sont présents dans le sérum, ils se
lient aux cellules transfectées et peuvent ensuite interagir avec les anticorps
secondaires conjugués a la PE. L’intensité de fluorescence et, par conséquent, la
quantité de complexes « anticorps secondaire-PE / anticorps anti-gB / gB », est
mesurée par cytométrie de flux et est indicative de la concentration d’anticorps anti-

gB présents dans les sérums.

Dans un premier temps, nous avons utilisé les cellules transfectées par la gB7s1
(mutant le plus exprimé a la surface des cellules) et celles transfectées par la gBwr
avec les sérums 1, 2 et 3, sélectionnés pour leur fort taux d’anticorps anti-EBV.
L’objectif était, tout d’abord, de comparer les résultats d'expression de gB obtenus
avec ces sérums et ceux précédemment obtenus avec l'anticorps 5B2 et aussi
d’évaluer la capacité des deux constructions (gBvs1 et gBwr) a mettre en évidence
des anticorps anti-gB dans le sérum de patients.

Pour évaluer le bruit de fond de notre technique nous avons réalisé trois contréles

négatifs. Le premier (NT-NS-No2"%), correspond aux cellules non transfectées (NT),
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sans sérum (NS) ni anticorps secondaire (No2"), pour évaluer la fluorescence de
base apportée par les cellules HEK 293T. Le second (NT-S1-2"9), correspond aux
cellules non transfectées (NT) incubées avec le sérum 1 (S1) et l'anticorps
secondaire (2"), pour vérifier la spécificité de liaison des anticorps anti-gB. Le
dernier (gB781-NS-2"9), correspond aux cellules transfectées avec le mutant gB7sa,
incubées directement avec I'anticorps secondaire (2"%), pour étudier sa spécificité

de liaison en I'absence de sérum (NS).

Avec la construction gBwr, nous n'observons pas de différence d’intensité de
fluorescence entre d’'un céte, les cellules incubées avec les sérums EBV + 1, 2 et
3 (qui contiennent un fort taux d’anticorps anti-EBV) et de l'autre, 'ensemble des
contrbles négatifs réalisés : cellules incubées avec le sérum EBV - (séronégatif pour
I'EBV), NT-NS-No2", NT-S1-2" et gB781-NS-2"? (Figure 15).

A ce stade, nous pouvons soit penser que les sérums 1, 2 et 3 (séropositifs pour
'EBV) ne contiennent pas d’anticorps anti-gB, soit que la faible expression de gBwr

ne permet pas de mettre en évidence les anticorps anti-gB des patients.

En utilisant les cellules transfectées avec le mutant gB7s1 et incubées avec les
sérums 1, 2 et 3, nous observons une différence de fluorescence entre les cellules
incubées avec les sérums 1, 2 et 3 et les contrdles négatifs. Ceci montre que la
construction gB7s1 est capable de mettre en évidence la présence d’anticorps anti-
gB dans le sérum de patients, contrairement a la construction gBwr. Cette capacité
est probablement due a la supériorité du taux d’expression de gBvs1 a la surface

des cellules, comparé a gBwr (Figure 15).
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Figure 15 : Evaluation de la capacité des constructions gBwr et gB7s1 & mettre en
évidence des anticorps anti-gB dans le sérum de patients.

Les cellules HEK 293T transfectées par les plasmides d’expression de la gB sauvage
(gBwr) ou du mutant gBrs1, sont analysées en cytométrie de flux apres avoir été incubées
avec des sérums de patients contenant un taux élevé d’anticorps anti-EBV (sérums 1, 2 et
3) ou avec un sérum de patient séronégatif pour 'lEBV (sérum EBV -) et révélées par un
anticorps secondaire fluorescent. La hauteur des barres de I'histogramme correspond a la
médiane de fluorescence obtenue pour chacune des conditions réalisées. NT-NS-No2" =
cellules non transfectées / sans sérum / sans anticorps secondaire ; NT-S1-2" = cellules
non transfectées / sérum 1 / avec anticorps secondaire ; gBzs:-NS-2" = cellules
transfectées avec la gB+s: / sans sérum / avec anticorps secondaire.

Ces résultats confirment donc les résultats précédents obtenus avec 'anticorps
commercial 5B2 ; a savoir que la gB sauvage est moins exprimée que le mutant
gB7s1. lIs montrent également que les trois sérums EBV + contiennent des anticorps

anti-gB.

Les résultats obtenus avec gB7s1 nous ont encouragé a poursuivre I'analyse des
sérums EBV + avec les autres mutants de gB : gBszs, gBss7 et gBsss, en gardant le

mutant gB7s1 comme contréle positif (Figure 16).
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Figure 16 : Evaluation de la présence d’anticorps anti-gB dans les sérums de
patients.

Les cellules HEK 293T transfectées par les plasmides d’expression de la gB sauvage
(gBwr) ou de ses mutants, sont analysées en cytométrie de flux aprés avoir été incubées
avec des sérums de patients contenant un taux élevé (sérums 1 et 3) ou trés élevé (sérum
2) d’anticorps anti-EBV ou avec un sérum de patient séronégatif pour 'EBV (sérum EBYV -
) et révélées par un anticorps secondaire fluorescent. La hauteur des barres de
I'histogramme correspond a la médiane de fluorescence obtenue pour chacune des
conditions réalisées. NT = cellules non transfectées.

