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Le point majeur de notre travail a consisté en 1’é¢tude du pouvoir immunorégulateur des
cellules B en latence III de ’EBV (virus d’Epstein-Barr) en prenant comme cadre de

référence les cellules B régulatrices.

Le document comprend quatre chapitres.

Le premier est une introduction bibliographique et se divise en trois parties. Dans la
premiere, nous exposons brievement quelques généralités sur les herpesvirus. Les structures
du virion et du génome de ’EBV sont succinctement présentées par la suite, de méme que le
cycle biologique de I’EBV : cycle lytique et latence virale. La physiopathologie de I’infection
par ’EBV est détaillée dans cette sous-partie. Elle comprend les cellules-cibles
conventionnelles et non conventionnelles du virus, ainsi que I’infection par ’EBV in vivo
durant I’infection primaire et la persistance virale. La latence III étant au cceur de notre étude,
une partie conséquente est consacrée a la présentation des protéines et ARNs viraux
concernés, ainsi qu’aux caractéristiques phénotypiques des cellules infectées et du
détournement de leurs voies de signalisation.

La seconde partie est consacrée a la réponse immune anti-EBV (essentiellement lors de la
latence III) et aux évenements pouvant conduire a la rupture de 1’équilibre hote/virus. Nous
décrivons de maniere détaillée les acteurs du systéme immunitaire inné et adaptatif de I’hote
responsables de I’immunosurveillance de I’EBV ainsi que les conséquences de la rupture de
cet équilibre. Les pathologies liées a ’EBV y sont abordées, d’une part chez les hotes
immunocompétants et d’autre part chez ceux présentant des déficits immunitaires primaires
(d’origine génétique) ou acquis.

Les lymphocytes B régulateurs (Bregs) font I’objet de la troisieme partie bibliographique.
Cette derniere comprend 1’historique de leur découverte, leur classification et leurs fonctions
biologiques. Les principales pathologies associées a leur déficit ou a leur surnombre sont

également détaillées.
Le second chapitre précise les objectifs de la these. Il resitue la problématique de

I’étude en fonction des travaux antérieurs du laboratoire et des données bibliographiques qui

ont conduit a notre hypothese de travail.
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L’ensemble des résultats obtenus est présenté dans un troisieme chapitre et se découpe
en deux parties. La premiere fait I’objet d’un article scientifique soumis au journal
Haematologica. Il présente les résultats sur les homologies phénotypiques et fonctionnelles
des cellules B en latence III de ’EBV avec les cellules B régulatrices. Les questionnements
majeurs découlant de la discussion et les perspectives de cette étude sont abordés a la suite de
I’article. Dans la seconde partie, nous exposons les résultats préliminaires concernant les
mécanismes moléculaires sous-jacents a la surexpression des molécules immunosuppressives
des Bregs par les cellules B en latence III de 'EBV. Ces résultats font 1’objet d’une

discussion spécifique.

Dans le quatrieme et dernier chapitre, une discussion générale complémentaire de
celle déja réalisée dans la partie résultats est effectuée. Elle permet d’appréhender le sujet
d’une maniere plus globale et d’apporter des éléments de discussion complémentaires. Elle

permet de plus d’aborder les perspectives de ce travail et les méthodologies envisagées.
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Chapitre I : Introduction
bibliographique
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Partie 1 : Le virus d’Epstein-Barr

I/La famille des Herpesviridae

La famille des Herpesviridae, ou Herpesvirus se compose de plus de 200 membres qui
peuvent infecter différentes classes telles que les mammiferes, les oiseaux, les reptiles, les
amphibiens, les poissons et les bivalves. Conventionnellement, la famille des Herpesviridae
partage une structure virale commune. Ils sont caractérisés par un ADN bicaténaire de poids
moléculaire élevé (150 000 a 230 000 paires de bases), codant pour un grand nombre de
protéines. Le génome viral est entouré d’une capside icosaédrique, composée de 162
capsomeres. Ils posseédent une enveloppe dérivée de la membrane nucléaire, ainsi que des

protéines a leur surface (Figure 1).

Protéines de ’'enveloppe

Enveloppe

Génome viral

Nucléocapside

Tégument viral

Figure 1 : Structure commune des Herpesviridae.

La famille des Herpesviridae possede une enveloppe, comprenant des protéines a sa surface. Le génome viral est
contenu dans la nucléocapside. Le tégument viral, autrement appelé matrice virale, est un ensemble de protéines
situées entre I’enveloppe et la nucléocapside de tous les Herpesvirus. Modifié d’apres
http://www.boogordoctor.com/cold-and-flu-prevention.

Etymologiquement, herpes signifie en grec ramper comme un serpent. Suite a la
primo-infection, ces virus demeurent en « dormance » au sein de 1’organisme hote. Cette
infection latente les protége du systéme immunitaire et des médicaments antiviraux. Ils
deviennent des constituants de 1’organisme de I’hote apres 1’infection primaire. Suite a des
stimuli extérieurs, tels que le stress, les Herpesviridae peuvent étre réactivés, donnant lieu a

une réinfection endogene, que I’on appelle la récurrence (Figure 2).
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Stimulus (Stress,
choc émotionnel...)

Systéme immunitaire

Récurrence =

Réactivation réinfection endogéne

Primo-infection / Latence

Figure 2 : Déroulement des infections par les Herpesvirus.

Apres la primo-infection, les virus sont présents sous leur forme latente, ce qui leur permet de persister au sein
de ’organisme de 1’hdte sans étre repérés par le systtme immunitaire. Lors de stiumuli extérieurs, tels que le
stress ou un choc émotionnel, les virus peuvent étre réactivés et générer une réinfection endogene, appelée
récurrence. Cette phase est placée sous le contrdle du systéme immunitaire de 1’hote.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 90% de la population humaine est
infectée par des Herpesviridae. L’infection par ces virus peut causer différents types de
maladies : herpes oral ou génital, conjonctivite, eczéma et bien d’autres. A ce jour, neuf types
d’herpesvirus ont été identifiés chez ’Homme : le virus de I’herpés, ou Herpes Simplex Virus
(HSV) de type 1 ou 2 (HSV-1 ; HSV-2), le virus de la varicelle et du zona ou Herpes Virus
Varicellae (VZV), le Cytomégalovirus (CMV), le Virus d’Epstein-Barr (EBV), et les 6eme,
7eme, et 8eme Herpes Virus Humains (HHV-6, HHV-7 et HHV-8). La famille des
Herpesviridae est sous-divisée en trois groupes : les alpha-, beta-, et gamma-herpes virus
(Kukhanova et al., 2014; Leroy et al., 2016). Le Tableau 1 regroupe les différentes classes

des herpesvirus humains.

a-herpes virus B-herpes virus v-herpes virus
Herp;)s]p\;niu(sHSSlr\r]lf)llix de Cytomégalovirus (CMV) Virus d’Epstein-Barr (EBV)
Herpes Virus Simplex de Herpes Virus Humain de Herpes Virus Humain de
Type 2 (HSV-2) type 6 (HHV-6) type 8 (HHV-8)
Herpes Virus Varicellae Herpes Virus Humain de
(VZV) type 7 (HHV-7)

Tableau 1 : Différents groupes des Herpesviridae chez ’Homme
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A I’exception du VZV, le mode de transmission des Herpevirus chez I’Homme s’effectue par
contacts interhumains rapprochés oraux ou sexuels. Le VZV est transmis par voie respiratoire.
Le CMV se transmet essentiellement par la salive, mais peut également étre véhiculé par voie

sanguine.

11/ Découverte originelle et historique du virus de ’EBV

En 1958, le chirurgien britannique Denis Burkitt fut le premier a décrire un type de
tumeur communément retrouvé chez les enfants d’Afrique de I’Est (Burkitt, 1958). Ces
tumeurs agressives, nommées par la suite lymphomes de Burkitt, étaient causées par la
multiplication incontrdlée des globules blancs.

En 1961, D. Burkitt donna une conférence a ce sujet et rencontra Anthony Epstein, qui
était particulierement intéressé par la compréhension des maladies grace aux expérimentations
en laboratoire. Il était spécialisé dans la microscopie €lectronique. En 1964, A. Epstein et son
étudiante, Yvonne Barr découvrirent le virus d’Epstein-Barr, suite a I’établissement de lignées
issues de lymphomes de Burkitt observées en microscopie électronique (Figure 3). Ce
nouveau virus fut nommé Epstein-Barr virus (EBV), il représenta le premier virus humain

associé a une tumeur (Epstein et al., 1964).

Figure 3 : Particules de ’EBYV observées en microscopie électronique.
m : mitochondrie altérée; s : microtubules. D’apres (Epstein et al., 1964).
Grace a des études en microscopie, Werner et Gertrude Henle découvrirent qu’un

certain type de globules blancs, les lymphocytes B, étaient capables de transmettre le virus a

d’autres cellules B non infectées et de les rendre cancéreuses (Henle and Henle, 1966).
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Afin de mieux comprendre la physiopathologie de I’EBV et le lien aux lymphomes de
Burkitt, une large étude a été menée en 1972 a partir d’échantillons de 42 000 enfants
originaires d’Ouganda. Durant cette période, de Thé et ses collaborateurs ont pu démontrer
que la modification sérologique des patients avait un lien avec le développement des tumeurs
(De-Thé, 1972). Le dernier indice du mystere est apparu en 1976, lorsque des scientifiques
suédois ont étudié les chromosomes dans des cellules de tumeurs de lymphome de Burkitt. 1ls
remarquerent que la méme partie du chromosome 8 était remanié au chromosome 14 dans
toutes les cellules. 11 s’est avéré que cette partie de chromosome contenait C-MYC, un proto-
oncogene. Nishikura et al ont montré que la combinaison de I’EBV avec I’erreur génétique
augmente considérablement le risque de développement de lymphomes de Burkitt (Nishikura
et al., 1983).

A T’aide des outils moléculaires qui se sont développés au cours des années, les
chercheurs ont constaté en 1991 que l’infection par I’EBV était fortement corrélée aux
cancers nasopharyngés (NPC) (Vonsover et al., 1991). IIs ont également identifi€ un sous-
type particulier du cancer de I’estomac, qui avait des caractéristiques similaires aux NPC.
Lors des expériences, quasiment tous les échantillons étaient positifs pour ’EBV (Shibata et
al., 1991).

Depuis, I’EBV a été décrit dans de nombreux cancers, tels que les lymphomes non
Hodgkiniens (LNH), Hodgkiniens (LH), les désordres lymphoprolifératifs post
transplantation (PTLD), les lymphomes des cellules T/NK... (Ko, 2015). Les principales
maladies associées a ’EBV sont décrites dans la section « Désordres lymphoprolifératifs li€s

al’EBV ».

111/ Structure du virion

Le virion de I’EBV mesure entre 120 et 200 nm de diametre. Comme tous les
membres des Herpesviridae, ce virus possede un ADN double brin linéaire, enroulé autour de
protéines basiques. Cet ensemble constitue le core. Le core est protégé par une structure
protéique icosaédrique : la capside. Cette capside est composée de 162 capsomeres et
entourée d’une bicouche lipidique : ’enveloppe, qui comporte des glycoprotéines. Elle est
acquise lors du bourgeonnement cellulaire a la fin du cycle lytique et joue un role essentiel
dans la phase précoce de I’infection, grace a la glycoprotéine virale gp350/220. Etant donné
que I’enveloppe est composée de lipides, elle peut étre fragilisée par les acides, les détergents

et certains solvants. Si ’enveloppe de ’EBV est endommageée, le virion ne peut plus se
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propager et perd son caractere infectieux. Le tégument se situe entre la capside et I’enveloppe,

il contient des protéines virales et des enzymes nécessaires a sa multiplication.

IV/ Structure du génome

Le génome est constitué d’un ADN bicaténaire de 172 Kpb. Il est composé de
séquences terminales répétées (TR) de 500 pb, ainsi que de quatre séquences internes répétées
(IR1 a IR4) (Young et al., 2007). IR1 constitue une zone importante de répétitions internes,
d’une taille de 3 Kpb. Cette séquence interne répétée sépare le génome de 'EBV en deux
séquences distinctes : une séquence unique courte (Us: Unique Short), comprenant la région
Ul, et une séquence unique longue (UL Unique Long) de 150 Kpb, composée des régions U2
a US. L’origine de réplication (OriP) est fonctionnelle durant la phase de latence, tandis que
les deux origines de réplication lytiques (OriLyt) le sont durant le cycle lytique de ’EBV
(Figure 4).

TR OriP OriLyt OriLyt TR
Ul IR1 U2 IR2 U3 IR3 U4 IR4 US
Us U

Figure 4 : Représentation schématique du génome de ’EBYV sous sa forme linéaire.

TR : Répétition Terminale; IR : Répétition interne; U : Région unique; OriP : origine de réplication latente ;
OriLyt : origine de réplication lytique.

Quatre promoteurs (Cp, Wp, Fp et Qp) régissent I’expression des protéines Epstein-Barr
Nuclear Antigens (EBNAs) au niveau du génome de I’EBV. L’expression transcriptionnelle
de ces protéines conditionne 1’état du cycle (lytique, en latence) de I’EBV au sein des cellules

immortalisées par le virus (Figure 5).
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Figure 5 : Localisation des promoteurs Cp, Wp, Fp et Qp au sein du génome de ’EBV.

Structure des transcrits des protéines EBNAs observées durant les différentes phases de I’EBV. La latence III de
I’EBV inclue I’expression des six protéines EBNAs (EBNAI1, 2, 3a, 3b, 3c, LP), générées par 1’épissage
alternatif des longs transcrits primaires initiés a partir des promoteurs Cp et Wp. Durant les latences I et II

N

(restreintes), seule la protéine EBNA1 est exprimée, elle est transcrite a partir du pomoteur Qp. Fp est le
promoteur du cycle lytique situé en amont de Qp. BamHI W repeats correspond a la région IR1. OriP est
I’origine de réplication épisomale associée au programme de latence. TR : Terminal Repeat. D’aprés (Paulson et
al., 2002).

L’EBV a été le premier herpésvirus dont le génome a été entierement cloné dans
Escherichia Coli (Dambaugh et al., 1980). Il a été séquencé entierement quelques années plus
tard (Baer et al., 1984). Le séquencage a permis d’identifier plusieurs cadres de lecture
ouverts (ORFs : Open Reading Frames). Le génome de ’EBV a été séquencé par segments
apres digestion de son ADN par ’enzyme de restriction BamHI. Les ORFs, les genes, les
sites de régulation et les sites de transcription font référence a ces fragments d’ADN digérés
par cette méme enzyme de restriction (préfixe BamHI).

Lorsque I’EBV infecte une cellule cible, son génome peut se circulariser sous forme
d’épisome grace aux séquences terminales TR. Cette forme épisomale circulaire peut persister
dans les cellules cibles tout au long de la vie de I’hdte de manicre constante (phase de
latence). Le virus peut étre réactivé et produire a nouveau des virions en réponse a des
stimulations de I’environnement de la cellule infectée. Le génome de ’EBV sous sa forme

épisomale est représenté en Figure 6.
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Génome de 'EBV
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Figure 6 : Structure du génome de ’EBYV sous sa forme épisomale.

Les fleches vertes correspondent aux régions codantes des protéines de latence EBNAs (Epstein-Barr Nuclear
Antigens): EBNA-LP ; -1;-2;-3A;-3B et -3C. Les fleches bleues représentent les ARNs transcrits non traduits
EBER (EBV-Encoded RNA) -1 et -2. LMPs (Latence Membrane Proteins) -1 ; -2a et -2b sont les protéines
membranaires de latence. BARFO (BamHI-A Rightward Frame 0) et BARF1 (BamHI-A Rightward Frame 1)
font partie de la région BamHIA. Cp, Wp et Qp sont les promoteurs du génome. OriP correspond a 1’origine de
réplication latente. OriLyt : origine de réplication lytique. TR : Terminal Repeat. Modifi¢ d’apres (Young and
Rickinson, 2004).

V/ Cycle biologique de ’EBV

L’EBV passe la barriére oropharyngée constituée de cellules épithéliales, ce qui
permet I’infection des cellules B naives sous-jacentes. L’EBV peut alors se trouver dans deux
états suite a I’infection des cellules hotes : en cycle lytique ou en phase de latence. Le cycle
lytique constitue la phase de réplication du virus. Un grand nombre de gene est alors exprimé,
le génome étant sous sa forme linéaire. Comme précédemment décrit, le génome peut
également se circulariser sous forme d’épisome et ’EBV passer en phase de latence. Durant
ce programme, le nombre de genes exprimés est restreint. Le virus peut étre épisodiquement
réactivé suite a des stimuli extérieurs (TGF-beta, hypoxie, stress...), permettant a nouveau la

production de virions qui pourront infecter d’autres cellules-cibles (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma représentant le cycle biologique de ’EBV.

L’EBV passe la barriére oropharyngée constituée de cellules épithéliales, pour infecter les cellules B naives
sous-jacentes. Suite a I’infection des cellules B, le virus peut étre en cycle lytique ou en latence virale. Le cycle
lytique correspond a la phase de réplication du virus. Les geénes tres précoces IE (Immediate Early) BZLFI et
BRLFI sont exprimés dans un premier temps, ils permettent la réplication de I’ADN viral via les origines de
réplication lytiques OriLyt, et induisent 1’expression des geénes précoces E (Early). L’expression des génes
précoces permet la sécrétion (i) des protéines impliquées dans la réplication virale, permettant la réplication de
I’ADN viral et (ii) des protéines jouant un role dans I’expression des genes tardifs L (Late). Apres réplication de
I’ADN de I’EBV, les génes tardifs sont exprimés. Ils codent pour les protéines structurales de I’EBV, conduisant
a la production de virions pouvant infecter d’autres cellules-cibles. Le programme de latence permet la
persistance du virus tout au long de la vie de ’hdte. Cette phase est caractérisée par la non production de virions
et ’expression restreinte des génes de latence : les protéines nucléaires EBNA, les protéines de la membrane
LMP, les ARNs non codants EBERs, les BARTSs et les micro-ARNSs. IE : Immediate Early ; E : Early ; OriLyt :
Origine de réplication lytique ; L : Late ; EBNA : Epstein-Barr Nuclear Antigen ; LMP : Latent Membrane
Protein ; EBER : EBV-encoded RNA ; miARNS : micro-ARNSs. Inspiré d’apres (CIRI).
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Les paragraphes suivants résument les différentes étapes du cycle lytique et les

programmes de latence de I’EBV.
V.1. Le cycle lytique

V.1.A. Lors de la primo-infection

Le cycle lytique correspond a la phase de réplication du virus, celui-ci pouvant

infecter les cellules épithéliales et les cellules B naives. Cette phase est nécessaire pour
I’expansion du pool de cellules B infectées et pour la transmission horizontale du virus
(Miller and El-Guindy, 2002, revue).
Lors de cette phase, les deux genes viraux tres précoces (IE : Immediate Early) viraux, BZLF']
(Zta, Z, ZEBRA, EB1) et BRFLI (Rta, R, EB2) sont tout d’abord exprimés. Ces deux genes
codent pour des activateurs transcriptionnels et induisent 1’expression de génes précoces (E :
Early), tels que la sous-unité catalytique de I’ADN polymérase (BALF5), BMRFI et la
protéine de liaison a I’ADN simple brin BALF2. L’EBV, par le biais de ces enzymes et de ces
protéines, peut se répliquer. La réplication virale se produit dans des sites particuliers du
noyau, appelés compartiments de réplication (Daikoku et al., 2005; Sugimoto et al., 2011). La
réplication efficace de I’ADN viral dans les cellules nécessite sept protéines virales : BZLF]1,
BALF5, BMRF1, BALF2, BBLF4-BSLF1-BBLF2/3 ainsi que certains facteurs cellulaires,
tels que les kinases cycline-dépendantes, les facteurs de réparation de I’ADN, les protéines
chaperonnes et les isomérases (Kawashima et al., 2013; Kudoh et al., 2003, 2009; Narita et
al., 2013).