Les intensités de fluorescence mesurées pour les différents mutants de gB avec les
sérums 2 et 3, montrent que I'expression de gB est maximale pour les transfections
gB7s1 et gBs2s et plus modérée pour les mutants gBss7 et gBsas (Figure 16) comme
nous l'avions déja constaté avec le marquage par I'anticorps 5B2 (Figure 14). Le
sérum 1 donne des résultats différents des sérums 2 et 3 et de I'anticorps 5B2 avec
une intensité de fluorescence obtenue avec le mutant gBss7, qui est plus élevée que
pour le mutant gBs2s et aussi élevée que pour le mutant gB7s1. Ceci peut étre da a
un artefact de manipulation mais également a l'existence, dans ce sérum 1,

d’anticorps anti-gB de réactivité difféerente.
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C’est avec les mutants les plus exprimés (gB7s1 et gBszs) qu’il est plus facile
d’observer une différence d’intensité de fluorescence (et donc de concentration en
anticorps anti-gB) entre les sérums. Ainsi, en utilisant les constructions gBvs1 et
gBszs, les valeurs médianes de fluorescence sont plus élevées avec le sérum 2
gu’avec le sérum 3 et enfin qu'avec le sérum 1, ce qui est concordant avec les
résultats de sérologie de routine. En effet, parmi ces trois sérums, le sérum 2 est
celui qui posséde le plus d’lgG anti-VCA, suivi du sérum 3 et enfin du sérum 1
(Tableau II). Nous faisons alors I'’hypothése que plus le titre d’lgG anti-VCA d’un

sérum est élevé, plus le sérum possede des IgG anti-gB.

Afin de vérifier nos hypothéses, nous avons sélectionné un quatrieme sérum de
patient EBV + qui, contrairement aux trois autres, présentait un taux modéré d’lIgG
anti-VCA avec les tests sérologiques de routine (Tableau Il). Nous avons donc
reproduit I'expérience précédente (Figure 16) en utilisant le sérum 4 et en gardant

le sérum 2 comme contréle positif (Figure 17).
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Figure 17 : Evaluation de la présence d’anticorps anti-gB dans les sérums de
patients.

Les cellules HEK 293T transfectées par les plasmides d’expression de la gB sauvage
(gBwr) ou de ses mutants, sont analysées en cytométrie de flux aprés avoir été incubées
avec des sérums de patients contenant un taux trés élevé (sérum 2) ou modéré (sérum 4)
d’anticorps anti-EBV et révélées par un anticorps secondaire fluorescent. La hauteur des
barres de I'histogramme correspond a la médiane de fluorescence obtenue pour chacune
des conditions réalisées. NT = cellules non transfectées.

Lors de cette nouvelle expérience, les résultats obtenus avec le sérum 2 sont
superposables a ceux obtenus précédemment, suggérant que notre méthode de

détection des anticorps anti-gB est reproductible.

Malheureusement, les résultats obtenus avec le sérum 4 n’ont pas permis de vérifier
les hypotheses précédentes. Tout d’abord, parce que la transfection avec gBss7n’a
pas fonctionné et d’autre part, parce que ce sérum semble avoir un résultat atypique
avec le mutant gBszs. Cependant, les résultats obtenus avec la construction gB7s1
sont compatibles avec le résultat attendu ; c’est a dire une concentration d’anticorps

anti-gB faible dans le sérum 4.
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3.4. Mise en évidence du pouvoir neutralisant du sérum de sujets
séropositifs pour 'TEBV
Apres avoir mis en évidence la présence d’anticorps anti-gB dans les sérums de
patients présentant un taux élevé d’anticorps anti-EBV (avec les kits de sérologie
utilisés au laboratoire), nous avons étudié le titre en anticorps anti-EBV
neutralisants dans les sérums des quatre patients sélectionnés, séropositifs pour
'EBV. Pour cela, nous avons utilisé le test de neutralisation de linfection des
cellules B par I'EBV, déja mis au point au laboratoire : la suspension virale EBV
B95-8F est incubée avec des dilutions en cascade des sérums. Le mélange « virus-
sérum dilué » est incubé avec les cellules Raji. Les cellules infectées expriment la
GFP. Le pourcentage de cellules fluorescentes (GFP +) est mis en évidence par

cytométrie en flux pour chaque dilution de sérum réalisée en triplicat.

Dans un premier temps nous avons voulu évaluer la variabilité de notre méthode.
Le test de neutralisation du virus EBV a été réalisé cinq fois avec le sérum 4 et deux
fois avec le sérum 2. La moyenne des DI50 obtenues avec le sérum 4 est égale a
165 +/- 58 (écart-type) avec pour distribution [113-258]. La moyenne des DI50
obtenues avec le sérum 2 est égale a 4521 +/- 133 (écart-type) avec pour
distribution [4427-4615]. Le sérum EBV — (séronégatif pour 'EBV), utilisé comme
contrble négatif du test, ne neutralise pas l'infection des cellules Raji par le virus
EBV B95-8F. Ces premiers résultats montrent qu’avec notre technique de
neutralisation, les résultats de DI50 sont reproductibles.

Dans un second temps, nous avons voulu comparer les DI50 moyennes du sérum
4 (165) avec celles du sérum 2 (4521), en utilisant le test non paramétrique de

Wilcoxon bivarié. Notons que le test paramétrique de Student n’était pas applicable
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car la variable ne suivait pas une loi normale centrée réduite (LNCR) selon le test
de Shapiro-Wilk au risque a = 5% (p-value = 0,0006).

Dans ces conditions, au vu du faible nombre d’échantillons analysés, la différence
de DI50 observée entre ces deux sérums n’était pas statistiquement significative au
risque a = 5% (p-value = 0,095). Nous pouvons cependant évoquer une nette
tendance qui serait a confirmer par des expérimentations supplémentaires : le
patient 2 présente le titre le plus élevé en anticorps neutralisants anti-EBV totaux et
semble ainsi se démarquer des patients 1 (538), 3 (2265) et 4 (165) qui ont des

DI5O0 plus faibles (Figure 18).
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Figure 18 : Neutralisation de 'infection des cellules B Raji par le virus EBV B95-8F,
par les sérums de patients.

Sérum EBV - = sérum séronégatif pour 'EBV ; DI50 = dilution inhibitrice 50%.
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3.5. Mise en évidence du pouvoir neutralisant de deux spécialités
d’immunoglobulines humaines polyvalentes

Apres avoir montré le pouvoir neutralisant de différents sérums de patients EBV +,
nous avons étudié le titre en anticorps anti-EBV neutralisants de deux médicaments
de la famille des immunoglobulines humaines normales (IglV), disponibles au CHU
de Grenoble: CLAIRYG® et TEGELINE®. Ces médicaments, généralement
indiqgués comme traitement substitutif dans les déficits immunitaires primitifs et
secondaires ou comme traitement immunomodulateur, contiennent des IgG qui
présentent un large spectre d’anticorps dirigés contre les agents-infectieux (90). En
général, ces médicaments sont fabriqués a partir de pools de plasma provenant
d’un minimum de 1000 dons humains et se conservent deux ans a une température
inférieure a 25°C. L’EBV infectant plus de 90% de la population adulte mondiale, il
est tres probable que ces médicaments possedent des anticorps dirigés contre
'EBV.

La sérologie EBV de CLAIRYG® et TEGELINE®, réalisée avec le méme kit que pour
les sérums de patients, confirme la présence d’anticorps anti-EBV dans ces deux

spécialités d’IglV polyvalentes (Tableau IlI).

Tableau Il : Résultats des sérologies EBV de CLAIRYG® et de TEGELINE®.

Sérologie* (Ul/mL)
Médicament ) ) )
IgM anti-VCA  1gG anti-VCA  1gG anti-EBNA
CLAIRYG <10 1220 1780
TEGELINE <10 954 1220

*kit sérologique : LIAISON® XL Analyzer, DiaSorin.
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Le test de neutralisation du virus EBV a été réalisé quatre fois avec le méme lot de

CLAIRYG® et deux fois avec le méme lot de TEGELINE®.

La moyenne des DI50 obtenues avec CLAIRYG® est égale a 852 +/- 320 (écart-
type) avec pour distribution [608-1316]. La moyenne des DI50 obtenues avec

TEGELINE® est égale a 605 +/- 92 avec pour distribution [540-670] (Figure 19).
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Figure 19 : Neutralisation de I'infection des cellules B Raiji par le virus EBV B95-8F,
par les spécialités d’immunoglobulines humaines polyvalentes CLAIRYG® et
TEGELINE®.

Nous avons comparé les DI50 moyennes de CLAIRYG® et TEGELINE® en utilisant
le test non paramétrigue de Wilcoxon bivarié car la variable ne suivait pas une
LNCR selon le test de Shapiro-Wilk au risque a = 5% (p-value = 0,036). Nous
n'avons pas observé de différence significative entre les DI50 moyennes de ces

deux médicaments au risque a = 5% (p-value = 0,27).
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Si'on compare les DI50 obtenues avec les quatre sérums de patients EBV + et les
IglV polyvalentes, le sérum 2 neutraliserait I'infection virale des cellules B, deux fois
plus que le sérum 3, cing fois plus que CLAIRYG®, sept fois plus que TEGELINE®,
huit fois plus que le sérum 1 et méme 27 fois plus que le sérum 4.

Par conséquent, certains sérums de patients EBV + possédent des titres en
anticorps anti-EBV neutralisants plus élevés que des médicaments, fabriqués a

partir de pools d’environ 1000 plasmas humains.

3.6. Corrélation entre le taux d’anticorps anti-VCA, le taux d’anticorps
anti-gB et le pouvoir neutralisant
Aprés avoir étudié séparément le taux d’anticorps anti-VCA de sérums de patients
(ou de médicaments), le taux d’anticorps anti-gB et leur titre en anticorps anti-EBV
neutralisants, nous avons voulu savoir s'’il existait un lien entre les trois (Tableau

V).

Tableau IV : Données de sérologie (anticorps anti-VCA et anti-gB) et de
neutralisation.

. Médiane de Médiane de
. Ly IgG anti-VCA
Sérum (ou médicament) (UlimL) DI50 moyennes fluorescence fluorescence
(gB781) (gB825)
Sérum 4 248 165 X X
TEGELINE 954 605 X X
1200 538 1134 729
CLAIRYG 1220 852 X X
1580 2265 1345 1065
Sérum 2 17800 4521 1874 1402

Les sérums (ou médicaments) ont été classées par ordre croissant des valeurs d’IgG anti-
VCA. Le symbole « X» indigue des données manquantes (expérimentations non
réalisées).
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En utilisant le test non paramétrique de Spearman, nous avons observé une
corrélation non linéaire entre le taux d’IgG anti-VCA et la DI50, au risque a = 5% (p-
value = 0,017). Plus le taux d'IgG anti-VCA d’un sérum de patient (ou d’'une IglV)
est élevé, plus sa DI50 et donc son titre en anticorps anti-EBV neutralisant est élevé
(coefficient de corrélation R = 0,943).