La réplication est suivie d’une transcription efficace de génes tardifs (L : Late) codant
pour des protéines structurales virales, telles que la protéine majeure de la capside, 1’antigéne
de la capside virale et les glycoprotéines. Les génes L ne sont exprimés qu’apres la réplication
de I’ADN viral, et impliquent au minimum cinq genes précoces E : BcRF1, BVLF1, BDLF3.5,
BDLF4, BGLF3 (Murata, 2014, revue). Il s’ensuit le clivage du génome viral pour former un
ADN linéaire. Les nucléocapsides entrent dans la membrane nucléaire, sont transférées dans
le cytoplasme. Elles sont enveloppées avec des protéines du tégument a I’intérieur de la
membrane et avec des glycoprotéines a la surface afin de former une particule virale (Figure

8).
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Figure 8 : Schéma illustrant le cycle de réplication lytique de ’EBV.

L’expression des deux génes tres précoces IE BRLF1 et BZLFI induit I’expression de génes E, tels que BMRF'1
et BALF5. Les protéines codées par les genes E permettent la réplication de I’ADN viral. Par la suite, les génes L
sont exprimés, permettant 1’expression des protéines de la capside et les glycoprotéines et la formation de
nouvelles particules virales. IE : Immediate Early ; E : Early ; L : Late. Modifié d’aprés (Murata, 2014).

V.1.B. Facteurs favorisant la réactivation virale

Les deux genes IE BZLF1 et BRLFI jouent un rdle essentiel dans le passage de la
latence au cycle lytique (Countryman and Miller, 1985; Countryman et al., 1987; Hardwick et
al., 1988). Grogan et al ont montré que la protéine Z, EB Replication Activator (ZEBRA),
codée par le gene BZLFI, active le passage de la latence au cycle lytique (Grogan et al.,
1987). Selon les auteurs, la transfection des lymphocytes B par un vecteur permettant
I’expression de ZEBRA est suffisante pour activer le cycle lytique (Grogan et al., 1987)
(Figure 9).
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Figure 9 : Passage de la phase de latence au cycle lytique par la protéine ZEBRA de
EBV.

La protéine ZEBRA, codée par le géne BZLFI, permet la commutation de la phase de latence au cycle lytique.
Elle permet I’expression des protéines précoces du cycle (EA : Early Antigens) et par la suite des protéines de la
capside virale (VCA : Viral Capside Antigen). Le génome de ’EBV passe de la forme épisomale a la forme
linéaire, permettant la production de virions et la lyse cellulaire. D’apres (Seigneurin, 1997).

La protéine ZEBRA active I’expression de Rta (R transactivator), protéine codée par le gene
BRLFI. Les protéines ZEBRA et Rta agissent de maniere synergique pour activer le cycle
lytique viral (Ragoczy et al., 1998).

Les évenements moléculaires sous-jacents a la commutation de la phase de latence au
cycle lytique sont généralement étudiés dans les lignées lymphoblastoides ou dans des lignées
issues de lymphomes. Des stimuli exogenes sont capables de déclencher la commutation.
Ceux-ci incluent les agonistes de la protéine kinase C (PKC) tels que les esters de phorbol, les
anti-immunoglobulines, le TGF-B et des agents déméthylants comme [’azacytidine. La
capacité de tous ces agents a induire le cycle lytique dépend du type cellulaire dans lequel

I’EBV se trouve (Gradoville et al., 2002).

V.2. La latence virale
La latence virale est caractérisée par ’expression d’un nombre réduit de genes,
permettant la persistance virale. Il existe cinq types de latence : la latence O, 1, 2, 3 et la

latence atypique. Les différents états de latence de ’EBV sont caractérisés par des profils

d’expression des genes de latence (Figure 10).
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Figure 10: Profil d’expression des génes de latence de ’EBYV en fonction des différents

types de latence.

EBER : Epstein-Barr Virus (EBV)-encoded small RNA. EBNALI, 2, 3A, 3B, 3C, LP (Leader Protein) : Epstein-
Barr Nuclear Antigen. LMP1, 2A, 2B : Latent Membrane Protein. TR : Terminal Repeat. Les fleches
correspondent a ’expression des genes et des ARNSs cités en haut de la figure. Inspiré d’aprés (Young, Dawson,
and Eliopoulos 2000, revue).

V.2.A. Latence 111

La latence III est le programme d’immortalisation de I’EBV lorsqu’il infecte les
lymphocytes B durant la primo-infection. Les promoteurs Cp et Wp initient I’expression de
I’ensemble des protéines de la latence III. Ce programme est caractérisé par 1’expression de
I’ensemble des protéines de latence et des ARNs viraux. La protéine nucléaire Epstein-Barr
Nuclear Antigen 2 (EBNAZ2) est directement responsable de I’initiation de la transcription de
la majorité des genes codant pour les protéines de la latence III (Rowe et al., 2014, revue).
Cette latence est associée a différents types de lymphomes, incluant les troubles
lymphoprolifératifs chez les sujets immunodéprimés, tels que les post-transplantés (PTLD) ou
les patients atteints du Virus d’Immunodéficience Humaine (VIH) (Tse and Kwong, 2015,

revue).
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Les cellules B immortalisées par le virus in vitro conduisent a 1’établissement de lignées
cellulaires lymphoblastoides (LCLs), qui sont également en latence III de ’EBV (Iwakiri et
al., 2006, revue). Le rdle des protéines virales exprimées lors de la latence III, les
caractéristiques phénotypiques et les voies de signalisation détournées durant cette phase

seront décrits de maniere précise dans la section « Caractéristiques des cellules en latence III

de PEBV ».

V.2.B. Latence I1

La latence II de ’EBV est définie par I’expression des LMPs et I’expression de
EBNAI. Le promoteur Qp est a I’origine du profil d’expression des protéines en latence II.
Cette latence est caractéristique des cellules tumorales issues des carcinomes nasopharyngés
(NPC), de la maladie de Hodgkin (LH), et des cellules T/NK infectées par ’EBV (Mesri et
al., 2014, revue).

L’oncoprotéine majeure de 'EBV, LMP1 est exprimée durant ce programme de
latence. Les cytokines 1L-4, -10, -13, -15 et -21 contribuent a ’activation de la transcription
de LMP1, permettant la prolifération des cellules B immortalisées (Salamon et al., 2012).
LMP2A est quant a elle nécessaire a la survie des lymphocytes B immortalisés (Mancao and
Hammerschmidt, 2007).

Morales et al ont mis au point un cocktail de peptides dérivés des protéines de latence
exprimées en latence II de ’EBV, qui induisent une activité spécifique des lymphocytes T
CD4+ cytotoxiques contre ’EBV (Morales et al., 2012). Ces expériences ont été menées sur
des cellules T immortalisées par ’EBV et sur des LCLs. Ils ont montré que ces peptides
n’induisent pas de réponse médiée par les lymphocytes T régulateurs (Tregs). Ce cocktail de
peptides constitue une approche thérapeutique contre les tumeurs malignes en latence II de

’EBV (Moralgs et al., 2012).

V.2.C. Latence 1

Le programme de latence I est caractérisé par I’expression des EBERs, des BARTs,
des microARNs des BARTSs, et ’EBNA1 (Marquitz et al., 2014). Comme la latence II, le
promoteur Qp est a I’origine du profil d’expression des protéines en latence I. Ce programme
est associé aux cellules issues des lymphomes de Burkitt (LB) et du carcinome gastrique (CG)

(Grywalska and Rolinski, 2015, revue).
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EBNALI est la seule protéine virale latente a étre exprimée durant cette phase, elle est
nécessaire pour la réplication et la ségrégation du génome viral (Frappier, 2012). Durant la
mitose des lymphocytes B, EBNAI ancre 1’épisome a la chromatine, ce qui permet une
ségrégation efficace. EBNA1 est également essentielle pour la survie des lymphocytes B, en
empéchant la mort cellulaire. Les cellules en programme de latence I se situent au niveau du
réservoir des cellules B mémoires et contribuent au maintien du génome viral sans étre

éliminées par le systtme immunitaire des hotes immunocompétents (Frappier, 2012, revue).

V.2.D. Latence 0

Lors du programme de latence 0 de I’EBV, aucune protéine de latence n’est exprimée.
Cette latence est caractérisée par 1’unique expression des EBERs, des BARTSs, et des
transcrits de LMP2A (Babcock et al., 2000; Shaknovich et al., 2006). L’EBV peut échapper a
la réponse immune anti-EBV, les ARNs de LMP2A étant peu immunogenes et non
détectables par le systéme immunitaire de 1’hote (Robertson, 2010). Ces cellules peuvent
résider dans le compartiment des cellules B mémoires tout au long de la vie de 1’hote sans étre
éliminées par le systtme immunitaire. Il n’existe pas de pathologie associée a ce type de

latence.

V.2.E. Latence atypique

La lignée P3HRI est issue d’un patient atteint de lymphome de Burkitt associé a
I’EBV et a été caractérisée par Cho et son équipe (Cho et al., 1980). Le sous-type viral
P3HRI est un virus défectif qui présente une délétion dans son génome dans la région codant
EBNA2 (King et al., 1982; Bornkamm et al., 1982a). La latence établie dans les cellules
portant ce sous-type viral est caractérisée par 1’expression des protéines EBNA1, EBNA-3A, -
3B, -3C et une forme tronquée d’EBNA-LP.

Selon Kelly et al, ce type de virus est présent dans environ 15% des tumeurs primaires. Il co-
existe avec un virus sauvage, et il induit I’expression des protéines sous le contrdle exclusif
du promoteur viral Wp (d’ou le nom donné de latence « Wp-restreinte »). Toutes les cellules
en latence Wp-restreinte sont trés résistantes a I’apoptose mais il existe des divergences entre
les équipes concernant les causes de cette résistance (Kelly et al., 2002, 2006; Garibal et al.,

2007).
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V.3. Physiopathologie de I’infection par PEBV

L’EBYV est a I’origine de multiples pathologies, telles que les PTLDs, les lymphomes
de Burkitt et Hodgkiniens, les lymphomes T/NK, les NPC et bien d’autres. Au vue de la
diversit¢ des maladies associées a I’EBV, les cibles de ce virus sont multiples. Les
lymphocytes B et les cellules épithéliales en constituent les cibles « conventionnelles ».
L’EBV peut également infecter d’autres types cellulaires, « non conventionnels », tels que les

lymphocytes T, les cellules naturelles tueuses (NK) ou encore les monocytes.
V.1.A. Cellules-cibles de ’EBV
V.1.A.1. Cibles conventionnelles

V.1.A.1.a. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B sont les principales cibles de ’EBV. Les glycoprotéines virales
jouent un réle central dans I’entrée et I’internalisation de ’EBV dans les cellules hotes.Cing
glycoprotéines de ’enveloppe virale et trois protéines cellulaires sont nécessaires pour
I’entrée efficace de ’EBV au sein des lymphocytes B (Hutt-Fletcher, 2007). L’EBV se fixe au
lymphocyte B grace a la gp350/220, qui reconnait spécifiquement le récepteur CD21/CR2
(Nemerow et al., 1987), avec une forte affinité (Moore et al., 1989). Cette étape permet
I’activation du lymphocyte B et I’endocytose du virus (Tanner et al., 1987). Apres endocytose
du virus dans un compartiment au pH faible, la fusion des membranes virales et cellulaires se
produit sous I’action d’un complexe de trois protéines. Ce complexe est composé¢ d’un
homotrimére de la glycoprotéine gB et d’un hétérodimeére des glycoprotéines gH et gl.. La
cinquieéme glycoprotéine virale nécessaire pour 1’entrée du virus est la protéine gp42, qui
fonctionne plus efficacement sous sa forme clivée (Sorem et al., 2009). La gp42 se lie
directement a gH (Wu and Hutt-Fletcher, 2007), qui induit le passage de la forme dimérique
gHgL. au complexe trimérique ghgl.gp42. La fusion entre le lymphocyte B et le virus est
également déclenchée par I’interaction entre le CMH de classe 1l et la glycoprotéine gp42 (Li
et al., 1997). Au cours de I’infection, il y a expression des différentes protéines nucléaires et
membranaires de I’EBV membranaires de I’EBV. La Figure 11 représente ces différentes

étapes, avec I’expression des différentes protéines de latence virale au cours du temps.
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Figure 11 : Représentation schématique de la cinétique d’infection des lymphocytes B

par PEBYV in vitro.

L’EBV se lie au lymphocyte B mature via la glycoprotéine gp350/220, qui reconnait spécifiquement le
CD21/CR2. La fusion de la membrane des lymphocytes B et du virus est initiée par ’interaction entre la
glycoprotéine gp42 du virus et le CMH de classe II. La gp42 se lie directement a gH, déja en dimere avec gL,
formant ainsi un complexe trimérique gHglLgp42, nécessaire a 1’entrée de I’EBV au sein du lymphocyte B.
L’expression des protéines EBNA-LP et EBNA-2 intervient environ 4h apres le début de I’infection, suivie de
I’expression de LMP1, EBNA-3A, -B et -3C environ 12h post-infection. La circularisation du génome viral sous
forme d’épisome intervient 20h aprés l’infection, elle est corrélée a 1’expression d’EBNAIL, qui permet le
maintien et la réplication de 1’épisome. L’immortalisation compléte du lymphocyte B par I’EBV est alors
compléte. L’expression des protéines LMP2A, -2B ainsi que EBER1, -2 et BARFO intervient plus de 24h post
infection, complétant le programme de latence de type III (état de prolifération des lymphocytes B
immortalisés). Inspiré d’apreés (Middeldorp et al., 2003).

V.1.A.1.b Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales sont dépourvues du CD21 et du CMH de classe II. Par
conséquent, les mécanismes par lesquels ’EBV infecte les cellules épithéliales sont distincts
de ceux des lymphocytes B. Le virus peut entrer dans les cellules épithéliales par trois voies
différentes.. La premiére concerne 1’épithélium oropharyngé, qui est un point d’entrée pour
I’EBV. L’EBV entre via I’interaction entre les Immunoglobulines A (IgA) dimériques et les

glycoprotéines virales gp350/220 et ’EBV. Les IgA dimériques sont sécrétées par les
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lymphocytes B au niveau de la lamina propria, se situant sous I’épithélium. L’infection des
cellules épithéliales consiste en 1’endocytose du complexe IgA/EBV (Sixbey and Yao, 1992).
Une réplication virale active s’y produit (Sixbey et al., 1984).

Selon Molesworth et al, la glycoprotéine gH est essentielle pour la fixation et la
pénétration du virus dans les cellules épithéliales en 1’absence de CD21 (Molesworth et al.,
2000). La glycoprotéine gp85 est essentielle pour 1’infection des lymphocytes B. Elle est
également déterminante pour la pénétration du virus au sein des cellules épithéliales (Oda et
al., 2000). Borza et al ont montré qu’une forme soluble du complexe gHgL fabriquée par une
bactérie peut se lier spécifiquement aux cellules épithéliales, et non aux lymphocytes B. Cette
liaison peut €tre inhibée par un anticorps monoclonal spécifique du complexe gHgl. (Borza et
al., 2004).

La liaison de ’EBV aux lymphocytes B peut faciliter la liaison entre les lymphocytes
B et les cellules épithéliales, avec pour conséquence I’entrée du virus au sein des cellules de
I’épithélium. Ce processus est nommé transfert d’infection et se décline en trois étapes :
(1) activation des molécules d’adhésion (ii) liaison entre les lymphocytes B infectés par ’EBV
et les cellules épithéliales via les molécules d’adhésion (iii) interaction entre les
glycoprotéines virales et les cellules épithéliales, entrainant la fusion et 1’absorption des
virions. L’infection des cellules épithéliales par les lymphocytes B infectés nécessite les
glycoprotéines gH et gL, la gp42 n’étant pas essentielle lors de ce processus (Shannon-Lowe

and Rowe, 2011, revue).
V.1.B.1. Cibles non conventionnelles

V.1.B.1.a. Les lymphocytes T

Kikuta et ses collaborateurs ont découvert pour la premiere fois des lymphocytes T
CD4+ infectés par I’EBV chez un enfant atteint de la maladie de Kawasaki présentant des
symptomes chroniques de mononucléose infectieuse (MNI) (Kikuta et al., 1988). Cette
pathologie est la principale cause des maladies cardiaques acquises lors de 1’enfance dans les
pays développés. Selon Jones et al, ’EBV peut infecter les lymphocytes T et contribuer a la
lymphomagenese T chez certains patients atteints d’infection sévére par le virus (Jones et al.,
1988).

En 1996, des lignées cellulaires T EBV-positives ont été établies a partir de

lymphocytes issus du sang périphérique de patients atteints d’une infection sévere chronique
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par ’EBV (Imai et al., 1996). Ces données prouvent que I’EBV est capable de cibler et
d’infecter les lymphocytes T in vivo, ce qui conduit a une prolifération non contrdlée des
lymphocytes T immortalisés (Imai et al., 1996). Montpellier et al sont parvenus a obtenir des
lignées cellulaires de lymphocytes T immortalisés par I’EBV in vitro. Les cellules de ces
lignées expriment les genes de latence EBNA1 et LMP1 (Montpellier et al., 1997). Groux et
son équipe ont découvert que les lymphocytes T transformés expriment les marqueurs CD2,
CD3, CD4 ou CD8. La plupart de ces cellules présentent un phénotype de cellules T naives et
un réarrangement complet du TCR (Groux et al., 1997a).

Le récepteur a I’EBV, CD21/CR2 a été découvert a la surface de cellules T leucémiques
(Toben and Smith, 1977), de cellules T périphériques (Fischer et al., 1991), de thymocytes
(Tsoukas and Lambris, 1988; Watry et al., 1991), et de plusieurs lignées cellulaires
lymphoblastoides T (Fingeroth et al., 1988).

Haverkos et al ont corrélé le taux ¢levé de copies d’ADN de ’EBV dans le sérum des patients

atteints de lymphomes T périphériques et la mauvaise survie globale des sujets (Haverkos et

al., 2017).

V.1.B.1.b. Les cellules NK

L’équipe de Kawa-Ha a mis pour la premicre fois en évidence I’implication des
cellules NK dans le développement de la leucémie a grands lymphocytes granuleux (GLG)

(Kawa-Ha et al., 1989).