De plus, en utilisant le test paramétrique de Pearson, nous avons observé une
corrélation linéaire entre le taux d’lgG anti-gB (représenté par les intensités de
fluorescence obtenues avec la construction gBs2s dans la Figure 16) et la DIS0 des
sérums 1, 2 et 3, au risque a = 5% (p-value = 0,048 ; coefficient de corrélation r =
0,997) (Figure 20 B). Cependant, la corrélation observée avec la construction gBs2s
ne se vérifie pas avec la construction gB7s1 (Figure 20 A) au risque a = 5% (p-value
= 0,106). Le coefficient de corrélation obtenu avec la construction gBvs1 est tout de
méme proche de 1 (r = 0,986) et suggére qu’une corrélation entre le taux d’IgG anti-
gB (mesuré avec la construction gB7s1) et la DI50, pourrait aussi s’observer si
davantage de sérums étaient analysés. Ces corrélations pourraient suggérer un

réle des anticorps anti-gB dans la neutralisation.
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Figure 20 : Droites de corrélation linéaire entre le taux d’IgG anti-gB mesuré avec
la construction gB7s1 (A) ou la construction gBs2s (B) et les DI50 obtenues avec les
sérums 1, 2 et 3.

Nous avons vu précédemment que le taux d’'IgG anti-VCA semblait prédire le taux
d’anticorps anti-gB et que le sérum 2 était celui qui se démarquait des autres
sérums de patients EBV +, en possédant non seulement les taux d’IgG anti-VCA et
d’'IgG anti-gB les plus importants (Figure 16) mais aussi la DI50 la plus élevée
(Figure 18). Ainsi, le titre en anticorps neutralisants anti-EBV totaux retrouvé chez
le patient 2 pourrait peut-étre s’expliquer, en partie, par la présence d’anticorps anti-

gB en quantité importante.

Compte-tenu de la faible quantité d’échantillons analysés, les résultats de ces tests
statistiques (analysés grace au logiciel R) sont a interpréter avec précaution car ils
correspondent davantage a des tendances. Pour confirmer ces tendances, il nous

faudrait reproduire ces résultats plusieurs fois.
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4. Discussion

Les données récentes de la littérature sur la glycoprotéine gB suggerent son role
comme cible de la neutralisation par les anticorps, chez I'animal. Cependant, la
réponse humorale anti-gB reste encore mal explorée chez I’homme.

Jusqu’a présent, les rares études qui ont cherché a isoler des anticorps
monoclonaux neutralisants anti-gB ont utilisé des formes solubles de gB, comme
appats de cellules B mémoires humaines spécifiques de gB (productrices
d’anticorps anti-gB) (66). De cette maniére, I'équipe de Snijder et al. a identifié des
anticorps monoclonaux (AMMO2, 3, 4 et 5) dorigine humaine ciblant
spécifiqguement la gB. Parmi ces anticorps anti-gB, seul TAMMOS5 était neutralisant
en inhibant I'entrée du virus mais uniquement dans les cellules épithéliales.

Ces formes solubles de gB, composées uniquement de I'ectodomaine recombinant
de gB, sont plus faciles a utiliser pour ce type d’expérience. Cependant, le retrait
du domaine transmembranaire de gB et de son CTD, provoque spontanément
I'adoption par la gB soluble, d’'une forme post-fusionnelle. A cette forme, risquent

de se lier des anticorps anti-gB, qui pour la plupart seraient non neutralisants.

Notre étude a consisté a développer des outils pour permettre d’explorer la réponse
anticorps neutralisante anti-gB, chez ’lhomme séropositif pour EBV. Pour cela, nous
avons exprimé la gB a la surface de cellules HEK pour la maintenir dans une
conformation pré-fusionnelle qui semble plus intéressante a utiliser pour isoler des
anticorps neutralisants anti-gB (66). La gB native étant faiblement exprimée a la
surface cellulaire, nous avons construit des mutants de gB en nous basant sur les

travaux de Garcia et al. (89).
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Cette équipe a élaboré une collection de mutants de gB, tronqués a différents
niveaux de leur CTD, par linsertion d’'un codon-stop et les a ensuite transfectés
dans des cellules CHO-K1, co-exprimant gH/gL plus ou moins gp42. lls ont réussi
a démontrer I'importance du CTD, a la fois dans la localisation et I'expression
cellulaire de gB mais aussi dans sa capacité a fusionner avec les cellules cibles
(89).

En marquant les cellules transfectées avec I'anticorps CL55 [anticorps monoclonal
anti-gB non neutralisant et d’origine murine (28)], cette équipe a montré que les
mutants de gB fortement tronqués dans leur CTD comme le gB7si, étaient
considérablement plus exprimés a la surface cellulaire que la gB sauvage. Les
autres mutants dont la taille du CTD se rapproche des 857 résidus de gBwr,

restaient tout de méme mieux exprimés que la gB native (Figure 21).
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Figure 21 : Expression de gBwr et des mutants de gB d’aprés Garcia et al. (89).

Les valeurs d’absorbance ont été obtenues par ELISA cellulaire (cell Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Les barres d’erreur indiquent I'écart-type standard. Seules les
constructions réalisées dans notre étude ont été encadrées : gBwr, gB7s1, gBs2s, gBss7 et
gBsus.

Jusqu’a présent, les publications utilisaient I'anticorps CL55 pour quantifier
I'expression des mutants de gB a la surface des cellules (29). Le profil d’expression
des mutants gB7s1, gBs2s, gBss7 et gBsas, obtenu dans notre étude avec 'anticorps
5B2 (Figure 14) ou avec les sérums 2 et 3 (Figure 16), était similaire aux résultats
de Garcia et al., obtenus avec le CL55 (Figure 21). Avec d’autres outils que
I'anticorps CL55, nous arrivons donc a confirmer les données de la littérature
concernant la faible expression de la gB sauvage a la surface des cellules (83),
ainsi que les résultats de Garcia et al., sur la forte expression du mutant gB7s1 par

rapport a la gBwr et aux autres mutants de gB (89). Ces résultats pourraient

suggeérer que I'anticorps 5B2 présente des caractéristiques de fixation communes
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avec le CL55 et que ces caractéristiques sont plus ou moins similaires aux anticorps

naturellement produits chez 'homme lors de l'infection par 'EBV.

D’autre part, nous avons observé que I'expression cellulaire élevée des mutants
gB7s1 et gBs2s permettait de différencier le taux (et/ou l'affinité) des anticorps anti-
gB au sein des sérums de patients EBV +, contrairement aux mutants gBss7 et gBsa3
(plus modérément exprimés). Nous avons ainsi montré que le sérum 2 avait plus
d’anticorps anti-gB (et/ou de meilleure affinité) que les sérums des trois autres
patients EBV +. Il est intéressant de noter que le sérum 2 avait également les taux
d’'IgG anti-VCA et d’anticorps anti-EBV neutralisants totaux les plus élevés.

Avec les sérums 1, 2 et 3, nous avons pu établir un lien entre le taux d’'lgG anti-
VCA et le taux des anticorps anti-gB et avons montré une corrélation entre la DI50
et les taux d’lgG anti-VCA et d'IgG anti-gB (construction gBszs). Nous pouvons ainsi
supposer que le fort pouvoir neutralisant du sérum 2 soit d{i, au moins en partie, a
son taux élevé d’anticorps anti-gB neutralisants.

Cependant, I'impact des anticorps anti-gB sur le pouvoir de neutralisation d’un
sérum est a modérer au vu des résultats de I'étude de Bu et al. en 2019. En effet,
cette équipe a quantifié, par une technique de déplétion d’anticorps sur plasma
humain, la contribution des différents anticorps anti-glycoprotéines d’EBV a
neutraliser I'infection virale des cellules B et épithéliales. lls ont montré que les
anticorps anti-gp350 représentaient 50 a 60% de lactivité neutralisante de
I'infection des cellules B alors que les anticorps anti-gH/gL et anti-gp42 ne
représentaient que 20% et 15% de cette activité, respectivement. Les 10% restants
pourraient donc correspondre a l'action des anticorps anti-gB. Malgré leur role

modeste de neutralisation de linfection des cellules B, les anticorps anti-gH/gL
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représentent prés de 75% de l'activité neutralisante des cellules épithéliales. Les
anticorps anti-gp350 et anti-gp42 ont une activité neutralisante presque inexistante
sur ce type cellulaire. Les 25% restants seraient donc dus a I'action neutralisante
des anticorps dirigés contre la gB et la protéine BMRF2 (69). Ainsi, d’aprés cette
étude, la glycoprotéine gB est a 'origine d’'une réaction humorale qui semble peu
contribuer a [l'activité neutralisante totale des anticorps anti-EBV. Elle reste
cependant une glycoprotéine essentielle a étudier comme cible additionnelle,
alternative ou synergigue aux sous-unités vaccinales décrites dans la partie

bibliographique, pour le succés d’'un vaccin prophylactique anti-EBV.

Parmi toutes les glycoprotéines d’enveloppe des herpesvirus, gB est la plus
conservée (29). Si la structure pré-fusionnelle de la glycoprotéine gB d’EBV reste a
ce jour inconnue, I'ensemble des connaissances déja établies sur la gB des autres
herpesvirus, pourraient nous aider a mieux comprendre sa structure et sa fonction
encore trop peu étudiées pour 'EBV.

La gB du Cytomégalovirus (CMV) qui comprend 906 acides-aminés, partage 30,2%
d’identité avec la gB d’EBV et possede 18 sites potentiels de N-glycosylation et cing
domaines antigéniques (AD-1 a 5). L’équipe de Chandramouli et al., a montré que
la plupart des anticorps anti-CMV dirigés contre I'ectodomaine soluble de gB,
ciblent un domaine faiblement glycosylé nommé AD-1 (ou D-1V) et sont non-
neutralisants. AD-4 et AD-5, qui correspondent respectivement aux domaines D-lI
et D-I, sont entourés par sept sites de N-glycosylation et représentent ainsi les
domaines les plus fortement glycosylés de la gB du CMV. Si les anticorps dirigés
contre AD-4 et AD-5 sont rares comparés aux anticorps anti-AD-1, ils sont en