Trempat et son équipe ont identifié que les cellules NK sont des cibles naturelles de
I’EBV et que I’infection de ces cellules est un événement précoce observé lors de la primo-
infection. Les auteurs émettent I’hypothese que I’infection des cellules NK intervient lorsque
ces cellules tentent de tuer une cellule infectée par 'EBV (Trempat et al., 2002). Lors de
I’infection précoce de ’EBV chez les patients, les cellules NK attaquent les lymphocytes B
autologues infectés par I’EBV (Tabiasco et al., 2003). In vitro, les cellules NK acquierent de
maniere transitoire le CD21 des lymphocytes B, par transfert synaptique de quelques
molécules réceptrices sur leur propre membrane. En présence de particules virales, une liaison
peut s’effectuer, permettant a 'EBV d’infecter les cellules NK. Ce modéle suggere une

possible voie d’entrée du virus au sein des cellules NK (Tabiasco et al., 2003).
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V.1.B.1.c. Les monocytes

L’EBV a ¢été retrouvé sous sa forme latente dans des lignées cellulaires
monoblastiques issues de la moelle osseuse d’enfants présentant des défauts de maturation de
I’hématopoiese (Revoltella et al., 1989). D’aprés Gosselin et al, environ 20% des monocytes
possedent le CD21/CR2 a leur surface, ce qui peut constituer une voie d’entrée pour I’EBV
(Gosselin et al., 1991). L’EBV inhibe fortement la production de TNF-a au sein des lignées
monocytaires. Il peut interagir directement avec les monocytes et les macrophages pour
exercer son effet immunomodulateur (Gosselin et al., 1991). Savard et ses collaborateurs ont
également révélé la capacité de I’EBV a infecter ce type cellulaire, en observant les aptitudes
du virus a infecter et a se répliquer au sein de monocytes humains fraichement isolés (Savard
et al., 2000). L’infection des monocytes par ’EBV réduit significativement leur capacité
phagocytaire. L’ensemble des résultats de cette étude démontre que I’infection par ’EBV des
monocytes et 1’altération de leurs fonctions biologiques favorise la propagation virale durant

les premiers stades de I’infection (Savard et al., 2000).

V.1.B. Infection par I’EBV in vivo et persistance virale

Plus de 95% de la population mondiale est infectée par ’EBV (McLaughlin-Drubin
and Munger, 2008). La primo-infection par ’EBV survient généralement durant I’enfance,
elle est asymptomatique dans la plupart des cas. Apres 1’adolescence, 1’infection peut étre
responsable de la mononucléose infectieuse, une maladie lymphoproliférative bénigne
(Niederman et al., 1968; Williams and Crawford, 2006).

Apres avoir infecté les cellules B sous jacentes aux cellules épithéliales de
I’oropharynx, le génome de I’EBV se circularise sous forme d’épisome et le virus peut entrer
en programme de latence III. Les lymphocytes B infectés de facon latente se développent
rapidement dans les zones extrafolliculaires des tissus lymphoides oropharyngés tels que les
amygdales. Ces cellules B infectées peuvent étre retrouvées dans le sang. Ces cellules migrent
ensuite vers les centres germinatifs, ou elles passent a un programme de transcription plus
limité : le programme par défaut (latence I/II). Les cellules infectées se situent ensuite au
niveau du compartiment des cellules B mémoires, ou le virus peut persister tout au long de la
vie de I’hote en latence 0 a I’état quiescent ou en latence I lorsqu’elles se répliquent (Thorley-
Lawson, 2015, revue). Les cellules B mémoires circulent entre le sang et les tissus

lymphoides oropharyngés. La réactivation virale peut survenir lorsque ces cellules pénétrent
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dans les tissus lymphoides de 1’oropharynx, entrainant une réplication virale et une exsudation
du virus (Kiippers, 2003; Kutok and Wang, 2006; Rickinson et al., 2014; Thorley-Lawson et
al., 2008). Ce cycle d’infection et 1’état de repos dans les cellules B mémoires permettent une
persistance durant toute la vie de I’hdte, de maniere tres stable (Thorley-Lawson, 2015).

La Figure 12 schématise les étapes d’infection primaire et de réactivation virale.
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Figure 12 : Infection primaire et persistante par ’EBV in vivo chez des individus

immunocompétents.

L’infection primaire par ’EBV est établie au niveau des tissus lymphoides oropharyngés. L’EBV infecte les
lymphocytes B par la liaison entre la glycoprotéine gp42 du virus et le récepteur CD21/CR2 du lymphocyte B.
La glycoprotéine gp42 se lie au CMH de classe II du lymphocyte B. La gp42 se lie au complexe gHgL via une
forte interaction avec la gH. Le complexe trimérique contribue a I’entrée du virus dans les lymphocytes B. Les
cellules épithéliales sont infectées via le complexe gHgL, et par un systtme de transfert du CD21 des
lymphocytes B aux cellules épithéliales (fleches rouges). Ensuite, le virus passe a une forme de latence III, qui
correspond a la prolifération des lymphocytes B infectés par I’EBV. Ces cellules étant hautement immunogenes
par ’expression de I’ensemble des protéines de latence exprimées, elles sont éliminées par les lymphocytes T
anti-EBV, ainsi que par une activation des cellules NK chez les hotes immunocompétents. Les lymphocytes B
infectés régulent négativement 1’expression de ces protéines immunogénes, permettant la pérennité virale
(programme de latence II, ou programme par défaut). Ces cellules migrent ensuite vers le sang périphérique. La
persistance virale est principalement obtenue par 1’infection silencieuse des cellules B mémoires, ou I’ADN viral
est maintenu sous forme épisomale et ou seulement EBNA1 est exprimée (programme de latence I), ou les
transcrits de LMP2A (programme de latence 0). Certaines de ces cellules en latence 0 peuvent étre réactivées et
repasser en phase lytique. Cette réactivation peut conduire a la prolifération de cellules en programme de latence
III, contrdlée par la réponse T anti-EBV CD4+ et CD8+. La production de nouvelles particules virales peut
entralner de nouveaux foyers infectieux qui peuvent conduire a la libération de virions au niveau de la gorge. La
surveillance immunitaire continue pendant le cycle lytique et la latence est importante pour le contrble viral.
Inspiré d’apres (Tangye et al., 2017; Tashiro and Brenner, 2017).
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Le Tableau 2 récapitule les différents états du cycle de ’EBV, le tropisme cellulaire propre a

chaque phase ainsi que les principales pathologies associées.

R Programme de . . Pathologies
Cycle de PEBV EBV Tropisme cellulaire associées
. . Cellules épithéliales, .
Lytique Cycle lytique Cellules B naives Cancers lymphoides
Lymphomes chez les
I Cellules B naives . queEs .
immunodéprimés
(PTLD, VIH)
I Cellugl:;l]zndaliigentre NPC, LH, Cancer
Latence Sl Gl des cellules T/NK
Cellules B mémoires
1 en cycle, Cellules LB, CG
épithéliales
0 Cellules B mémoires -
Atypique Cellules B LB

Tableau 2 : Programme de ’EBYV, tropisme cellulaire et pathologies associées.

CG : Carcinome Gastrique ; EBV : Virus d’Epstein-Barr ; LB : Lymphome de Burkitt ; LH : Lymphome de
Hodgkin ; NPC : Carcinome Nasopharyngé ; PTLD : Trouble Lymphoprolifératif Post-Transplantation ; VIH :
Virus de I’'Tmmunodéficience Humaine.

VI. Caracteéristiques des cellules en latence IIl de ’EBV

Le programme de latence III de I’EBV étant au centre de notre étude, nous nous

intéresserons de maniere plus conséquente a ce type de latence dans les paragraphes suivants.
Ces derniers feront I’objet des protéines virales exprimées lors de cette phase, de leurs

caractéristiques phénotypiques, des cytokines sécrétées et des voies de signalisation

détournées durant ce programme.
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VI.1. Protéines et ARNSs viraux de la latence ITI
VI.1.A. Protéines nucléaires
VI.1.A.1. EBNA1
La protéine EBNA1 (Epstein-Barr Nuclear Antigen 1) est composée de 641 acides
aminés. Elle comporte des régions riches en Glycine/arginine (Gly/Arg), Glycine/Alanine

(Gly/Ala), un site de liaison a 1’Ubiquitin Specific Processing Protease 7 (USP7), et un
domaine de liaison a I’ADN (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma représentant la structure de la protéine EBNA1.

Les régions en rouge correspondent a des séquences riches en Glycine et Arginine. La partie en bleu représente
une région de répétions de Glycine/Alanine. Le site de liaison a USP7 (Ubiquitin Specific Processing Protease 7)
est indiqué en vert, et le domaine de liaison a I’ADN et de dimérisation en noir. Le numéro des acides aminés est
indiqué en dessous. Modifié d’aprés (Frappier, 2012).

EBNAL1 est exprimée dans toutes les formes de latences de ’EBV. La premicre
fonction identifi¢e ’EBNAT1 fut son implication dans la persistance du génome du virus sous
sa forme latente, sous forme d’épisomes circulaires dans le noyau (Yates et al., 1985). Elle
joue un rdle dans la réplication et la ségrégation mitotique des épisomes de ’EBV, en
interagissant directement avec les séquences d’origine de réplication latente (Reisman et al.,
1985). Cette protéine est impliquée dans I’efficacit¢ du processus d’immortalisation des
lymphocytes B in vitro (Altmann et al., 2006; Humme et al., 2003).

Plusieurs études ont mis en évidence I’implication d’EBNA1 dans la diminution du processus
d’apoptose et a I’augmentation de la survie cellulaire (Frappier 2012, revue).

Kennedy et ses collaborateurs ont montré que I’inhibition d’EBNA1 conduit & une diminution
de la survie cellulaire, en augmentant 1’apoptose des cellules issues de lymphomes de Burkitt
associés a I’EBV (programme de latence I). Ces expériences suggerent que cette protéine est
essentielle pour la survie des cellules de lymphomes de Burkitt EBV-positives (Kennedy et

al., 2003).
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EBNALI inhibe la voie de signalisation de TGF-1, en augmentant le renouvellement
de la protéine SMAD2. Ce renouvellement conduit a la diminution des niveaux de SMAD2
sous forme de complexes, ces derniers étant nécessaires a I’initiation de transcription de
TGF-B1 (Wood et al., 2007). La voie de NF-«xB (Nuclear Factor — kB) est également affectée
par EBNAI. Selon Valentine et al, EBNAI1 inhibe la voie canonique de NF-«xB dans des
lignées cellulaires issues de carcinomes nasopharyngés, en inhibant la phosphorylation de
IKKo/B (Valentine et al., 2010).

EBNAI est également impliquée dans I’augmentation du stress oxydatif, conduisant a
I’accumulation d’especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) (Gruhne et al., 2009; Kamranvar and
Masucci, 2011). Elle est responsable de I’augmentation de la transcription du geéne de la
survivine. Cette protéine est un inhibiteur de I’apoptose cellulaire, elle est surexprimée dans
les cellules infectées par I’EBV. La surexpression de la survivine contribue a la survie des
lymphocytes B immortalisés par le virus (Lu et al., 2011).

EBNALI est également dotée d’un mécanisme d’action en cis, qui permet aux cellules hotes
infectées par le virus d’échapper au systéme immunitaire. Cet échappement s’établit grice a
une répétition particulicre de Glycine —Alanine (GAr : Glycin Alanin Repeat) dans EBNAI,
qui a la capacité de supprimer la présentation de l'antigéne au Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) de type 1. Avec ses propriétés de maintenance du génome viral et
d’échappement au systéme immunitaire de ’hote, EBNA1 apparait étre une cible privilégiée

pour des thérapies spécifiques contre les cancers EBV-positifs (Daskalogianni et al., 2015).

V.1.A.2. EBNA2

La protéine EBNA2 est composée de 487 acides aminés. Elle comporte 9 régions
conservées (CRs : Conserved Regions). Les CR1, 2 et 7 sont nécessaires pour I’activation de
la protéine EBNA-Leader Protein (LP). Les CRS et 6 sont impliquées dans la liaison a RBP-
Jk (Protéine de Liaison de la Recombinaison de Jk). Le domaine de transactivation TAD
(Transactivation Domain) et la séquence de localisation nucléaire (NLS: Nuclear

Localization Sequence) sont localisés au niveau des CRS8 et 9, respectivement (Figure 14).
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Figure 14 : Schéma représentant la stucture de la protéine EBNA2.

CRs : Régions Conservées. Les CR1, CR2 et CR7 sont nécessaires pour I’activation de EBNA-LP. CRS5 et CR6
permettent la liaison de RBP-Jk (Protéine de Liaison de la Recombinaison de Jk). Le Domaine de
Trasnsactivation (TAD) est localisé a la CR7, et la Séquence de Localisation Nucléaire (NLS) au niveau de CR9.
Le numéro des acides aminés est indiqué au dessus des régions conservées. Inspiré d’aprés (Harter et al., 2016).

EBNAZ2 possede un domaine de transactivation, mais pas un domaine de liaison a a
I’ADN. Cette liaison est effectuée par le biais de la protéine de liaison RBP- Jk, autrement
appelée Facteur de Liaison au promoteur C de type 1(CBF-1).

Grossman et son équipe ont démontré¢ que le transactivateur d’EBNA2 serait dirigé par des
¢léments de réponse par le signal de la protéine de liaison de la recombinaison de Jk
(Grossman et al., 1994). Selon Waltzer et al, RBP-Jk interagirait directement avec EBNA2 en
solution et recruterait EBNA2 et ses séquences d’ADN apparentées. Ces données suggerent
que RBP-Jk pourrait médier la transactivation ’EBNA2 au niveau des geénes cellulaires et
viraux (Waltzer et al., 1994). Une autre étude menée par Waltzer et al suggere que EBNA2
active la transcription en interférant avec la fonction d’un co-répresseur recruté par RBP-Jx, et
par I’intermédiaire de son domaine d’activation (Waltzer et al., 1995).

Hsieh et al ont identifié que Notchl possede des homologies fonctionnelles avec EBNA2, en
activant RBP-Jx/CBF-1 pour réprimer les geénes cibles. D’aprés les auteurs, le mimétisme de
la transduction du signal de Notch est impliqué dans 1’immortalisation des cellules B par

I’EBV (Hsieh et al., 1996).

EBNAZ2 est une protéine exprimée uniquement en programme de latence III de ’EBV.
Elle est essentielle pour I’établissement de lignées cellulaires lymphoblatoides (LCLs). Cette
fonction a été identifiée pour la premicre fois grace a la lignée P3HRI, un sous-clone
provenant de la lignée cellulaire issue d’un lymphome de Burkitt Jijoye, produisant un virus
incapable d’immortaliser les lymphocytes B in vitro (Miller et al., 1974). P3HR1 comporte
une délétion de 6,8 kpb qui excise enticrement ’ORF d’EBNA2 du génome viral (Bornkamm
et al., 1982b; Rabson et al., 1982).

Les acides aminés 3 a 30 d’EBNA2 sont nécessaires a I’expression de la protéine

membranaire LMP1 dans les LCLs. Ces acides aminés sont nécessaires pour stimuler
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I’expression des genes viraux et cellulaires nécessaires a I’immortalisation des cellules B in
vitro (Gordadze et al. 2004).

Il existe deux types sérologiques du virus d’Epstein-Barr: le type 1 et le type 2,
correspondant a EBNA2A et 2B, respectivement. Le type 1 immortalise avec une meilleure
efficacité les lymphocytes B in vitro, comparativement au type 2. Cette meilleure capacité de
transformation est attribuable aux différences présentes au sein du gene EBNA2 (Cohen et al.,
1989). L analyse transcriptomique des genes cibles d’EBNA2 a permis d’identifier quelques
genes plus fortement induits dans le type 1 comparé au type 2. L’un de ces genes, CXCR7 (C-
X-C Récepteur a la Chémokine de type 7), également connu sous le nom de ACKR3
(Récepteur Atypique de la Chémokine de type 3) est nécessaire pour la prolifération des LCLs
(Lucchesi et al., 2008).

Récemment, Kim et son équipe ont montré que I’expression d’EBNA2 est corrélée a
une surexpression des chémokines CCL3 (Chémokine Ligand 3) et CCL4 (Chémokine
Ligand 4) dans les cellules issues de lymphomes (Kim et al., 2016). La surexpression de ces
chémokines conduit a une activation des voies Btk (tyrosine kinase Bruton) et NF-«xB.
L’activation des ces voies de signalisation favorise la résistance des cellules cancéreuses a la
doxorubicine, utilisée pour traiter les lymphomes B. Cette étude apporte des perspectives
thérapeutiques, notamment en ciblant les voies Btk et NF-kB dans le cadre de lymphomes B
diffus a grandes cellules (DLBCL), ou en évaluant les niveaux de CCL3 et CCL4 afin de
détecter les patients atteints par ce type de lymphome (Kim et al., 2016).

VI.1.A.3. Les EBNA3

Les EBNA3 sont des protéines exprimées uniquement lors du programme de latence
III de PEBV. 1l existe trois variants d’EBNA3 : EBNA3A, 3B et 3C (historiquement
nommées EBNA3, EBNA4 et EBNAG6, respectivement). La structure des trois variants est

présentée Figure 15.
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Figure 15 : Schéma représentant la structure des protéines EBNA3A, -3B, -3C.

Les domaines et motifs structuraux sont représentés par des rectangles verts et bleus, comme indiqué. Les
séquences de localisation nucléaire (NLS) sont symbolisées par des étoiles. Les fleches colorées similaires
représentent des répétitions des mémes acides aminés. Les régions riches en proline sont représentées par les
rectangles pourpres. LZ : Leucine Zipper. D’apres (Allday et al., 2015).

Les geénes codant pour les trois protéines se situent au niveau d’un arrangement en
tandem dans une région de 10kpb, entre les coordonnées 92 000 et 102 000 pb (Baer et al.,
1984). Le cadre de lecture ouvert pour chaque protéine est généré par élimination d’un intron
de petite taille qui sépare une séquence N-terminale courte d’un long cadre de lecture en C-
terminal.

Tous les EBNA3 se lient a la méme région de RBP-Jk. Ils ont également tous la
capacité d’inhiber la transactivation du promoteur du géne de la protéine virale terminale de
type 1 (TP-1), médiée par EBNA2 (Le Roux et al., 1994). Les protéines EBNA3 sont
essentielles pour la persistance de ’EBV dans les lymphocytes B, et peuvent induire la
lymphomagenese au sein de ces cellules (Allday et al., 2015, revue). Tomkinson et son équipe
ont identifié que EBNA3A et 3C sont essentielles pour le processus de transformation des
lymphocytes B en lignées cellulaires lymphoblatoides in vitro (Tomkinson et al., 1993). Ces
deux variants sont les principaux acteurs de la résistance aux médicaments cytotoxiques, et
agissent comme des régulateurs négatifs du médiateur pro-apoptotique Bim (autrement appelé
BCL2L11 : Bcl-2-like Protein 11), membre de la famille des Bcl-2. Ce processus accentue

I’efficacit¢ de ’immortalisation des lymphocytes B en culture (Anderton et al., 2008). Plus
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récemment, Ohashi et al ont montré que le domaine WDR48 (Répétition WD contenant la
protéine 48) associ¢ aux domaines d’EBNA3A et 3C sont essentiels pour la prolifération des
LCLs, suggérant I’importance du complexe USP46/USP12 (Peptidase Spécifique de
I’Ubiquitine) dans la transformation des lymphocytes B in vitro (Ohashi et al., 2015). Des
expériences de séquengage d’immunoprécipitation de la chromatine (Chip-Seq) sur des LCLs
ont permis d’identifier que la sous-unité B du facteur de liaison au noyau (CBFp), qui se
dimérise avec RUNX3 (Facteur de Transcription de Runt de type 3), peut fortement co-
immunoprécipiter avec EBNA3B et EBNA3C, et faiblement avec EBNA3A (Paschos et al.,
2016). Yi et al ont découvert que EBNA3C peut cibler p53 afin de réprimer son activité
transcriptionnelle (Yi et al., 2009).