revanche tous neutralisants. En accentuant I'encombrement stérique, les
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carbohydrates serviraient de camouflage permettant aux sites fonctionnels
fortement N-glycosylés comme AD-4 et AD-5, d’échapper au systéme immunitaire.
L’exposition limitée de ces épitopes expliquerait la rareté des anticorps
neutralisants anti-AD-4 et 5. A l'inverse, en tant que domaine faiblement glycosylé,
AD-1 (D-IV) est rendu accessible au systeme immunitaire qui produit une grande
quantité d’anticorps anti-AD-1 qui, pour la plupart, sont non-neutralisants. Une autre
hypothese consiste a penser que les domaines AD-4 et AD-5, seraient des régions
principalement exposées dans I'état pré-fusionnel de gB, permettant d’expliquer la
capacité neutralisante des anticorps anti-AD-4 et 5. En revanche, en tant qu’épitope
accessible uniquement a I'état post-fusionnel, AD-1 serait alors la cible d’anticorps
non-neutralisants. Enfin, 'analyse structurale de la gB du CMV a démontré que la
plupart de ses épitopes sont communs avec la gB du Virus Herpés Simplex 1 (HSV-
1), ce qui suggére un rdle conservé des sites fonctionnels de gB au sein des
herpesvirus (91). La gB d’'HSV-1 qui comprend 904 acides-aminés posséede cing
sites potentiels de N-glycosylation et présente 29% de séquences identiques et
43% de séquences similaires avec la gB de 'EBV. En partageant des structures
post-fusionnelles similaires, la gB des herpesvirus, la glycoprotéine G du Virus de
la Stomatite Vésiculaire (VSV) et la gp64 du Baculovirus, forment ensemble, la

classe Il des protéines virales de fusion (92).
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5. Perspectives

Les résultats de notre étude sont encourageants méme s'ils sont a interpréter avec
précaution compte tenu de la faible quantité d’échantillons analysés.

Pour confirmer nos observations et aller plus loin dans I'analyse des anticorps
neutralisants anti-gB, plusieurs projets sont envisagés a plus ou moins long terme.
Il est établit que 'EBV a un tropisme lymphocytaire et épithélial et que les deux
types cellulaires sont infectés lors de la primo-infection (66). Il serait ainsi judicieux
d’étudier le réle neutralisant des anticorps anti-gB sur deux modeles cellulaires : les
cellules B et les cellules épithéliales.

Le test de neutralisation décrit dans ce travail a été mis au point dans notre
laboratoire avec le virus EBV B95-8F pour les cellules B Raji, comme décrit par
Sashihara et al. en 2009 (88). Un objectif & court terme serait donc de développer
un test de neutralisation avec les cellules épithéliales, pour comparer les titres
d’anticorps neutralisants anti-EBV des sérums obtenus avec chacun des modeles
cellulaires.

La lignée cellulaire Akata-BX1-g GFP sera utilisée pour produire des virus EBV
d’affinité particuliére pour les cellules épithéliales. Cette lignée contient un virus
EBV (souche Akata) délété du géne BXLF1 (codant pour la thymidine kinase) et
remplacé par le gene de la GFP. Des IgG de chévre anti-humains permettront
d’activer la production virale du virus EBV Akata GFP (93). Le virus ainsi produit,
sera utilisé pour l'infection des cellules SVKCR2 qui sont des cellules épithéliales
de peau, adhérentes, transformées avec le Virus Simian 40 (SV40) et transfectées
avec le CR2 (Figure 22). Ce modéle épithélial permettra d’évaluer la capacité des

sérums de patients, a neutraliser l'infection des cellules épithéliales.
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Figure 22 : Test de neutralisation de l'infection par EBV des cellules épithéliales, par le

sérum de patients.

Contréle négatif = sérum de patient séronégatif pour 'lEBV ; EBV + = séropositif pour
I'EBV ; SVKCR2 = cellules épithéliales de peau transformées avec le Virus Simian 40
(SV40) et transfectées avec le récepteur du complément de type 2 (CR2).
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La contribution relative des anticorps anti-gB, dans la neutralisation d’'EBV a été
abordée au cours de ce travail mais n’a pas encore été clairement étudiée dans des
sérums de patients séropositifs pour 'lEBV. Bu et al. estiment que les anticorps anti-
gB pourraient représenter environ 10% de la neutralisation totale observée pour les
cellules B et moins de 20% pour les cellules épithéliales (69). Ainsi, il est probable
que les titres élevés d’anticorps neutralisants, retrouvés dans les sérums (ou les
médicaments) qui présentent un fort taux d'lgG anti-VCA, soient majoritairement
liés a la présence des anticorps anti-EBV autres que les IgG anti-gB. Un objectif a
moyen terme serait donc de démontrer I'implication réelle des anticorps anti-gB
dans la neutralisation.

En se basant sur leurs travaux et grace aux mutants que nous avons produits, nous
aimerions dépléter en anticorps anti-gB, les sérums de patients qui présentent des
taux élevés d’anti-gB, pour évaluer leur contribution a neutraliser I'infection virale
des cellules B et épithéliales.

Pour cela, les cellules HEK 293T exprimant soit gB7s1, gBs2s, gBs37 ou gBsas, seront
incubées en exces avec les sérums sélectionnés pour les dépléter en anti-gB
(capture des anticorps par les cellules). Pour confirmer le succes de la déplétion en
anti-gB, le sérum déplété sera analysé en immunofluorescence cellulaire et
comparé au sérum non déplété. Les titres en anticorps neutralisants anti-EBV des
sérums déplétés et non déplétés seront ensuite évalués (Figure 23). La réalisation
et la comparaison des déplétions avec les différents mutants de gB pourrait aider a
mieux comprendre le rdle des anticorps neutralisants dirigés contre gB et a

renforcer les connaissances concernant la gB de 'EBV.
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Un objectif a plus long terme, serait de sélectionner des patients présentant des
taux élevés d’anticorps neutralisants anti-gB afin de réaliser une séparation clonale
de leur cellules B mémoires anti-gB par tri cellulaire en cytométrie de flux, en
utilisant un antigene de choix comme un mutant gB exprimé en cellules HEK 293T
par exemple.

Des PCR des chaines lourdes et Iégéres k et A seraient effectuées sur cellule unique
pour permettre leur clonage dans un vecteur d’expression et leur séquencgage. Afin
de produire des anticorps monoclonaux anti-gB, les vecteurs d’expression des
chaines lourdes et Iégéres seraient transfectés dans des cellules HEK 293T. Aprés
des étapes de purification, les meilleurs anticorps monoclonaux neutralisants anti-
gB, pourraient étre sélectionnés sur la base de DI50 élevées, obtenues grace aux
tests de neutralisation en cellules B et épithéliales précédemment décrits. Ces tests
permettraient également de les caractériser sur le plan fonctionnel. lls pourraient
aussi étre caractérisés sur le plan structural en complexe avec gB, grace a des
analyses par cristallographie aux rayons X et par microscopie électronique afin
d’identifier les épitopes clés impliqués dans la reconnaissance. Enfin, les épitopes
viraux identifiés pourraient étre produits et utilisés comme immunogenes pour
entrer dans la composition d’'un vaccin qui préviendrait les maladies associées a

'EBV (Figure 24).
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Epstein-Barr virus (EBV) is one of the most widespread viruses in the world; more
than 90% of the planet’s adult population is infected. Symptomatic primary infection
by this Herpesviridae corresponds to infectious mononucleosis (IM), which is generally
a benign disease. While virus persistence is often asymptomatic, it is responsible for
1.56% of cancers worldwide, mainly B cell lymphomas and carcinomas. EBV may
also be associated with autcimmune and/or inflammatory diseases. However, no
effective treatment or anti-EBV vaccine is currently available. Knowledge of the proteins
and mechanisms involved in the different steps of the viral cycle is essential to the
development of effective vaccines. The present review describes the main actors in
the entry of the virus into B cells and epithelial cells, which are targets of interest in the
development of prophylactic vaccines aimed at preventing viral infection. This review
also summarizes the first vaccinal approaches tested in humans, all of which are based
on the gp350/220 glycoprotein; while they have reduced the risk of IM, they have yet to
prevent EBV infection. The main proteins involved in the EBV latency cycle and some of
the proteins involved in the lytic cycle have essential roles in the oncogenesis of EBV. For
that reason, these proteins are of interest for the development of therapeutic vaccines of
which the objective is the stimulation of T cell immunity against EBV-associated cancers.
New strategies aimed at broadening the antigenic spectrum, are currently being studied
and will contribute to the targeting of the essential steps of the viral cycle, the objective
being to prevent or treat the diseases associated with EBV.

Keywords: Epstein-Barr virus (human gammaherpesvirus 4), EBV-associated cancer, glycoproteins, infectious
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Abbreviations: Ad3, type 5 adenovirus; CR2, complement receptor type 2; CTLD, C-type lectin domain; DC, dendritic
cell; EBER, Epstein-Barr encoded small RNA; EBNA, Epstein-Barr nuclear antigen; EBV, Epstein-Barr virus; EphA2, ephrin
receptor tyrosine kinase A2; FBN, fibronectin region; g, gp, glycoprotein; GLA/SE, glucopyranosyl lipid A-stable emulsion;
HLA, human leukocyte antigen; IM, infectious mononucleosis; LBD, ligand binding domain; LMP, latent membrane protein;
miRNA, microRNAs; MVA, modified vaccinia virus Ankara; NPC, nasopharyngeal carcinoma; NRP1, neuropilin 1; PTLD,
post-transplant lymphoproliferative disease; VCA, viral capsid antigen; VLP, virus-like particle; V'V, vaccinia virus.

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 1

June 2021 | Volume 12 | Article 701611

85



THESE SOUTENUE PAR : Vincent JEAN-PIERRE

TITRE : PRINCIPALES CIBLES D'INTERET POUR LE DEVELOPPEMENT D’UN VACCIN
PROPHYLACTIQUE OU THERAPEUTIQUE CONTRE LE VIRUS D'EPSTEIN-BARR :
FOCUS SUR LA GLYCOPROTEINE GB

CONCLUSION :

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) est I'un des virus les plus répandus dans le monde
avec plus de 90% de la population adulte mondiale infectée. La primo-infection
symptomatique par cet Herpesviridae correspond & la mononucléose infectieuse
(MNI), qui est généralement une maladie bénigne. La persistance du virus est
souvent asymptomatique mais elle est aussi responsable de 1,5% des cancers
dans le monde qui sont principalement des lymphomes B et des carcinomes. L'EBV
pourrait aussi étre associé a des maladies auto-immunes et/ou inflammatoires.
Pourtant, aucun traitement efficace ni vaccin anti-EBV ne sont disponibles. La
connaissance des protéines et mécanismes impliqués dans les differentes etapes
du cycle viral est essentielle pour le développement de vaccins efficaces.

Ce travail décrit les principales protéines impliquées dans I'entrée du virus dans les
cellules B et les cellules épithéliales qui sont des cibles d'intérét pour le
développement de vaccins prophylactiques visant & prévenir l'infection virale. |l
résume également les premiéres approches vaccinales testees chez I'homme,
toutes basées sur la glycoprotéine gp350/220 et qui sont parvenues a réduire le
risque de MNI sans prévenir l'infection a EBV.

Cette étude décrit aussi les protéines impliquées dans le cycle de latence de I'EBV
et certaines des protéines du cycle lytique qui jouent un role essentiel dans
l'oncogenése de I'EBV. A ce titre, ces protéines présentent un intérét pour le
développement des vaccins thérapeutiques dont l'objectif est la stimulation de

l'immunité cellulaire T contre les cancers associés a I'EBV.