Selon Burrows et son équipe, les EBNA3 seraient nécessaires a la génération de cellules T
anti-EBV spécifiques (Burrows et al., 1994). Les protéines EBNAs cooperent entre elles afin
de moduler I’expression des geénes de 1’hote. Elles sont impliquées dans la régulation de
I’apoptose, de la migration cellulaire, et de la différenciation des lymphocytes B. Elles sont
également capables d’induire des modifications épigénétiques. Ces études révelent la
complexité de I’interaction entre I’EBV et I’hdte, ou les protéines EBNAs peuvent s’associer

pour moduler I’environnement et le comportement de la cellule hote (White et al., 2010).

VI.1.A.4. EBNA-LP

EBNA-LP (Leader Protein), ou EBNA-5 a été la 5™ protéine virale a étre identifiée
comme essentielle a la croissance des cellules B transformées (Dillner et al., 1986). Cette
protéine est transcrite a partir du promoteur Wp. Le cadre de lecture ouvert d’EBNA-LP
dérive des répétitions des exons W1 et W2 de I’unité de répétition interne principale (IR1), et

les exons Y1 et Y2 en aval de IR1 (Figure 16).
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Figure 16 : Structure de la région codante de la protéine EBNA-LP.
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La partie N-terminale de la protéine est composée de tandems en répétition codés par les exons W1 et W2,
comportant 66 acides aminés. La partie C-terminale est composée par les deux exons Y1 et Y2, elle est
constituée de 45 acides aminés.

Mannick et ses collaborateurs ont découvert que les exons Y1 et Y2 sont essentiels au
processus d’immortalisation des lymphocytes B in vitro (Mannick et al., 1991). EBNA-LP
joue le role de coactivateur d’EBNA2, en stimulant I’activation d’EBNA2 au niveau du
promoteur de LMP1 et du promoteur bidirectionnel LMP1/LMP2B (Harada and Kieff, 1997).
Les fonctions régulatrices ’EBNA-LP se situent au niveau des exons W1 et W2. Au moins
deux copies de répétitions W1/W2 sont nécessaires a la fonction de co-activation de EBNA-
LP. Selon Yokoyama et al, le résidu sérine a la position 35 de I’exon W2 est le site majeur de
phosphorylation d’EBNA-LP in vivo, lui conférant une fonction indispensable pour la
coactivation ’EBNA2 et I’induction de I’expression de LMP1 (Yokoyama et al., 2001).
EBNA-LP est majoritairement localisée au niveau nucléaire. Cependant, elle peut également
étre retrouvée dans le cytoplasme (Garibal et al., 2007). Elle a pour fonction d’éliminer le
complexe répresseur NCor/HA9S5 a partir de sites promoteurs et de les transférer du noyau
vers le cytoplasme (Han et al., 2001). Ling et ses collaborateurs ont identifié que la protéine
Sp100 est essentielle a la fonction co-activatrice ’EBNA-LP, qui stimule 1’activation de la
protéine EBNA?2 (Ling et al., 2005). EBNA-LP est nécessaire pour 1’activation de EBNA2, la

protéine gouvernant le programme de latence Il de I’EBV.
V1.B. Protéines membranaires
VI.1.B.1. LMP1
LMP1 (Latent Membran Protein 1) est I’oncoprotéine majeure de I’EBV. Il s’agit
d’une protéine membranaire jouant de multiples roles. Elle comprend trois domaines : une

courte partie cytoplasmique N-terminale, six régions transmembranaires, et une longue queue

localisée en C-terminal au niveau cytoplasmique (Figure 17).
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Figure 17: Structure de la protéine LMP1.

La partie N-terminale de la protéine est composée de 24 acides aminés. La partie C-terminale est une longue
queue composée de 200 acides aminés. La région CTARI1 permet la fixation des protéines TRAFs, la région
CTAR?2 est essentielle pour la fixation des TRADDs. Entre les deux extrémités, se trouvent six régions
transmembranaires. Modifi¢ d’aprés (Khanna et al., 2005).

L’expression de LMP1 dans les cancers associés a ’EBV est corrélée a la régulation
de la prolifération et de I'immortalisation des cellules tumorales. LMP1 joue également un
role dans I’invasion et I’angiogenése des cellules tumorales (Young and Rickinson, 2004;
Dawson et al., 2012; Macsween and Crawford, 2003; Young and Murray, 2003, revues).
Cette protéine membranaire joue un role d’activateur de la voie de signalisation NF-kB. La
forte expression de LMP1, impliquant 1’activation NF-«kB, est corrélée au nombre de copies
du génome latent de I’EBV, augmentant ainsi ses capacités oncogéniques (Faumont et al.,

2009; Zuo et al., 2015).

LMP1 active la voie de signalisation du récepteur du facteur de nécrose tumorale
(TNFR), en recrutant les facteurs associés aux TNFR (TRAF) et d’autres protéines
adaptatives (Kaye et al., 1996). Arcipowski et Bishop ont montré que les protéines TRAF3, 5,
et 6 sont nécessaires pour les fonctions de LMPI1 (Arcipowski and Bishop, 2012).
L’expression de TRAF1 conduit a I’activation exacerbée des voies P38, JNK, Erk et a celle de
la voie canonique de NF-kB par la région activatrice de la partie C-terminale (CTAR1) de
LMP1 (Greenfeld et al., 2015). LMP1 possede des homologies fonctionnelles avec CD40, ce

qui favorise la prolifération des lymphocytes B immortalisés (Lam and Sugden, 2003).
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L’activation de la voie P38 par LMP1 conduit a I’induction du facteur de transcription ATF2,
également impliqué dans la surexpression des interleukines 6 et 8 (Eliopoulos et al., 1999b).
Cette protéine induit I’expression de I’interleukine 10 dans les cellules issues de lymphomes
de Burkitt, par la voie p38/SAPK2 (Protéine Kinase Activée par le Stress) (Vockerodt et al.,
2001). L’expression de LMP1 conduit a ’activation des JNK (C-Jun N-terminal Kinases), par
I’intermédiaire des protéines TRAF2 et TRADD (Eliopoulos et al., 1999a). LMP1 déclenche
également I’expression du facteur de transcription AP-1 par la cascade des JNK (Kieser et al.,
1997). Morris et al ont montré que LMP1 agit comme une molécule modulatrice de
I’adhésion cellulaire via la régulation de I’activation de la signalisation de I’intégrine A et de

TGF-B (Morris et al., 2016).

LMP1 peut également étre localisée dans des petites vésicules extracellulaires : les
exosomes. Le trafic de LMP1 au sein de ces vésicules altere le contenu et les fonctions des
exosomes. Les exosomes modifiés par LMP1 améliorent la croissance, la migration, et le
pouvoir invasif des cellules malignes. Le trafic de LMP1 par le biais des exosomes démontre
la capacité du virus a manipuler le microenvironnement tumoral et d’améliorer la progression

des tumeurs liées a ’EBV (Hurwitz et al., 2017).

Bi et al ont montré que I’immuno-inhibiteur Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) est
surexprimé par les cellules EBV-positives, compar¢ aux cellules non infectées par 'EBV. Les
auteurs ont démontré que cette surexpression est corrélée a I’expression de LMPI, et que les
protéines de la voie MAPK/NF-kB sont exprimées par les cellules exprimant PD-L1. La
surexpression de PD-L1 est corrélée a un mauvais pronostic de survie des patients atteints de
lymphomes T/NK (Bi et al., 2016a).

L’expression de LMP1 est également corrélée a un mauvais pronostic de survie des patients
atteints de lymphomes non-Hogkiniens. Toutefois, ce pronostic vital médiocre n’a pas éteé
montré chez les patients atteints de maladie de Hodgkin (Mao et al., 2013). Plusieurs études
tentent de cibler cette oncoprotéine majeure pour limiter 1’apparition de pathologies liées a
I’EBV (Gottschalk et al., 2003; Delbende et al., 2009). Une étude préclinique prometteuse
effectuée sur un modele murin révele qu’un vaccin thérapeutique ciblant LMP1 supprime la

croissance tumorale et les métastases in vivo (Lin et al., 2017).
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VI.1.B.2. LMP2A

LMP2A est une protéine composée de 12 domaines transmembranaires comprenant
une queue C-terminale cytoplasmique de 27 acides aminés, ainsi qu'un domaine amino-
terminal cytoplasmique composé de 119 acides aminés. Cette protéine est composée d’une
variété de motifs hautement conservés, avec des fonctionnalités importantes. Le domaine N-
terminal de LMP2A contient des motifs sérine, tyrosine et proline, tandis que les domaines
transmembranaires et C-terminal sont riches en motifs cystéine. Fruehling et al ont montré
que trois motifs riches en tyrosine de la partie N-terminale jouent un rdle important dans le
blocage de la signalisation du BCR apres phosphorylation (Fruehling et al., 1996). Les résidus
tyrosine localisés aux positions 74 et 85 possedent des s€quences conservées de tyrosine et de
leucine appariées (YXXL), qui constituent le motif Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif (ITAM). Ce motif est impliqué dans le blocage de transduction du signal
BCR (Fruehling and Longnecker, 1997). Selon Fuduka et Kawaguchi, 1’interaction entre le
motif ITAM et la protéine Syk est un élément clé dans la transformation des lymphocytes B,
médiée par LMP2A (Fukuda and Kawaguchi, 2014). LMP2A possede des homologies
fonctionnelles avec le BCR et promeut la survie des lymphocytes B infectés par ’EBV
(Mancao and Hammerschmidt, 2007). Cette protéine est impliquée dans la surexpression de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10, via la voie PI3K/AKT (Incrocci et al., 2013). LMP2A est
a Dorigine de la surexpression des genes associés a l’induction du cycle cellulaire et a
I’inhibition de I’apoptose. Elle conduit également a la sous-expression des genes associés aux
facteurs spécifiques des lymphocytes B et a I’immunité, tout comme les cellules de Reed-
Sternberg issues de lymphome de Hodgkin (HRS) (Portis et al., 2003). L’inhibition de
I’expression de LMP2A par un systéme lentiviral permet la diminution de la prolifération de
cellules issues de carcinome gastrique in vitro, suggérant que LMP2A est une cible
thérapeutique potentielle pour le traitement contre ce type de cancers (Wang et al., 2017). La

Figure 18 schématise les modifications cellulaires induites par LMP2A.
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Figure 18 : Modifications cellulaires induites par ’expression de LMP2A.

LMP2A comporte de nombreux résidus Tyrosine (Y) pouvant interagir avec les protéines SYK et LYN. Une des
interactions conduit a la séquestration de la protéine kinase LYN du complexe BCR, aboutissant a ’inhibition
des voies de signalisation des lymphocytes B. La phosphorylation de AKT conduit a I’activation de la voie de
signalisation PI3K/AKT, impliquée dans la survie cellulaire. D’aprés (Damania, 2004).

VI.1.B.3. LMP2B

Les travaux de Rechsteiner et al ont montré que la surexpression de LMP2B conduit a
une commutation de I’EBV de la forme latente a la forme lytique. Cette commutation n’est
pas observée dans les cellules sur-exprimant LMP2A. LMP2B diminue le degré de
réticulation du BCR, requis pour induire le cycle lytique de I’EBV. Des expériences
d’immunoprécipitation et d’immunofluorescence ont révélé que les deux formes de LMP2
sont co-localisées. Les auteurs ont identifié¢ que LMP2B régule négativement LMP2A, afin de
prévenir le passage de la réplication latente a la phase lytique de ’EBV (Rechsteiner et al.,
2008). La restauration de la transduction du signal BCR normal survient lorsque LMP2A et
LMP2B sont conjointement exprimées. Cela conduit a une restauration du niveau

d’expression de la protéine Lyn. Ces résultats confirment que LMP2B module I’activité de

LMP2A, en rétablissant la transduction du signal BCR (Rovedo and Longnecker, 2007).
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VI.1.C. ARNs viraux de latence

VI.1.C.1. Les EBERs

Les EBERs (EBV-encoded RNAs) sont des ARNs non codants présents dans tous les
états de latence. 1l en existe deux types: EBER-1 et -2. Ils ne sont pas décrits comme
essentiels lors du processus transformant des lymphocytes B primaires par ’EBV. Les EBERs
se rassemblent en particules de ribonucléoprotéines stables avec I’auto-antigene La (Lerner et
al., 1981).

Selon Toczyski et al, EBER-1 peut se lier avec la protéine ribosomale .22 dans les
lymphocytes B infectés par ’EBV (Toczyski et al., 1994). Les EBERSs se lient également a la
protéine kinase activée par I’ARN (PKR) induite par I’interféron-alpha (IFN-a)) (Clemens et
al.,, 1994). La PKR joue un r6le dans la médiation des effets antiviraux des interférons.
L’équipe de Nanbo a démontré que I’inhibition des fonctions de la PKR par les EBERs peut
contribuer a la persistance virale, en protégeant les cellules contre I’apoptose, via I’'IFN-a
(Nanbo et al., 2002).

Des études ont révélé que EBER-1 est capable d’augmenter la syntheése protéique, par
un mécanisme indépendant du PKR dans des cellules NIH 3T3 transfectées (Laing et al.,
2002). L’expression de I’IL-10 est retrouvée dans les tumeurs de lymphomes de Burkitt EBV-
positives, contrairement aux tumeurs EBV-négatives. Il a également été observé que les
EBERs peuvent induire 1’expression de I’IL-10 dans des lignées de lymphomes de Burkitt.
Ces données suggerent que 1’IL-10 est une cytokine importante dans 1’induction des
lymphomes de Burkitt EBV-positifs (Kitagawa et al., 2000) . Iwakiri et a/ ont montré que les
EBERSs induisent 1’expression de 1’IL-10, en activant la voie du facteur 3 de régulation RIG-I
/Interféron, suggérant que la modulation de la signalisation immunitaire innée médiée par les

EBERs contribue a I’oncogénese EBV-dépendante (Iwakiri, 2014).

VI.1.C.2. Les BARTS et les micro-ARNs

Les BARTs (BamHI-A Rightward Transcripts) sont des ARNs qui représentent un
groupe d’ARNSs épissés de maniere hétérogene, d’une taille de 4 a 8 kpb (Sadler and Raab-
Traub, 1995; Smith et al., 2000). Cet épissage alternatif complexe conduit a la production de
plusieurs cadres de lecture ouverts et constituent des précurseurs pour les micro-ARNs (mi-

ARNS).
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Les BARTSs ont été découverts pour la premiere fois dans des tissus issus d’un
carcinome nasopharyngé (Hitt et al., 1989). Ils ont ensuite été identifiés dans d’autres
pathologies associé¢es a I’EBV, telles que la maladie de Hodgkin (Deacon et al., 1993), le
lymphome T/NK extraganglionnaire de type nasal (Chiang et al., 1996), le lymphome de
Burkitt (Tao et al., 1998), mais également au niveau des lymphocytes B du sang périphérique
chez des individus sains (Chen et al., 1999).

Robertson et al ont montré qu’un virus recombinant dont la partie du génome codant
pour la région des BARTSs a été délétée parvient a immortaliser les lymphocytes B in vitro
(Robertson et al., 1994). Ces résultats suggerent que les transcrits des BARTSs ne sont pas
nécessaires a la transformation des cellules B. Toutefois, une expression abondante des
transcrits BARTSs est retrouvée dans des tumeurs liées a ’EBV qui n’expriment pas les
protéines EBNAs. Ces données suggerent que les BARTS sont des facteurs importants dans le
développement ou la croissance tumorale (Marquitz and Raab-Traub, 2012). L’expression la
plus élevée des BARTSs est retrouvée dans les cellules épithéliales infectées, y compris les
cancers nasopharyngés et le cancer gastrique. Les BARTs possederaient des propriétés
spécifiques dans les cellules épithéliales (Marquitz and Raab-Traub, 2012).

Selon Verhoeven et al, NF-xB active les promoteurs de BART et module leur
expression dans des cellules issues de carcinome nasopharyngé infectées par I’EBV

(Verhoeven et al., 2016).

L’¢épissage alternatif des BARTs conduit a I’apparition de micro-ARNs (miARNSs).
Les miARNSs sont des petites molécules d’ARN non codantes (=22 nucléotides) qui peuvent
réguler négativement ’expression des génes (Friedman et al., 2009). La dérégulation des
miARNSs a un impact sur tous les processus li€s au cancer, tels que la prolifération, la mort
cellulaire, la migration et le cycle cellulaire, parmi d’autres. De telles dérégulations
fournissent des signatures de miARNs distinctes, qui permettent de discriminer les cellules
normales des cellules tumorales de différents types cancéreux (Bofill-De Ros et al., 2017,

revue).
Les cellules transformées par ’EBV expriment au moins 49 micro-ARNs viraux matures.

Les fonctions de la plupart d’entre eux ne sont pas encore élucidées a ce jour (Sakamoto et al.,

2017).
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L’EBV code pour environ 30 micro-ARNs dans la région des BARTSs. Grace a des xénogreffes
effectuées sur un modele murin de carcinogénese, Qiu et son équipe ont montré que les
miARNs BARTSs potentialisent la croissance et le développement des carcinomes in vivo. La
croissance des tumeurs in vivo n’est pas associée avec I’expression de miARNs BARTSs
spécifiques, mais avec la surexpression de tous les micro-ARNSs de la région des BARTSs. Il en
résulte que I’expression dérégulée des miARNs BARTSs potentialise la croissance de la tumeur,
et représente un mécanisme général d’oncogenese lice a ’EBV (Qiu et al., 2015).

Récemment, il a été décrit que les micro-ARNs viraux et cellulaires, EBV-BART-6-3p et
miR-197, peuvent compromettre les réponses immunitaires de 1’individu hote en diminuant les
niveaux du récepteur de I’interleukine 6 (IL-6R) dans des lymphomes de Burkitt liés a ’EBV.
Zhang et al ont montré que les deux micro-ARNs agissent en synergie contre I’IL-6R. Ces
résultats permettent une meilleure compréhension du rdle de ces miARNSs et de leur cible dans
le développement de lymphomes de Burkitt EBV-positifs. Ils peuvent constituer des cibles
thérapeutiques potentielles pour le traitement de ces tumeurs (Zhang et al., 2017b).

Tagawa et ses collaborateurs ont montré que les micro-ARNs de I’EBV peuvent
inhiber la libération de la cytokine pro-inflammatoire IL-12 des cellules B infectées (Tagawa et
al., 2016). Ils peuvent également réprimer la différenciation des lymphocytes CD4+ naifs en
cellules Thl, et interférer avec la présentation du peptide sur le CMHII. Par ces mécanismes, ils
diminuent ’activation des lymphocytes T effecteurs CD4+, les empéchant de controler la
prolifération des lymphocytes B infectés par ’EBV (Tagawa et al., 2016).

Albanese et al se sont intéressés a I’impact des micro-ARNs de I’EBV sur la
population lymphocytaire T CD8+. Ils ont constaté que les miARNs de ’EBV inhibent
fortement la reconnaissance et la mort des lymphocytes B infectés par le virus par les
lymphocytes T CD8+ spécifiques de ’EBV, via de multiples mécanismes (Albanese et al.,
2016). Les micro-ARNs de I’EBV ciblent la sous-unité de transporteur peptidique TAP2, et
induisent une réduction de I’expression de TAP1, du CMHI et ’EBNA1. EBNAI est exprimée
dans la plupart des formes de latences de I’EBV et constitue une cible des lymphocytes T8 anti-
EBV. De plus, la régulation négative de I’IL-12 via les micro-ARNs diminue la reconnaissance
des cellules infectées par les lymphocytes T CD8+. Les auteurs révelent un des mécanismes de
I’EBV pour échapper aux mécanismes de surveillance de I’hdte, en inhibant les réponses CD4+
et CD8+ spécifiques du virus par le biais des miARNSs (Albanese et al., 2016).

Sakamoto et ses collaborateurs ont étudi¢ I’expression des différents miARNs en fonction des

types tumoraux étudiés liés a ’EBV, par séquencage haut débit. Les résultats suggerent que les
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clusters de micro-ARNs codés par ’EBV sont associés au type de cancer, et au statut de
I’infection virale au sein de ces tumeurs. Ces données cliniques pourraient étre trés utiles pour
cibler thérapeutiquement spécifiquement les clusters de miARNs associés a chaque maladie

liée au virus (Sakamoto et al., 2017).

VI.2. Caractéristiques phénotypiques des cellules B en latence I1I de PEBV

Le phénotype des cellules en programme de latence III présente une certaine
hétérogénéité. Wrobleski et ses collaborateurs ont montré que 70% des LCLs sur-expriment
les marqueurs CD19 et CD20 (Wroblewski et al., 2002). Toutes ces cellules sont caractérisées
par une forte expression du HLA-DR (Human Leucocyte Antigen - D-Related)/CMH de type
II, alors que ’expression du CD40 est variable. Environ 65% d’entre elles sont CD23-
positives et sécretent des immunoglobulines, et plus de 90% des LCLs expriment les chalnes
kappa et/ou lambda. L’ensemble des LCLs de cette étude ne possedent pas les marqueurs des
lymphocytes T (CD3), des cellules NK (CD16, CD56), des mococytes (CDI14) ni des
granulocytes (CD66b) (Wroblewski et al., 2002).

Le Clorennec et al ont montré que LMP1 régule positivement I’expression du facteur pro-
apoptotique CD95/Fas a la surface des cellules B en latence III. La surexpression de ce
facteur pro-apoptotique les sensibilise a 1’apoptose via I’axe Fas/FasL (Le Clorennec et al.,
2000).

Une autre étude menée par Durand-Panteix et ses collaborateurs révele que les cellules B
immortalisées en latence III surexpriment I’immuno-inhibiteur B7-H1 (PD-L1/CD274), ce
qui protege les lymphocytes B de la mort par anergie des lymphocytes T dirigés contre ’EBV
(Durand-Panteix et al., 2012).

VI.3. Cytokines sécrétées par les cellules B en latence III de ’EBV

Selon Wroblewski et al, les LCLs sécretent des niveaux élevés d’IL-10, une cytokine
ayant la capacité d’inhiber la prolifération des lymphocytes T. Elles produisent également
I’IL-6, la sous-unité p40 de I’IL-12 et le TNF-a (Wroblewski et al., 2002). L’IL-10 peut étre
d’origine virale ou cellulaire. Le géne BCRFI de I’EBV code pour un homologue viral de
I’IL-10 (hIL-10) : vIL-10 (IL-10 viral) (Rode et al., 1994). 11 est transcrit durant la phase

précoce du cycle lytique du virus et est essentiel a ’'immortalisation des lymphocytes B. Il
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joue également de multiples rdles dans 1’évasion immunitaire de ’EBV, en inhibant la
capacité des monocytes et des macrophages a induire [’activation des lymphocytes T

(Miyazaki et al., 1993).

Dans le but de diagnostiquer de maniere moins invasive les lymphomes B liés a
I’EBV, Miyauchi et ses collaborateurs ont étudié la sécrétion d’un panel de 42 cytokines sur
des cellules issues de lymphomes de Burkitt, de Lymphomes B Diffus a Grandes Cellules
(DLBCLs), ou de LCLs. Cette étude révele que les cellules issues de lymphomes de Burkitt
EBV-positives sécretent 1’interleukine-10 (IL-10), ’IP10 (10 kDa Interferon gamma-induced
Protein)/CXCL10 (C-X-C motif Ligand Chemokine 10), une chémokine aux motifs
CC/CCL22 (Ligand de Chémokine 22), les protéines inflammatoires des macrophages (MIP)-
1o/CCL3 et MIP-1B/CCLA4. Les cellules en latence III et les cellules issues de DLBCLs
associées a ’EBV produisent I’'IL-8/CXCLS, I’'IL-13, et le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF)-AA (Miyauchi et al., 2011).

Les cytokines pro-inflammatoires IL-1p, IL-18 et IL-33 sont également sécrétées par

les LCLs (Ansari et al., 2013).
VI.3.A. Voies de signalisation détournées par la latence Il de ’EBV

VI.3.A.1. NF-xB

L’activité des dimeres de NF-kB peut étre régulée par deux voies de signalisation
différentes : une voie canonique (classique), ou non canonique (alternative). La voie classique
est associ€ée aux dimeres composés des sous-unités RelA (p65), c-Rel et/ou p50. Les
récepteurs associés a cette voie de NF- kB sont notamment le récepteur des cellules B (BCR)
ou les récepteurs de type Toll-like (TLRs). La voie alternative peut étre activée par CD40 ou
le récepteur de la lymphotoxine b (LTb), elle concerne les dimeres associant RelB a p52 ou
p50 (Karin, 1999).

Laherty et ses collaborateurs ont montré que la protéine LMP1 induit 1’expression de la
protéine A20/TNFAIP3 (TNF Alpha Induced Protein 3) en activant la voie de signalisation de
NF- «xB (Laherty et al., 1992). Quelques années plus tard, Herrero et al ont identifié que
LMP1 active NF- kB en ciblant la molécule inhibitrice de NF-kB, IxkBo (Herrero et al., 1995).
Devergne et son équipe ont identifié que 1’association constitutive des TRAFs avec LMP1 est

essentielle pour I’activation de NF-kB et I’immortalisation des lymphocytes B (Devergne et
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al., 1996). Depuis, de nombreuses études ont évalué le role de NF-kB dans I’infection virale,
ainsi que son implication dans le développement de tumeurs associées a ’EBV (de Oliveira et
al., 2010, revue).

Faumont et al ont mené une étude sur des lignées issues de lymphomes de Burkitt, des
LCLs et une lignée inductible pour I’expression de c-Myc. D’apres les auteurs, NF-xB et c-
Myc sont les deux facteurs de transcription majeurs détournés par le programme de latence 111
de ’EBV. Ces deux facteurs sont en partie impliqués dans le phénotype, le profil de
croissance et les propriétés biologiques des lymphocytes B immortalisés par le virus
d’Epstein-Barr (Faumont et al., 2009).

Dans un modele de souris transgéniques, Uchida et ses collaborateurs ont montré que
I’oncoprotéine LMP1 mime la signalisation de CD40 pour induire la différenciation cellulaire
B. Ces propriétés spécifiques de LMP1 peuvent déterminer le site de I’infection primaire des
lymphocytes B naifs, et I’état de ’infection par ’EBV (Uchida et al., 1999), confirmant les
résultats obtenus par Gires et son équipe (Gires et al., 1997) (Figure 19).

Survival and growth

Nature Reviews | Immunology
Figure 19 : Mimétisme de CD40 par LMP1 et activation de la voie NF-kB.

Les protéines LMP1 et CD40 possédent toutes les deux des domaines de liaison avec les facteurs TRAF et
interagissent avec de multiples membres de cette famille. LMP1 et CD40 interagissent avec la kinase JAK3 et
les protéines STAT. Elles activent le complexe de transcription de la protéine AP-1 par la voie de signalisation
JNK. La libération de protéine kinase IKK, composée de plusieurs sous-unités et qui constitue une des protéines
inhibitrice de NF-«xB, déclenche la transcription de genes anti-apoptotiques dans le noyau et conduit a la survie
et a la croissance des lymphocytes B infectés par ’EBV. LMP1 : Latent Membrane Protein 1 ; TRAF : TNF
Receptor Associated Factor ; JAK : JAnus Kinase ; RIP : Receptor-Interacting Protein kinase ; TRADD : Tumor
necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain ; NIK : NF-«B Induced Kinase ; IKK : kB Kinase ;
STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription ; JNK : C-Jun N-terminal Kinases ; AP-1 : Activator
Protein-1 ; NF-kB : Nuclear Factor — kappa B ; PXQXT : Motif Pro — Xaa — Gln — Xaa — Thr. D’aprés (Thorley-
Lawson, 2001).
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VIL.3.A.2. c-Myc

Keiser et al ont identifié que c-Myc est une cible directe de EBNA2 (Kaiser et al.,
1999). Comme énoncé dans le paragraphe précédent, c-Myc est I’'un des deux facteurs
majeurs de transcription du programme de la latence III. Dans le transcriptome établi grace a
une puce «lymphome », il a été montré que la plupart des genes induits sont régulés
positivement par c-Myc, et impliqués dans la prolifération cellulaire. L’inactivation de c-Myc
par le biais d’un inhibiteur chimique conduit a I’arrét de prolifération des LCLs, ce qui
confirme les données obtenues par transcriptomique (Faumont et al., 2009).
Plus récemment, David A et al ont montré que la surexpression de c-Myc conduit a la
prolifération des cellules B immortalisées en programme de latence III, d’une manicre
dépendante de NF-kB (David et al., 2017). C-Myc apparait comme un acteur majeur de la

prolifération des cellules B immortalisées par ’EBV.

VI.3.A.3. PI3K/AKT

Selon Dawson et al, LMP1 stimule ’activité de PI3K, en induisant la phosphorylation
et D’activation de Akt (cible située en aval de PI3K) et en favorisant la survie cellulaire
(Dawson et al., 2003). En plus de bloquer la transduction du signal BCR, LMP2A active la
voie PI3K/Akt, en induisant la phosphorylation de Akt. L’activation de cette voie de
signalisation agit comme un signal de survie des cellules B et des cellules épithéliales
infectées. LMP2A est capable d’inhiber 1’apoptose médié par I’'immunosuppresseur TGF-p1,
dont le niveau d’expression est augmenté¢ dans de nombreux cancers liés a ’EBV (Fukuda
and Longnecker, 2004).

Selon Wang et ses coéquipiers, la protéine membranaire LMP1 favorise la phosphorylation
d’IRF4 (Interferon Regulatory Factor), et que la famille des protéines kinases Src favorise
I’activation d’IRF4 par LMP1. Les auteurs ont découvert que Src agit en amont de PI3K pour
I’activation de IRF4 et de Akt (Wang et al., 2016a).

La Figure 20 représente le détournement de la voie PI3K/Akt par LMP1.
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Figure 20 : Détournement de la voie PI3K/Akt par LMP1.

La protéine membranaire LMP1 peut interagir avec différentes protéines TRADD et TRAF, conduisant a
I’activation des cellules B par I’induction des facteurs de transcription AP-1 et NF-kB. Les voies PI3K et JNK
sont consécutivement activées, ce qui permet la survie cellulaire et la prolifération des lymphocytes B infectés,
respectivement. D’aprés (Damania, 2004).

VI.3.A4. JNK

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, la protéine membranaire LMP1 conduit
a Dactivation de la voie JNK, par DI’activation en aval des protéines TRAF et TRADD
(Damania, 2004). Eliopoulos et al ont identifié que TRAFI1 est un régulateur essentiel de la
signalisation JNK par le domaine de liaison TRAF de LMP1 (Eliopoulos et al., 2003). LMP1
augmente 1’activité des voies de signalisation JNK, p38, ERK et la voie canonique de NF-«kB,
via son domaine CTARI1/TES1 (Greenfeld et al., 2015). La partie C-terminale de LMP1,
CTAR?2, est essentielle pour I’activation de la voie JNK, impliquant les protéines TRAF et
TRADD (Eliopoulos et al., 1999a).
Les travaux de Park et a/ ont montré que les cellules B infectées par ’EBV surexpriment le
cluster de différenciation CD47, responsable de 1’arrét des cellules infectées en phase G1 via
la production d’especes réactives de 1’oxygene, 1’activation des voies MAPK/INK, et la

surexpression de la protéine Tap73 (Park et al., 2014, revue).
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VI.3.A.5. Les STATSs

La corrélation entre 1’activation constitutive des protéines STATs dans des lignées
immortalisées par I’EBV, ainsi que dans des lymphomes primaires et les cellules issues de
leucémie myéloide fut établie par Weber-Nordt et ses collaborateurs (Weber-Nordt et al.,
1996). Zhang et al ont montré que des niveaux élevés d’expression des protéines STAT-1, -2,
-3 et 5A sont associés a la latence de type III de ’EBV (Zhang et al., 2004). LMP1 est
responsable de I’induction des STAT-1, -2, -3, et ’expression de STAT-1 peut étre impliquée
dans le processus de transformation des lymphocytes B (Zhang et al., 2004).

De nombreuses tumeurs malignes liées a I’EBV, y compris les PTLDs, sont caractérisées par
une dérégulation de la voie Jak/STAT (Vaysberg et al., 2009, revue). La signalisation de
LMP1 induit la production de I'IFN-y, qui, par une voie autocrine, conduit a la
phosphorylation des résidus Tyrosines de STAT1 et a I’expression des génes cibles de cette

derniere (Najjar et al., 2005).

VIL.3.A.6. P38/MAPK

Eliopoulos et ses collaborateurs ont identifi€¢ que LMP1 conduit a 1’activation de la
voie P38/MAPK, induisant I’expression des interleukines 6 et 8 (Eliopoulos et al., 1999b). La
voie de signalisation de P38 conduit également a la surexpression de LMP1 (Johansson et al.,
2010). Les auteurs suggerent que la surexpression de LMP1 est augmentée par une boucle de
régulation autocrine (Johansson et al., 2010). CD70, le ligand de CD27 (molécule de co-
stimulation) est surexprimé a la surface de cellules malignes EBV-positives, y compris les
PTLDs (Trentin et al., 1997). L’interaction de CD70 avec les cellules B immortalisées par
I’EBV déclenche I’apoptose médiée par le stress du réticulum endoplasmique (RE), par le
biais de la génération d’especes réactives de 1’oxygene et de Dactivation des voies
P38/MAPK et JNK. Ces travaux révelent d’autres mécanismes d’apoptose dirigés par le biais

de CD70 (Park et al., 2010).
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Partie 2 : Réponse immune anti-EBV et rupture de 1’équilibre
hote/virus

I/ Immunosurveillance de I’EBV

Environ 95% des adultes sont infectés par ’EBV dans le monde. Pourtant, tous les
individus ne développent pas de pathologies associées a ce virus. Un hote immunocompétent
est capable d’héberger le virus tout au long de sa vie, en établissant un équilibre hote/virus. Le
systéme immunitaire d’un hote immunocompétant est en mesure de contrdler la prolifération
des cellules infectées par 'EBV. Les mécanismes de surveillance qui permettent aux
individus porteurs de I’EBV de ne pas développer de pathologies en rapport sont étudiés
depuis des décennies. L’immunosurveillance de ’EBV par I’hote peut s’établir de différentes
fagons : par I’'immunité innée et adaptative. Elle peut également étre a médiation cellulaire ou
humorale. L’immunosurveillance a médiation cellulaire est la résultante d’une interaction
entre une réaction immunitaire acquise et innée, dont les effecteurs sont en particulier les
lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK. L’immunit¢ a médiation humorale et
adaptative correspond a la production d’anticorps anti-EBV.

Les paragraphes suivants feront I’objet de I’immunosurveillance de 1’hdte concernant I’EBV,
principalement sous sa forme latente. Une premicre partie sera consacrée a I’immunité innée,

puis ’immunité adaptative sera abordée sur les plans cellulaire et humoral.
I.1. Immunité innée

I.1.A. Par les monocytes et les cellules dendritiques

Les TLRs jouent un role crucial dans la réponse innée anti-EBV. L’activation des
cellules dendritiques par les TLRs, est capable « d’alarmer » le syst¢tme immunitaire en cas
d’infection primaire par I’EBV (Finberg et al., 2005).

L’activation des TLR2 permet la reconnaissance des virions de I’EBV. Geaudreault et al ont
montré que ’EBV induit la sécrétion de la protéine MCP-1 (Monocyte Chemotactic Portein-
1), nécessaire pour la réponse des monocytes primaires contre ’EBV par ’intermédiaire de

TLR2 (Gaudreault et al., 2007).
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Les cellules dendritiques (DCs) forment une premiere barriere contre le virus. Les
cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) sont décrites comme source majeure de
cytokines antivirales IFN-a et B de type I (Reizis et al., 2011).

Fiola et ses collaborateurs ont montré que le TLRY, activé par I’ADN viral, contribue a la
reconnaissance de ’EBV par les populations monocytaires et dendritiques. Cette réponse
médiée par TLRY est orchestrée différemment dans les monocytes primaires et les cellules
dendritiques. Elles permet la reconnaissance virale et I’induction de la réponse dirigée contre

I’EBV (Fiola et al., 2010).