Notre étude s’est focalisée sur la glycoprotéine gB de 'EBV, protéine de fusion
encore peu étudiée qui est pourtant essentielle a I'entrée du virus dans les cellules.
Les quatre mutants de gB produits dans notre étude présentent, comme dans la
publication originale de Garcia et al., des taux d’expression distincts a la surface

des cellules, mais tous supérieurs (ou similaires pour gBsa3) a ceux de la gBwr.
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Par ailleurs, le systéme d'expression de gB que nous avons mis au point a permis
i) de confirmer la présence d’anticorps anti-gB dans les sérums de patients
séropositifs pour 'EBV et ij) de différencier le taux (et/ou I'affinité) des anticorps
anti-gB au sein de ces sérums, grace aux constructions gB7s1 et gBszs dont
I'expression cellulaire est élevée.

Nous avons montré, avec la construction gBs2s, que plus un sérum présentait un
taux élevé d’'lgG anti-gB, plus sa DI50 était élevée (p-value = 0,048 ; coefficient de
corrélation r = 0,997). Nous avons aussi montré que plus un sérum (ou un
médicament de type IglV) présentait un taux élevé d'lgG anti-VCA avec les tests
sérologiques de routine, plus sa DI50 (et donc son titre en anticorps neutralisants)
était élevée (p-value = 0,017 ; coefficient de corrélation R = 0, 943).

Ainsi les résultats préliminaires de notre étude suggérent que les anticorps anti-gB
présents dans les sérums sélectionnés pourraient en partie étre responsables de
Pactivité neutralisante. Pour confirmer cette hypothése, il nous faudrait prouver que
la DI50 dun sérum entiérement déplété de ses anticorps anti-gB, est

significativement plus faible que la DI50 d’'un serum non dépléte.

Les outils présentés dans ce travail pourront étre exploités dans le futur pour isoler
des anticorps monoclonaux anti-gB neutralisants et identifier leurs épitopes afin de
les utiliser comme cible additionnelle, alternative ou synergique a d’'autres sous-

unités vaccinales, pour aboutir au succés d'un vaccin prophylactique anti-EBV.
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PRINCIPALES CIBLES D’I’NTI'ERET POUR LE DEVELOPPEMENT D’UN VACCIN
PROPHYLACTIQUE OU THERAPEUTIQUE CONTRE LE VIRUS D’EPSTEIN-BARR :
FOCUS SUR LA GLYCOPROTEINE GB

RESUME :

La primo-infection symptomatique par le virus d’Epstein-Barr (EBV) correspond a la mononucléose
infectieuse et 1,5% des cancers dans le monde seraient imputables a la persistance de ce virus.
Cependant, aucun traitement efficace ou vaccin anti-EBV n'est actuellement disponible. La
connaissance des protéines et des mécanismes impliqués dans les différentes étapes du cycle viral
est essentielle pour le développement de vaccins efficaces.

Ce travail décrit les principales protéines impliquées dans l'entrée du virus dans les cellules B et les
cellules épithéliales qui sont des cibles d'intérét pour le développement de vaccins prophylactiques
visant a prévenir l'infection virale. Il résume également le role des différentes protéines impliquées
dans le cycle de latence et dans le cycle lytique de 'EBV, ces derniéres présentant un intérét pour
le développement de vaccins thérapeutiques dont l'objectif est de stimuler 'immunité cellulaire T
contre les cancers associés a I'EBV.

Notre étude expérimentale s’est focalisée sur la glycoprotéine gB, protéine de fusion encore peu
étudiée qui est pourtant essentielle a I'entrée du virus dans les cellules. Afin d’explorer les réponses
anticorps contre la gB dans sa forme pré-fusionnelle (cible de la neutralisation), nous avons construit
des mutants de gB, décrits par Garcia et al. comme étant mieux exprimés a la surface des cellules
gue la gB sauvage (gBwr). L'utilisation de I'anticorps anti-gB murin 5B2 (et de sérums humains
séropositifs pour 'EBV) dans des expériences d'immunofluorescence cellulaire, a montré que le
mutant gBzs1 était plus fortement exprimé que la gBwr et que les autres mutants de gB, comme
montré par Garcia et al. avec un autre anticorps anti-gB commercial murin (CL55). Par ailleurs, nos
résultats confirment la présence d’anticorps anti-gB dans les sérums de patients EBV + et dans des
spécialités d’immunoglobulines humaines polyvalentes. Aussi, nous avons montré que plus un
sérum présentait un taux élevé d’'lgG anti-VCA (mesuré avec les tests sérologiques de routine) ou
un taux élevé d’'lgG anti-gB (mesuré expérimentalement avec la construction gBszs), plus son titre
en anticorps neutralisants (évalué par la dilution inhibitrice 50% : DI50) était élevé. Ces résultats
préliminaires suggérent que les anticorps anti-gB présents dans les sérums sélectionnés pourraient
en partie étre responsables de l'activité neutralisante. Le systéme d’expression de gB que nous
avons mis au point ainsi que les tests de séroneutralisation de 'infection a EBV, pourront nous aider
a analyser les réponses anticorps de patients atteints de maladies associées a 'EBV et a isoler des

anticorps monoclonaux dirigés contre cette protéine.

MOTS CLES : virus d'Epstein-Barr (EBV), glycoprotéine de fusion gB, anticorps neutralisants,
vaccin prophylactique, vaccin thérapeutique
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