I.1.B. Par les cellules NK

La plupart des données relatives aux événements immunologiques se déroulant
pendant I’infection primaire par ’EBV proviennent de I’étude des patients atteints par la
mononucléose infectieuse. Williams et al ont découvert que le nombre de cellules NK est
augmenté chez les patients atteints de MNI, ainsi que le premier mois qui suit le diagnostic de
cette maladie. Les cellules NK jouent un role important dans le contréle de I’infection
primaire par I’EBV en ¢liminant les cellules B infectées, grace a I’augmentation de la réponse
T spécifique dirigée contre les antigenes du virus. La stimulation de cette réponse immune T
s’établit via la libération de cytokines immunomodulatrices, telles que I’IFN-a, - et -y (Biron
et al., 1999; Williams et al., 2005).
Des études effectuées in vitro ont révélé que les cellules NK peuvent inhiber la transformation
des lymphocytes B par ’EBV par le biais de ’interféron-gamma (IFN-v) si elles sont ajoutées
quelques jours apres ’infection, (Lotz et al., 1985). Wilson et Morgan ont montré que les
cellules NK et les lymphocytes T CD4+ issus du sang de cordon ombilical sont capables
d’inhiber la transformation des lymphocytes B par I’EBV in vitro (Wilson and Morgan,
2002). IIs prouvent que les lymphocytes activés T CD4+ et les cellules NK CD16-positives
sont indépendamment capables de tuer les cellules des LCLs autologues. Ils concluent que les
réponses primaires menées contre ’EBV par les cellules NK et les lymphocytes CD4+
peuvent limiter I’expansion des cellules B infectées par I’EBV in vitro (Wilson and Morgan,
2002). Les lymphocytes T CD4+ peuvent tuer les cellules B infectées par différents
mécanismes, comprenant 1’interaction entre Fas et Fas Ligand, les granzymes, et la perforine
(Wilson et al., 1998).

Les cellules NK limitent le passage de la phase de latence au cycle lytique chez les

cellules infectées. En effet, I’expression diminuée du CMH de classe I a la surface des
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cellules lytiques les sensibilise a la reconnaissance et a la mort par les cellules NK
(Pappworth et al., 2007).

L’équipe de Sanchez Martinez a mis en évidence que les cellules NK humaines de donneurs
sains, activées in vitro par des cellules lymphoblastoides EBV-positives présentent un
potentiel cytotoxique et prolifératif amélioré par rapport a d’autres modeles d’activation,
comme par exemple 1’activation des cellules K562 par I’IL-2 (Sdnchez-Martinez et al., 2015)
(Sanchez-Martinez et al., 2015).

Gosselin et ses collaborateurs ont prouvé que I’interleukine-15 (IL-15) est un acteur
essentiel pour I’activation des cellules NK, permettant la médiation des réponses antivirales
dirigés contre différents virus, dont ’EBV (Gosselin et al., 1999). L’IL-15 peut étre sécrétée
par divers types cellulaires, tels que les monocytes/macrophages, les cellules stromales de la
moelle osseuse, les kératinocytes et les cellules dendritiques. Cette cytokine déclenche la
synthése de I’IFN-y a partir des cellules NK et des lymphocytes T CD4+, qui peuvent agir de
manicre autocrine et paracrine pour moduler le potentiel cytotoxique des cellules NK. L’IL-
15 peut contribuer de deux manieres a [’établissement d’une réponse antivirale: en
augmentant le potentiel d’élimination des cellules NK, et en stimulant la synthese et la
sécrétion de I’IFN-y (Gosselin et al., 1999).

Liinemann et ses collaborateurs ont découvert une sous-population de cellules NK,
situées au niveau des amygdales, caractérisées par les marqueurs CD56™" NKG2A*™ CD94*
CD54" CD62L" et une forte sécrétion d’IFN-y. Elles s’accumulent dans les amygdales des
porteurs de ’EBV, et sont capables de limiter efficacement la transformation des cellules par
le virus (Liinemann et al., 2013). Jud et al ont montré que la sous-population des cellules NK
CD56™™" exprimant NKG2A (récepteur de la famille des lectines) au sein des amygdales est
essentielle pour éliminer le virus in vitro (Jud et al., 2017). Le NGK2A se dimérise avec le
CD9%4 pour former un récepteur inhibiteur (Lopez-Botet et al., 1997). La libération de I’IFN-y

par ’engagement partiel de la protéine NKp44 des cellules NK CD56"

et positives pour
NKG2A contribue a I’inhibition de la transformation des lymphocytes B par ’EBV (Jud et
al., 2017).

Une étude menée par Chaigne-Delalalande et al indique que le magnésium (Mg2+) est
essentiel pour les fonctions cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T CD8+, afin
d’éliminer les cellules B infectées par ’EBV. IIs prouvent que ce processus s’établit grace a la

protéine NKG2D (Natural Killer Group 2D), et révelent ainsi une fonction importante du

magnésium dans I’immunité antivirale contre I’EBV (Chaigne-Delalande et al., 2013).
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Song et son équipe ont découvert que 1I’enzyme IDO (Indoléamine 2,3-DiOxygénase) produite
par les lymphocytes B infectés par ’EBV inhibe I’expression de NKG2D a la surface des
cellules NK, par la voie de signalisation JNK. Ces données fournissent un mécanisme
potentiel par lequel I’EBV pourrait échapper au systéme immunitaire par I’intermédiaire de la
protéine NKG2D des cellules NK (Song et al., 2011).

Une sous-population particuliere de cellules NK des amygdales a été décrite par Strowig et
ses collaborateurs. Ces cellules sont activées par les cellules dendritiques, elles sécretent
fortement I’IFN-y et ont la capacité d’inhiber la transformation des cellules B par ’EBV in
vitro. Ces données suggerent que I’activation des cellules NK par les cellules dendritiques
peut limiter I’infection primaire de ’EBV dans les amygdales jusqu’a ce que I’'immunité

adaptative établisse un controle immunitaire de ce virus oncogénique (Strowig et al., 2008).

[.2. Immunité adaptative

La reconnaissance des antigénes viraux conduit a 1’élaboration de réponses immunitaires
spécifiques qui contrdlent la prolifération des cellules infectées par I’EBV. La caractéristique
principale de I’immunité adaptative résulte en la capacité des cellules mémoires a médier des
réponses plus ciblées et plus efficaces que les réponses apportées par les acteurs de
I’immunité innée. Les immunités cellulaire et humorale jouent un rdle essentiel dans le

contrdle des phases primaires et persistantes de 1’infection virale.
L.2.A. Immunité adaptative a médiation cellulaire

L’immunité adaptative a médiation cellulaire représente une barriére robuste contre ’EBV,
comme le montrent les lymphoproliférations des déficits immunitaires associés a ’EBV
(Palendira et al., 2012; Taylor et al., 2015). Le paragraphe qui suit fait un bilan des différents

acteurs de I'immunité acquise a médiation cellulaire, comme du role des lymphocytes T

CD8+ et CD4+.
I.2.A.1. Par les lymphocytes T CD8+

1.2.A.1.a. Primo-infection chez les patients atteints par la mononucléose infectieuse

La MNI est sans doute une réaction exacerbée du systeme immunitaire. Sous cette

réserve, pouvoir suivre les patients atteints de mononucléose infectieuse depuis le moment de
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I’infection aigiie jusqu’a la convalescence est tres instructif en ce qui concerne 1’évolution de
la réponse des lymphocytes T CD8+ contre I’EBV. Le nombre inhabituellement élevé de
lymphocytes CD8+ observé lors de la phase aigiie de la maladie conduit a deux hypotheses :
soit ces cellules s’expandent de manicre non spécifique (McNally and Welsh, 2002), soit elles
proviennent d’une réponse polyclonale a un superantigéne codé¢ par le virus (Sutkowski et al.,
2001).

Les lymphocytes T CD8 sont essentiellement dirigés contre les protéines du cycle lytique
de ’EBV, ils représentent 1 a 40% de la population totale T CD8+ (Steven et al., 1997). Les
réponses aux antigenes de latence sont plus faibles, les cellules CD8 ciblent majoritairement
les protéines EBNA3A, -3B et -3C et représentent 0,1 a 1% de la population lymphocytaire T
CD&8+ totale (Steven et al., 1996).

Ces lymphocytes T CD8 sont positifs pour la perforine et possédent des fonctions
cytotoxiques ex vivo (Callan et al., 2000). Tamaru et al ont montré qu’ils possédent un
phénotype de lymphocytes T activés (CD45RO+), exprimant faiblement la protéine anti-

apoptotique Bcl-2, ce qui les sensibilise a la mort par apoptose (Tamaru et al., 1993).

L1.2.A.1.b. Primo-infection chez les patients asymptomatiques

Il existe une augmentation modérée des lymphocytes T CD8 anti-EBV chez les patients
asymptomatiques, représentant environ 15% des lymphocytes T CD8+ totaux, dont 2 a 5 %

de cellules mémoires T CD8+ spécifiques du virus (Hislop et al., 2007b).

L.2.A.1.c. Apres la primo-infection

Apres étre guéris de la mononucléose infectieuse, la fréquence des lymphocytes T CD8+
spécifiques de I’EBV diminue chez la plupart des patients. Cependant, cette population
lymphocytaire peut étre détectée trois ans aprés résolution de l’infection. Hislop et ses
collaborateurs ont étudié le phénotype des lymphocytes T CD8 chez des patients ayant une
MNI et apres guérison. Les cellules T CDS8 dirigées contre les protéines du cycle lytique
passent d’un phénotype CD45RA- CD45RO+ CCR7- (durant la MNI) a un profil
d’expression CD45RA+ CD45RO- apres résolution des signes cliniques de la maladie. Quant
aux cellules T CD8 dirigées contre les protéines de latence, elles demeurent avec un
phénotype de lymphocytes T activés CD45RA- CD45RO+, et acquiérent I’expression de
CCRY7. Ces différences phénotypiques permettent de distinguer si les réponses sont dirigées

contre les protéines du cycle lytique ou de la latence de ’EBV (Hislop et al., 2002).
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Selon Ouyang et ses collaborateurs, il existe une augmentation des réponses dirigées
contre I’EBV corrélée avec 1’age des patients. Ainsi, les personnes agées (>87 ans dans cette
étude) peuvent avoir jusqu’a 14% de lymphocytes T CD8+ anti-EBV. Ces données pourraient
expliquer I’augmentation de I’incidence des déces causés par des virus chez les personnes
agées (Ouyang et al., 2003). Il existe une corrélation entre I’expansion des cellules T CD8+ et
des niveaux élevés de cytokines a la fois pro-inflammatoires (IFN-y, TNF, IL-6) et

immunorégulatrices (IL-10, TGF-p) (Panikkar et al., 2015).
1.2.A.2. Par les lymphocytes T CD4+

1.2.A.2.a. Primo-infection chez les patients atteints par la mononucléose infectieuse

La réponse spécifique contre I’EBV par les lymphocytes CD4+ est moins étudiée que
celle des cellules T CD8 dans la littérature. Comme cité précédemment, les lymphocytes T
CD4+ du sang de cordon (lymphocytes T primaires naifs) ont une capacité intrinseque a tuer
les cellules B infectées par I’EBV. Contrairement aux lymphocytes T CD8+, le pourcentage
de cellules T CD4+ est peu augmenté durant la phase aigiie de la mononucléose infectieuse
(Amyes et al., 2003). Lors de la MNI, les lymphocytes T CD4 spécifiques du virus
représentent seulement 1% de I’ensemble des lymphocytes T CD4+ circulants.

Les lymphocytes T CD4 spécifiques de I’EBV expriment les molécules de co-
stimulation CD27 et CD28 (phénotype de lymphocytes T naifs). Les cellules T CD4+
spécifiques des antigenes du cycle lytique expriment avec une fréquence plus élevée un des
marqueur des lymphocytes T naifs, CD45RA, par comparaison aux lymphocytes T CD4
spécifiques des protéines de latence (Amyes et al., 2003).

Long et al ont étudié les réponses T CD4 spécifiques de I’EBV, et ont montré que

I’antigéne de latence EBNA2 constitue une des cibles principales des lymphocytes T CD4+
spécifiques de ’EBV chez les patients atteints de MNI (Long et al., 2013).
Une autre étude menée in vitro par Precopio et ses collaborateurs révele que les réponses par
les lymphocytes T CD4 sont principalement dirigées contre EBNA3 (Precopio et al., 2003).
La fréquence des réponses des lymphocytes T CD4+ anti-EBV est positivement corrélée avec
la charge virale de I’EBV, suggérant que les réponses de ces lymphocytes T CD4 sont
conduites par des antigenes viraux (Precopio et al., 2003).

Toutefois, plusieurs études prouvent que les porteurs sains de ’EBV possédent des

épitopes CD4+ anti-EBNAI, se composant de sous-groupes distincts de cellules mémoires.

62



Ces études révelent que les réponses de type Thl et Th2 sont impliquées pour cibler
I’antigéne EBNAT1 (Heller et al., 2007; Miinz et al., 2000; Steigerwald-Mullen et al., 2000).
Ces lymphocytes T4 peuvent reconnaitre et tuer les cellules de LCLs dont les CMH sont
compatibles, ainsi que les cellules de lymphomes de Burkitt positifs pour EBNAT (Miinz et
al., 2000; Paludan et al., 2002; Voo et al., 2002).

1.2.A.2.b. Apres la primo-infection

Apres guérison de la MNI, le pourcentage de cellules T CD4 dirigées contre ’EBV
représente environ 0,1% des lymphocytes T CD4 circulants. Cette population de lymphocytes
T CD4+ effecteurs spécifiques de ’EBV persiste durant I’infection latente ’EBV tout au long
de la vie de I’hote (Amyes et al., 2003).

La Figure 21 schématise les antigénes de latence préférentiellement ciblés par les

lymphocytes T CD4+ et CD8+.
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Figure 21 : Protéines de latence préférentiellement ciblées par les lymphocytes T CD4+

et CD8+.
Modifié d’apres (Hislop et al., 2007b)
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1.2.B. Immunité adaptative a médiation humorale

Les réponses immunitaires médiées par les anticorps sont nécessaires pour générer une
réponse immunitaire efficace contre les infections virales (Tangye and Tarlinton, 2009). La
séro-¢épidémiologie de I’infection par I’EBV et des pathologies associées a ’EBV est basée
sur un ensemble de tests immunologiques initialement développés par Henle et Klein dans les
années 1960s (Evans and Niederman, 1989). Actuellement, les tests mesurent les réponses
médiées par les anticorps dirigés contre les protéines EBNAs (phase latente), les antigénes
viraux précoces EA-D et EA-R (EAs : early antigens) exprimés par les cellules durant le
début du cycle lytique, les antigenes de la capside virale (VCAs : Viral Capside Antigens)
exprimés tardivement lors du cycle lytique, et les antigénes de membrane (MAs : membrane
antigens), présents a la surface des cellules lors du cycle lytique tardif.

Le diagnostic de la primo-infection de ’EBV, la MNI, est basé¢ sur la détection
d’anticorps dirigés contre les protéines de ’EBV. Dans un premier paragraphe, nous
étudierons la réponse immunitaire a médiation humorale lors de la primo-infection. Un
second paragraphe sera consacré aux réponses immunitaires durant I’infection persistante.

Enfin, les cas particuliers seront présentés dans une derniere partie.

1.2.B.1. Chez les patients atteints par la mononucléose infectieuse

Les réponses immunitaires exacerbées chez les patients atteints par la MNI ont permis
d’approfondir les recherches concernant les réponses primaires contre I’EBV médiées par les
anticorps (Pedneault et al., 1996). La plupart des patients atteints par la mononucléose
infectieuse ont des titrations élevées en immunoglobulines M (IgM) dirigées contre les
protéines VCA, suivie d’une hausse des IgG dirigées contre les VCAs et les EAs
(principalement EA-D). Par la suite, les IgMs dirigés contre les VCAs disparaissent durant la
convalescence ou dans les mois qui suivent la primo-infection, tandis que la titration des IgGs
anti-VCA atteint un pic, puis chute lentement durant les mois suivants pour atteindre un
niveau stable. Les IgG dirigées contre les protéines EA chutent plus rapidement et davantage
que les IgG anti-VCA, et deviennent non détectables ou demeurent a un tres faible niveau
(Henle and Henle, 1976).

Les anticorps neutralisants le virus durant la phase aigiie de la MNI ont des titrations faibles,
comme pour les IgM dirigées contre la glycoprotéine virale gp350. Les IgG dirigées contre la

gp350 apparaissent tardivement dans la maladie.
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Durant la phase aigué de la MNI, la plupart des patients posseédent une réponse IgG dirigée
contre la protéine EBNA2, alors que la réponse IgG anti-EBNA1 n’est généralement pas
détectable avant la convalescence (Henle et al., 1987).

La phase précoce de la MNI est généralement associée a des niveaux élevés en IgM,
IgG et IgA dans le sérum total (Henle and Henle, 1979). Cette activation des cellules B poly-
clonales peut étre directement dirigée par I’infection des cellules B (Garzelli et al., 1984), ou
induite par une réponse des lymphocytes T auxiliaires aberrante, comme observé dans

d’autres infections virales aigiies (Recher et al., 2004).

1.2.B.2. Lors de I’infection persistante

Les porteurs sains du virus sont constamment positifs pour les IgG anti-VCA, les
anticorps neutralisants anti-gp350 et les anticorps anti-EBNAT (Evans and Niederman, 1989;
Henle and Henle, 1979). Un nombre significatif de porteurs sains possede des réponses
immunitaires supplémentaires, par exemple des anticorps dirigés contre les EA (EA-R plus
fréquemment) ou contre une ou plusieurs des protéines EBNAs, ces réponses étant stables
dans le temps. Le profil sérologique des individus peut étre un marqueur utile pour identifier
une infection ancienne. La Figure 22 représente les différentes réponses dirigées contre
I’EBV durant les phases d’incubation, de la MNI aigue et de la convalescence, dans le cas

d’un porteur sain et dans le cas d’un individu immunodéprimé.
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Figure 22 : Réponses immunitaires médiées par les anticorps lors des différentes phases

de Pinfection par PEBV.

Ig : Immunoglobuline ; VCA : Antigene de la capside virale ; EA : Antigéne précoce ; MA : Antigene de la
membrane ; EBNA : Antigene nucléaire du virus d’Epstein-Barr ; MNI : Mononucléose infectieuse. Modifié
d’apres (Fields et al., 2007).

1.2.B.3. Cas particuliers

Une étude menée sur une cohorte de jeunes individus séronégatifs montre que la
vaccination a I’aide de gp350 recombinante n’empéche par leur infection par ’EBV, mais les
symptomes de la mononucléose infectieuse sont diminués (Sokal et al., 2007). Ces données
suggerent que bien que des anticorps spécifiques a ’EBV soient produits apres 1’infection,
ces derniers peuvent influencer la gravit¢ de la maladie plutét que de prévenir 1’infection
virale. Ces résultats peuvent constituer un challenge pour la conception de vaccins efficaces et

durables contre ’EBV (Cohen, 2015).
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La quantité¢ importante d’anticorps dirigés contre la structure du virus et les antigenes
lytiques indique la présence d’une réactivation virale sporadique des cellules en latence, ou
I’apparition de nouvelles cellules infectées au niveau de la tumeur de NPC et de son
microenvironnement. Les IgG et IgA spécifiques de I’EBV ont été retrouvées dans le sérum
de patients atteints de NPC. Ces anticorps reconnaissent diverses cibles de ’EBV, y compris
les antigenes de structure de ’EBV (par exemple les protéines antigéniques de la capside
virale VCA-p18, VCA-p40,97 (Fachiroh et al., 2010), les glycoprotéines gp350/220 (Thorley-
Lawson and Poodry, 1982), la gp78 (Gu et al., 2008)), les protéines du cycle lytique BRLF1
(BamHI Righward reading Frame 1) (Feng et al., 2000) et BZLF1 (BamHI Leftward reading
Frame 1) (Joab et al., 1991), comme cela a été démontré dans une étude effectuée sur une
population d’hommes taiwanais atteints de NPC (Chien et al., 2001). EBNAL1 et les protéines
membranaires LMPs peuvent également étre détectées (Paramita et al., 2011).

Chez certains patients atteints de NPC, il existe une réponse plus forte des anticorps
IgG1 contre EBNAI, comparé aux réponses induites contre LMP1, LMP2, et BARFI1
(BamHI-A Rightward Fragment 1). De faibles quantités d’IgA ont été retrouvées avec pour
cibles LMP1, LMP2 et BARF1. Aucune trace d’IgA n’a été mise en évidence contre EBNA1
(Paramita et al., 2011).
L’immunogénécité marginale des LMPs et de BARF aux réponses immunitaires humorales
peut étre due a leurs propriétés intrinseques. Par exemple, la sécrétion rapide et complete de
BARF1 conduit a la présence de peu de protéines a I'intérieur ou a la surface des cellules
permettant leur détection (de Turenne-Tessier et al., 2005), et il existe une expression limitée

de LMP1 a la surface des cellules.
Il/ Rupture de I’équilibre hote/virus

I1.1. Cancers solides et lymphoproliférations liés a ’EBV

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a class¢ en 1997 ’EBV comme « agent
cancérigéne » de groupe I. Ce virus peut €tre a I’origine de plusieurs types de cancers, qui
peuvent varier en fonction du statut du systétme immunitaire de I’héte. Il peut étre a I’origine
de diverses tumeurs, tels que les cancers solides (cancer de I’estomac, carcinome
nasopharyngé...), ou les cancers lymphatiques (lymphome de Burkitt, maladie de Hodgkin,
lymphome T/NK...). Un premier paragraphe portera sur les cancers solides associés a ’EBV,

et une autre partie sera dédiée aux désordres lymphoprolifératifs des lymphocytes B liés a
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P’EBV chez les individus immunocompétents, ou chez ceux présentant des déficits

immunitaires innés ou acquis.

I1.1.A. Cancers solides liés a ’EBV

L’EBV peut infecter les cellules épithéliales de 1’hote, et conduire a 1’émergence de

cancers solides, tels que les carcinomes gastriques et les carcinomes nasopharyngés.

II.1.A.1. Carcinome gastrique

En 1990, le génome de I’EBV a été détecté dans des carcinomes gastriques, par la
présence d’EBER1 (Burke et al., 1990). Les cellules issues des cancers gastriques associés a
I’EBV (EBVaGC) sont majoritairement en programme de latence I de ’EBV. Elles expriment
les BARTs, les EBERs, EBNAI. Dans 40% des cas, elles expriment également LMP2A et
sont en programme de latence Il de ’EBV (Imai et al., 1994).

Les EBVaGC représentent environ 10% des carcinomes gastriques dans le monde (Takada,
2000). Les tumeurs EBV-positives présentent des mutations fréquentes du géne PIK3CA
(impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire), une hyperméthylation de I’ADN, et
une expression augmentée de PD-L1 et PD-L2 (Cancer Genome Atlas Research Network,

2014).

I1.1.A.2. Carcinome nasopharyngé

En 1973, ’ADN de PEBV a ¢été détecté par hybridation in situ dans des cellules
tumorales issues de NPC (Wolf et al., 1973).
Les NPC sont les tumeurs les plus fréquentes du nasopharynx, et représentent 40 a 50% des
tumeurs malignes du nasopharynx chez les enfants (Deutsch et al., 1978). L’OMS a classé¢ les
NPC en trois sous-types histologiques principaux, basés sur leur degré de différenciation : le
carcinome épidermoide kératinisant (type 1), le carcinome non kératinisant (type 2), et le
carcinome indifférencié (type 3) (Shanmugaratnam and Sobin, 1993). Les tumeurs de type 2
et 3 sont principalement positives pour I’EBV (Pathmanathan et al., 1995; Wei et al., 2011).
Les cellules issues de NPC se trouvent en programme de latence II de ’EBV, et expriment les
protéines de latence virale EBNA1, LMP1 et LMP2. Ces deux protéines membranaires jouent

un role crucial dans 1’émergence du carcinome nasopharyngé (Dawson et al., 2012).
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I1.1.B. Lymphoproliférations liées a ’EBV

I1.1.B.1. Chez les hotes immunocompétents

Lorsque les individus sont immunocompétents, un équilibre entre 1’hote et le virus
s’établit, le systtme immunitaire de 1’hote étant capable de contrdler la prolifération des
cellules infectées par le virus. En cas de déficit immunitaire de I’hdte, cet équilibre se rompt
et il peut y avoir émergence de lymphomes. Les lymphomes B liés a ’EBV pouvant émerger

chez les hotes immunocompétents sont présentés dans le Tableau 3.

Type de lymphome Fréquence de ’EBV Programme de latence
Lymphome de Burkitt (endémique) 100% I
Lymphome de Burkitt (sporadique) 20-30% I

Lymphome de Hodgkin (LH) 40% II
DLBCL associé a u.ne inflammation ~70% I
chronique
DLBCL EBV-posntlf’ chez les 100% I
personnes agées
Granulomatose lymphomatoide 100% II

Tableau 3 : Lymphomes B associés a ’EBYV chez les sujets immunocompétents.
Modifi¢ d’aprés (Roschewski, 2012, revue).

I1.1.B.1.a. Le lymphome de Burkitt

Le lymphome de Burkitt (LB) est un lymphome tres agressif associé a la surexpression
de MYC suite a la translocation entre le chromosome 8 et l'un des geénes de
I’immunoglobuline sur les chromosomes 14 (plus fréquemment), 2 ou 22. Il s’agit du
lymphome le plus fréquent chez I’enfant parmi les lymphomes non-Hodgkiniens (Miles et al.,
2012, revue). Les lymphomes de Burkitt peuvent étre divisés en trois variants cliniques : les
BL endémiques, sporatiques, et associés au déficit immunitaire. Ils comprennent des
différences importantes au niveau de 1’épidémiologie, de la manifestation clinique et de la
biologie. Le BL endémique est surtout retrouvé dans les pays en voie de développement, tels
que I’Afrique équatoriale et la Papouasie-Nouvelle-Guinée. L’EBV est détect¢ dans les
cellules néoplasiques chez quasiment 100% des patients atteints de ce type de lymphome. A
contrario, le génome de I’EBV n’est retrouvé que dans 20 a 30% des formes sporadiques du

BL (Thorley-Lawson and Gross, 2004). Le génome du virus est détecté dans 40% a 70% des
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cellules issues de patients présentant des déficits immunitaires. Les lymphomes de Burkitt
possedent un phénotype de latence de type I, caractérisé en particulier par I’expression de la
protéine nucléaire EBNAT (Saha and Robertson, 2011).

La charge virale de ’EBV est augmentée lorsque les patients sont infectés par le
paludisme. Cette augmentation est probablement liée a la réactivation virale due aux
antigenes du paludisme. L’immunophénotype d’une cellule de LB est comparable a celui
d’une cellule centrale germinale (BCL6*, CD10%). Une infection persistante du paludisme
favorise D’hyperactivation de ces centres germinatifs, augmentant ainsi le risque
d’hypermutation somatique et de translocation de MYC (Chene et al., 2009). L'augmentation
de la charge virale de ’EBV et l'activation concomitante des cellules B polyclonales associées
a une survie accrue des cellules B peuvent augmenter le risque de développement de LB
endémique chez les enfants vivant dans des zones a risque du paludisme (Chene et al., 2009).

Les progres récents dans 1’étude du profil transcriptionnel des LB ont amélioré la
compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents de I’apparition de ce lymphome, et
ont permis de mieux caractériser son paysage mutationnel. Schmitt et ses collaborateurs ont
montré que le facteur de transcription TCF-3 est central dans la pathogenese du lymphome de
Burkitt. Le TCF-3 est activé de maniere constitutive de différentes manieres : (i) par des
mutations somatiques qui inactivent son régulateur négatif ID3 et (ii) par des mutations
somatiques dans TCF-3 qui bloquent la capacité de ID3 a se lier a son facteur de transcription
(Schmitz et al., 2014, revue).

Les thérapies actuelles n’utilisent pas systématiquement de traitement spécifique de
I’EBV. Des chimiothérapies intenses et courtes ont été couplées a I’anticorps monoclonal
CD20 Rituximab. Cette combinaison permet la rémission chez plus de 85% des patients, mais
s’effectue au prix d’une toxicité myélosuppressive €élevée (Thomas et al., 2006). La plupart
des patients atteints d’un lymphome de Burkitt guérissent grace a ce traitement intensif.
Cependant, le pronostic vital reste médiocre chez les personnes 4gées et dans les cas de

rechutes (Casulo and Friedberg, 2015).
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I1.1.B.1.b. Le lymphome B Diffus a Grandes Cellules

Le Lymphome B Diffus a Grandes Cellules (DLBCL) est le lymphome B le plus
fréquemment retrouvé. Il existe deux types de DLBCL, qui se distinguent selon leur origine :
les GC-DLBCLs (Germinal Center), provenant du centre germinatif et les ABC-DLBCLs
(Activated B-Cell).

L’infection par ’EBV est associée aux DLBCLs seulement dans 10% des cas chez les
hotes immunocompétents. Cependant, il existe des formes cliniques de DLBCL plus
fréquemment associées a I’EBV : les DLBCLs associés a des inflammations chroniques
(=70% des cas), et les DLBCLs EBV-positifs chez les personnes dgées (100% des sujets). Ces
deux types de lymphomes sont en programme de latence II de ’EBV (Roschewski, 2012,
revue).

Selon Park et ses collaborateurs, 1’association de ’EBV aux DLBCLs est corrélée a un plus
mauvais pronostic de survie des patients, avec une réponse médiocre au traitement et une

diminution de la survie globale (Park et al., 2007).

Les DLBCLs associés a une inflammation chronique sont classiquement corrélés au
lymphome associé au pyothorax (PAL, Pyothorax-Associated Lymphoma). Ce dernier a été
découvert pour la premiere fois en 1987, chez des patients traités pour la tuberculose avec
induction d’un pneumothorax artificiel. 70% des cellules issues des patients étaient positives

pour I’EBV (Aozasa, 2006; Fukayama et al., 1993).

Les DLBCLs EBV-positifs chez les personnes agées sont des lymphomes agressifs
survenant chez des patients ne présentant pas d’immunodéficience évidente et généralement
agés de plus de 50 ans (Castillo et al., 2016, revue). La plupart des patients présentent une
atteinte extranodale. L’oncoprotéine LMP1 est détectée dans la majorité des cas, alors que
EBNAZ2 est retrouvée dans seulement 25 a 35% des cas. La surexpression systématique de
LMP1 pourrait en partie expliquer 1’agressivité de ces lymphomes (Oyama et al., 2003). Les
personnes agées atteintes de DLBCL li¢ a ’EBV supportent difficilement des chimiothérapies
agressives (Park et al., 2007).
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II.1.B.1.c. Le lymphome de Hodgkin

Les personnes ayant fait une MNI ont plus de risques de développer un lymphome de
Hodgkin que les sujets porteurs de 'EBV ne ’ayant pas eue (Hjalgrim et al., 2007). De
méme, une titration virale élevée est corrélée a un risque accru de développer un lymphome
de Hodgkin au cours de sa vie (Mueller et al., 2012). Comme précédemment décrit, les
principales cellules malignes du LH sont les cellules de Reed-Sternberg (R-S). Ces cellules
sont dans 40 a 60% des cas EBV-positives et possedent un phénotype de latence II (Weiss et
al.,, 1989). Le pouvoir pathogene des cellules de R-S peut étre expliqué par 1’activation
constitutive des voies canonique et non canonique de NF-kB. LMP1 est un des acteurs
activant la voie NF-xB, en mimant CD40 (Kiippers, 2009). La détection du génome de I’EBV
présent dans les cellules de R-S, détectable dans le sang périphérique des patients atteints de
LH est corrélée avec des facteurs pronostiques tels que le stade avancé de la maladie, I’age
avancé, le score pronostic international (ISS : Injury Severity Score), et une augmentation de
la fréquence des macrophages CD68+. Un score ISS élevé peut constituer un biomarqueur du

lymphome Hodgkinien (Hohaus et al., 2011; Steidl et al., 2010).

I1.1.B.1.d. La granulomatose lymphomatoide

La granulomatose lymphomatoide (GL) est une maladie lymphoproliférative rare, qui
se traduit par la présence de cellules B clonales atypiques EBV-positives et survient dans un
contexte inflammatoire. Les patients ne présentent généralement pas d’immunodéficience
manifeste avant le diagnostic. La transformation des lymphocytes B par ’EBV et la
surexpression des chemokines telles que CXCL10 (C-X-C motif Ligand chemokine 10)/ IP-
10 (Interferon gamma induced Protein 10)) et CXCL9 (C-X-C motif Ligand chemokine 9)/
MIG (Monokine Induced by gamma interferon) constituent des caractéristiques pathologiques
majeures de ce lymphome (Jaffe and Wilson, 1997). L’atteinte pulmonaire survient dans 90%

des cas, suivie par une atteinte des reins, de la peau et du cerveau (Ankita and Shashi, 2016).

La GL peut étre divisée en trois grades, en fonction de la proportion de grandes
cellules B EBV-positives et du phénomene de nécrose. Les cas de grades inférieurs (grades I
et IT) font I’objet de stratégies de traitement et de pronostic différents des 1ésions de grade III,
qui possedent des similitudes avec les lymphomes agressifs (Tagliavini et al., 2013). Les

patients présentant des lésions de bas grade peuvent avoir des rémissions spontanées
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occasionnelles sans traitement, alors que les sujets atteints de GL de haut grade connaissent
généralement une évolution agressive de la maladie. La cause la plus fréquente de déces est
I’atteinte pulmonaire progressive (Jaffe and Wilson, 1997).

Tous les patients atteints d’un lymphome de grade III au moment du diagnostic regoivent une
chimiothérapie de type EPOCH (Etoposide, prednisone, vincristine, cyclophosphamide et
doxorubicine) (Tagliavini et al., 2013).

I1.1.B.2. Chez les hotes présentant des déficits immunitaires

I1.1.B.2.a. Déficits Primaires

Les maladies liées a I'immunodéficience primaire, ou d’origine génétique, constituent
un groupe hétérogene de troubles immunologiques héréditaires qui augmentent la
susceptibilité aux infections et aux cancers (Shabani et al., 2016, revue). Parmi les agents
pathogenes impliqués, I’EBV demeure une menace majeure en raison de sa forte prévalence
d’infection chez la population adulte et de I’importance du contr6le immunitaire dans la
répression des syndromes lymphoprolifératifs. Les immunodéficiences primaires peuvent étre
de différents mécanismes et affecter plusieurs types cellulaires. Le paragraphe suivant tache
de faire 1’état de ces déficiences et des voies de signalisation affectées, aboutissant a une

diminution de I’immunité anti-EBV.

I1.1.B.2.a.1. Défauts héréditaires de cytotoxicité des lymphocytes T CD8* et des cellules NK

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et les cellules NK sont essentiels pour
I’¢limination des cellules B infectées par ’EBV. Ces cellules exercent leurs fonctions
cytotoxiques par différentes voies, la voie perforine-dépendante étant majoritaire (Parvaneh et
al., 2013, revue). La voie dépendante de la perforine implique la sécrétion de granules
cytotoxiques contenant de la perforine et des granzymes. La perforine dirige les granzymes
dans la cellule-cible, déclenchant la mort de celle-ci (de Saint Basile et al., 2010). Les défauts
de la fonction cytotoxique des lymphocytes T CD8+ et des cellules NK médiés par la voie
perforine-dépendante conduisent a une réponse immunitaire incontrolée et inefficace,
entrainant une lymphohistiocytose hémophagocytaire (LHH) (Ménasché et al., 2005). Lykens
et al ont montré que la cytotoxicité des cellules T et NK dépendante de la perforine régule
I’activation des lymphocytes T en modulant la présentation des antigenes (Lykens et al.,

2011). La LHH est souvent déclenchée par une infection virale, principalement par les
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herpesvirus. L’EBV est la cause la plus fréquente de ce syndrome (Maakaroun et al., 2010).
Bien que ’EBV ait un tropisme particulier pour les lymphocytes B, I’invasion du virus au
sein des lymphocytes T CD8+ joue un rdle important dans la pathogenese de la LHH
(Kasahara and Yachie, 2002, revue). Une cytotoxicité anormale des lymphocytes T CD8+ et
des cellules NK empéche 1’¢limination efficace des cellules infectées par ’EBV, conduisant a
une stimulation antigénique continue des cellules T cytotoxiques et des cellules NK
(Schneider et al., 2002). La survie globale des patients atteints d’une LHH liée a une
immunodéficience primaire non traitée est médiocre. Les traitements pour cette pathologie
sont la chimiothérapie ou des traitements immunosuppressifs, visant a contrdler 1’état
inflammatoire chez les patients. Le traitement définitif consiste en la transplantation de
cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Ouachée-Chardin et al., 2006; Marsh et al., 2011;
Nikiforow, 2015).

Les défauts génétiques des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ et des
cellules NK peuvent étre divisés en deux groupes: les LHH familiales (LHF) et les

syndromes de LHH associés a I’albinisme (Tableau 4).

Maladie Mode‘: d? Géne . ActiYation . .
génétique tra’ns’nflss.lon impliqué Protéine LHH chroniquede Lymphome Albinisme
héréditaire PEBV
LHF2 AR PRF1 Perforine + +/- + -
UNCI3
LHF3 AR D UNC13D + - - -
LHF4 AR STx7]  Syntaxin- - - -
11
Syntaxin-
LHFS5 AR STXBP2 binding + + + -
protein 2
Syndrome Lysosomal-
de Chediak- AR LYST  trafficking - - +
Higashi regulator
Syndrome Ras-related
de Griscelli AR RAB27A protein + - - +
de type 2 Rab-27A
Syndrome AP-3
d’Hermans AR AP3BI complex 4/ ; ; +
ky-Pudlak subunit
de type 2 beta-1

Tableau 4 : Troubles génétiques de la cytotoxicité des lymphocytes T CD8+ et des
cellules NK associés a la lymphohistiocytose hématophagocytaire.
AR : Autosomal Récessif ; EBV : Epstein-Barr Virus; LHF: Lymphohistiocytose Hématophagocytaire

Familiale ; LHH : Lymphohistiocytose Hématophagocytaire ; + : présent ; +/- : peu fréquent ; -

Modifié d’aprés (Parvaneh et al., 2013).

: non reporté.
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Les mutations dans les genes PRFI, UNCI3D (Muncl3-4), STXI1 et STXBP2
(Muncl8-2) sont a I’origine des LHF2, 3, 4 et 5, respectivement (Stepp et al., 1999; Feldmann
et al., 2003; zur Stadt et al., 2005, 2009; Céte et al., 2009). Chaudhry et al ont montré que des
mutations dans le gene de la perforine PRFI peut contribuer a une prédisposition héréditaire
au cancer (Chaudhry et al., 2016). Ferrari et ses collaborateurs ont découvert que les
mutations dans les genes UNC13D , STX11 et STXBP2 sont suffisantes pour provoquer des
défauts de sécrétion plaquettaire, entrainant une augmentation des saignements (Fager Ferrari
et al., 2017).

Trois autres prédispositions génétiques peuvent conduire a I’apparition de LHH. Ces troubles
génétiques sont liés a une dépigmentation de la peau et/ou une dysfonction des plaquettes et
résultent d’un trafic anormal de granules dans différents types cellulaires.

Le syndrome de Chediak-Higashi est causé par des mutations dans le géne LYST (Barbosa et
al., 1996). En plus de la LHH, cette pathologie est caractérisée par des degrés variables
d’albinisme, des prédispositions aux saignements, des infections bactériennes récurrentes et
un dysfonctionnement neurologique progressif (Introne et al., 1999).

Le syndrome de Griscelli de type 2 est caractérisé par une dépigmentation et 1’apparition de
LHH (Griscelli et al., 1978). Cette maladie est causée par une mutation dans le géne RAB27A,
codant pour une petite GTPase impliquée dans les phases terminales de I’exocytose des
granules cytotoxiques et des mélanosomes (Ménasché et al., 2000; Mamishi et al., 2008;
Ohbayashi et al., 2010; Krzewski and Cullinane, 2013).

Le syndrome d’Hermansky-Pudlak de type 2 est défini par un albinisme partiel, une tendance
aux saignements, une susceptibilité accrue aux infections suite a une neutropénie congénitale
sévere (taux de polynucléaires bas) et une activité cytotoxique altérée (Badolato and Parolini,
2007, revue; de Boer et al., 2017). Ce syndrome est la résultatnte de mutations dans le géne
AP3BI1, codant pour la chaine B du complexe de la protéine adaptatrice 3 (AP3), entrainant la
dissociation du complexe protéique (Dell’Angelica et al., 1997). Les patients atteints par ce
syndrome développent rarement une LHH (Jessen et al., 2013). Ces défauts génétiques
empéchent la maturation d’une réponse immunitaire efficace visant a contrdler I’infection
aigué¢ de ’EBV, en augmentant la réponse inflammatoire causée par la LHH. L’activation
chronique de I’EBV (Katano et al., 2004; Rudd et al., 2006; Pagel et al., 2012; Worth et al.,
2016, revue) et le développement de tumeurs lymphoides malignes (Clementi et al., 2005;

Cannella et al.,, 2007; El Abed et al., 2011) ont été reportés pour certains cas de
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lymphohistiocytose hématophagocytaire familiale. Grace a un modele murin, Imadome et ses
collaborateurs ont montré que les cellules T CD4+ jouent un role essentiel dans le contrdle de
la prolifération des cellules T CD8+ et NK infectées par ’EBV lors de la LHH associée au
virus (Imadome et al., 2011). Ces résultats pourraient expliquer pourquoi les patients atteints
de LHH ne développent pas systématiquement de lymphoproliférations liées a ’EBV, la
prolifération des cellules infectées étant sous le contrdle des cellules T CD4+ dirigées contre

le virus.

I1.1.B.2.a.2. Défauts héréditaires de la signalisation des lymphocytes T et de I’interaction entre

cellules B et T

Ce groupe comprend des pathologies résultant d’un défaut des cellules T dont la
fonction cytotoxique est préservée mais qui présentent des aberrations génétiques dans leur
signalisation intracellulaire et/ou dans 1’interaction des cellules B/T. Les patients porteurs de
ces déficits présentent des complications suite a ’infection par 'EBV : LHH, activation

chronique de ’EBV ou lymphomes associés a I’EBV (Tableau 5).
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Nombre

Mode de N L Activation
Type de . . Gene . . de
Priel transmission . . Protéine H chronique Lymphome
déficience e del s impliqué y cellules
héréditaire H dePEBV .
iNKT
PP SH2 domain-
Déf;
cticience XL SH2DIA containing + - + O
en SAP .
protein 1A
P E3 ubiquitin-
Déficienc q
© 1;?1 APe XL XIAP  protein ligase  + . . N/
en XIAP
PP Tyrosine-
Déficience Y
nlIlTK AR ITK protein Kinase ~ + + + O
¢ ITK/TSK
Déficience
AR CD27 N/
en CD27 D27 * * *
Déficience Magnesium
en XL MAGTI transporter - + + N
MAGT1 protein 1
e s Serine/threoni
Déficience AR STKA ne-protein ) N N 9
en STK4 )
kinase 4
Déficience
E . AR COROIA  Coronine-1A - + + O
Coronine
-1A
CAEBV ? ? + + + ?

Tableau 5 : Principales déficiences en lymphocytes T entrainant des pathologies
associées a ’EBV.

AR : Autosomal Récessif ; CAEBV : infection chronique active de ’EBV; EBV : Epstein-Barr Virus ; iNKT :
NK/T invariant; ITK : interleukin-2 inducible T cell kinase ; LHH : Lymphohistiocytose Hématophagocytaire ;
MAGT1 : transporteur de magnesium 1 ; SAP : SLAM (signalling lymphocyte activation molecule) associated
protein ; STK4 : serine/threonine protein kinase 4 ; XIAP : Protéine inhibitrice de 1’apoptose liée au chromosome X;
+: présent ; +/-: peu fréquent ; -: non reporté; ? : non étudié ou non défini ; N : normal. Modifi¢ d’aprés
(Parvaneh et al., 2013).

4— Déficience en SAP

Le syndrome lymphoprolifératif li¢ a I’X (XLP), ou syndrome de Purtilo, représente
une des immunodéficiences primaires la plus représentée, conduisant a une susceptibilité
particuliere a I’infection par ’EBV (Purtilo et al., 1975). Cette pathologie est causée par une
mutation dans le gene SH2DIA, codant pour la protéine Signalling Lymphocyte Activation
Molecule (SLAM)-Associated Protein (SAP) (Coffey et al., 1998; Nichols et al., 1998; Sayos
et al., 1998). La famille des SLAM (SLAMF) est composée de neuf protéines

transmembranaires (SLAMF1-9), exprimées a la surface de la plupart des cellules
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hématopoiétiques. La majorité des récepteurs SLAMF constituent des auto-ligands (Detre et
al., 2010, revue). Les récepteurs SLAMF sont des molécules costimulatrices a la surface des
lymphocytes T CD4+ et CD8+ et des cellules NK. Ils régulent le développement et la
fonction des lymphocytes T et modulent l'activité lytique, la production de cytokines et
l'inhibition cellules NK indépendamment du complexe majeur d’histocompatibilité (Detre et
al., 2010, revue). La protéine SAP est une molécule adaptatrice exprimée par les cellules du
systeme immunitaire. Elle est composée quasi exclusivement d’un domaine Src homology 2
(SH2). Grace a son domaine SH2, SAP s’associe avec des tyrosines au niveau du domaine
cytoplasmique des récepteurs de la famille des SLAM des cellules immunitaire et est
nécessaire pour la fonction de ces récepteurs. Selon Latour et al, cette propriété résulte de la
capacité de SAP a recruter spécifiquement et a activer FynT, une tyrosine kinase
cytoplasmique associée a Src (Latour et al., 2003). Les auteurs démontrent que SAP se lie au
domaine SH3 de FynT via une autre région du domaine SH2 de SAP. Cette interaction est
essentielle pour la signalisation des cellules T dépendante de SAP et pour la capacité de SAP
a moduler la fonction des cellules immunitaires (Latour et al., 2003). Ces travaux ont été
confirmés par 1’équipe de Chan (Chan et al., 2003).

La protéine SAP peut également moduler la signalisation de SLAM par blocage
compétitif de la liaison a d’autres protéines interagissant avec le récepteur SLAM (Sayos et
al., 1998; Lewis et al., 2001). Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques déficients en SAP ne
sont pas capables de détruire les cellules B cibles dont celles infectées par I’EBV, alors qu’ils
sont en mesure d’éliminer d’autres cellules présentatrices d’antigénes (Hislop et al., 2010,
2010; Palendira et al., 2011). Selon Menard et al, les patients atteints de XLP présentent un
défaut dans la tolérance aux cellules B périphériques, normalement controlée par les
lymphocytes T régulateurs (Tregs). Les auteurs ont montré que les Tregs issus des patients
XLP sont fonctionnels, mais que les lymphocytes T déficients en SAP sont résistants a
I’immunosuppression médiée par les Tregs. Ces résultats suggerent que la voie de
signalisation SLAM/SAP joue un role essentiel dans la tolérance immunitaire B (Menard et
al., 2014).

Les patients présentant des déficiences en SAP sont atteints de mononucléose
infectieuse ou de LHH fulminantes. Ils sont caractérisés par une hypogammaglobulinémie
(baisse des gammaglobulines, impliquées dans la régulation du systtme immunitaire), et le
développement de syndromes lymphoprolifératifs (Booth et al., 2011; Pachlopnik Schmid et

al., 2011). Les patients peuvent développer les symptomes de la pathologie en 1’absence
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d’infection par le virus. Lorsque le tableau complet des symptomes cliniques est établi, les

patients atteints de XLP ont un pronostic de survie tres faible (Booth et al., 2011).

*— Déficience en XIAP

Le gene X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) code pour la protéine
inhibitrice de I’apoptose liée au chromosome X (XIAP), autrement appelée inhibitor of
apoptosis protein 3 (IAP3) ou baculoviral IAP repeat-containing protein 4 (BIRC4). 1l s’agit
d’une molécule anti-apoptotique appartenant a I’IAP étant composée de trois domaines de
baculovirus IAP repeat (BIR) et d’un nouveau geéne intéressant (RING : Really Interesting
New Gene) en C-terminal, avec une activité E3 ubiquitine ligase (Latour, 2007). Ce geéne est
exprimé de maniere ubiquitaire et inhibe 1’apoptose via son interaction directe avec les
caspases, par I’intermédiaire de son domaine BIR (Hinds et al., 1999). XIAP est également
impliqué dans I’activation de plusieurs voies de signalisation, telles que Notch, la voie JNK et
NF-«B, les principales voies de signalisation détournées par I’EBV (Vaux and Silke, 2005;
Galban and Duckett, 2010). Les patients présentant un déficit en XIAP étaient initialement
caractérisés par un phénotype XLP (Rigaud et al., 2006). Par la suite, ces résultats ont été
controversés. L’équipe de Marsh et a/ a notamment montré que les patients atteints d’un
déficit en XIAP présentent des homologies phénotypiques avec les patients atteints de
lymphohistiocytose hématophagocytaire familiale (Marsh et al., 2010). Ces résultats ont été
discutés trois années plus tard, décrivant une hétérogénéité des patients atteints par cette
mutation, comprenant des phénotypes de la maladie de Crohn (Speckmann et al., 2013).
Aguilar et Latour ont établi un consensus en 2015 a propos de cette maladie, pouvant étre
caractérisée par une susceptibilité élevée a la LHH, souvent en réponse a une infection par
I’EBV, une splénomégalie récurrente, et une maladie inflammatoire de D’intestin (MII)
présentant les caractéristiques de la maladie de Crohn (Aguilar and Latour, 2015). Marsh et al
ont montré que la transplantation de cellules souches hématopoiétiques allogéniques dans le
cadre d’une déficience en XIAP conduit a une survie globale médiocre des patients (Marsh et

al., 2013).
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*— Déficience en ITK

Le gene interleukin-2-inducible T-cell kinase (ITK) code pour une tyrosine kinase non
réceptrice exprimée par les lymphocytes T, décrite a I’origine comme une molécule
importante dans la voie de signalisation du TCR (Gomez-Rodriguez et al., 2009; Grasis et al.,
2010). Dans les lymphocytes T, ITK module la signalisation du complexe TCR et affecte la
signalisation d’activation par la nécessit¢ d’une induction de TCR normal par et une
mobilisation consécutive de calcium (Readinger et al., 2009). ITK fournit des signaux
essentiels a la maturation terminale, a la survie et a la production de cytokines des cellules
iNKT (Felices and Berg, 2008).

Les patients déficients en ITK présentent une lymphoprolifération massive de cellules B
EBV-positives, pouvant progresser en lymphome hodgkinien malin dans certains cas (Huck et
al., 2009; Stepensky et al.,, 2011; Linka et al., 2012; Mansouri et al., 2012). Les
caractéristiques immunologiques communes aux patients présentant un déficit en ITK sont
une hypogammaglobulinémie progressive et une diminution progressive des cellules T CD4+,
associées a une diminution du nombre de cellules iNKT. Serwas et al ont montré qu’une
déficience en ITK pourrait €tre une cause génétique de la lymphopénie des cellules T CD4+

idiopathique (nombre de LT CD4+ inférieur a 300/uL) (Serwas et al., 2014).

*— Déficience en CD27

L’expression du gene CD27 est utilisée comme un marqueur des cellules B mémoires.
Les patients atteints d’une déficience en CD27 présentent une immunodéficience des
lymphocytes B (Wehr et al., 2008). CD27 est également exprimé a la surface d’un sous-
ensemble de lymphocytes T matures (Hintzen et al., 1993). Apres s’étre li¢ a son ligand
naturel CD70, CD27 régule la différenciation et 1’activation dans des sous-groupes de cellules
B, T et NK (Borst et al., 2005; Nolte et al., 2009). La signalisation du CD27 est importante
pour générer la mémoire des lymphocytes T cytotoxique spécifique de ’EBV et pour induire
la cytotoxicité des cellules NK (Yang et al., 1996; Yamada et al., 2002; van Gisbergen et al.,
2011). Van Montfrans et ses collaborateurs ont montré que la déficience en CD27 chez les
patients peut expliquer certains cas de chronicit¢ d’activation de I’EBV, associée a une
hypogammaglobulinémie et la génération de lymphocytes T déficients (van Montfrans et al.,

2012). Ces résultats ont été confirmés par Salzer et suggerent qu’une déficience en CD27
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prédispose les patients a une immunodéficience combinée B/T, associée a une
lymphohistiocytose hématophagocytaire, a une lymphoprolifération, et a I’émergence de
lymphomes associés a ’EBV (Salzer et al., 2013). Selon Alkhairy et al, la déficience en
CD27 devrait étre recherchée dans toutes les lymphoproliférations graves liées a ’EBV. Pour
cela, les auteurs ont mis au point un test rapide et fiable en cytométrie en flux pour vérifier si

les patients ont une déficience en ce gene (Alkhairy et al., 2015).

*— Déficience en MAGT1

Un afflux rapide de magnesium (Mg?*) est induit par la stimulation du TCR dans les
cellules T normales (Li et al., 2011). Une déficience en MAGTI dans les cellules T abroge
lafflux de Mg?*. Cette déficience conduit 2 une réponse altérée de 1’engagement du TCR,
comprenant une activation défectueuse de la phospholipase Cyl et un afflux de Ca?*
spécifiquement dans les lymphocytes T (Li et al., 2011). Malgré que les cellules B expriment
MAGTI, la stimulation du BCR n’induit pas un flux de Mg2+ (Ravell et al., 2014, revue). La
déficience en MAGTI conduit a I’émergence de la pathologie nommée «XMEN » pour « X-
linked immunodeficiency with magnesium defect, EBV infection, and neoplasia » (Li et al.,
2014). Cette maladie est caractérisée par une activation chronique de I’EBV associée a un
nombre élevé de cellules B infectées par le virus, et une susceptibilité accrue a développer des
lymphomes associés a ’EBV (Li et al., 2014). Les patients atteints de la maladie XMEN ont
une activation altérée des lymphocytes T, une diminution de D’activité cytotoxique des
lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK, due a I’expression réduite du récepteur des

cellules NK, NGK2D (Ravell et al., 2014, revue).

*— Déficience en STK4

La sérine-thréonine kinase (S7TK4), autrement appelé MSTI, a été initialement
identifiée comme une kinase exprimée de maniere ubiquitaire, possédant une homologie
structurale avec la levure Ste20 (Creasy and Chernoff, 1995). STK4 est nécessaire pour
I’activation de la protéine forkhead box protein O1 (FOXO1) et FOXO3, des facteurs de
transcription essentiels a ’homéostasie des lymphocytes T et a 1’induction d’une réponse
efficace des lymphoctes T cytotoxiques lors des infections virales chroniques, dont I’EBV

(Kerdiles et al., 2009; Ouyang et al., 2009; Abdollahpour et al., 2012; Sullivan et al., 2012).
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Plusieurs auteurs ont identifié que le gene STK4/MSTI joue un role essentiel dans la
régulation et la fonction des lymphocytes T (Abdollahpour et al., 2012; Crequer et al., 2012;
Nehme et al., 2012). Les patients étant mutés pour le gene STK4 présentent une susceptibilité
aux infections par divers microorganismes, peuvent développer des lymphoproliférations, une
auto-immunité, un état inflammatoire ou/et allergique. Des tumeurs malignes peuvent

également émerger (Halacli et al., 2015).

*— Déficience en COROIA

La coronine-1A est exprimée dans toutes les cellules hématopoiétiques. Elle joue un
role clé dans la signalisation du TCR et dans I’homéostasie des lymphocytes T (Mugnier et
al., 2008; Mueller et al., 2011; Siegmund et al., 2016). Des mutations dans le g¢ne COROIA
ont été reportées chez un patient présentant une immunodéficience combinée T/B caractérisée
par une lymphopénie T et une prédisposition particuliere aux infections bactériennes et virales
(Shiow et al., 2008). Moshous et al ont étudié trois cas provenant d’une famille consanguine,
présentant une lymphopénie sévere en rapport avec un déficit des lymphocytes T naifs
(Moshous et al., 2013). Les auteurs ont découvert que les patients présentaient une diminution
de la diversité du répertoire T, une quasi-absence des cellules iNKT, et un nombre fortement
diminué de cellules T associés aux muqueuses. Ces résultats suggerent que des mutations
dans le gene COROIA induisent une susceptibilité accrue des patients a développer des
lymphoproliférations liées a ’EBV (Moshous et al., 2013). A ce jour, sept patients présentant
des mutations dans le gene COROIA ont été reportés. Punwani et ses collaborateurs en ont

fait une description précise (Punwani et al., 2015).
La Figure 23 représente la dérégulation des genes impliqués dans la voie de signalisation du

récepteur des lymphocytes T (TCR) ainsi que les facteurs de co-stimulation qui y sont

associés, conduisant a une susceptibilité¢ a ’EBV.
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Figure 23 : Mutation des genes impliqués dans la voie de signalisation du TCR

conduisant a une susceptibilité a PEBV.

Voies de signalisation impliquées dans la survie, la prolifération, la différenciation, I'noméostasie et la migration
des cellules T. Les génes mutants chez les patients présentant une sensibilité a 'EBV sont indiqués en bleu.
BCL10 : B-cell lymphoma/leukaemia 10; CARMA : CARD-containing MAGUK protein; DAG : diacylglycerol;
ER : endoplasmic reticulum; FADD: Fas-associated protein with death domain; IKK : IkB kinase; IP3 : inositol
trisphosphate; IP3R : inositol trisphosphate receptor; LCK: lymphocyte-specific protein tyrosine kinase; MALT :
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein; MAPK : mitogen-activated protein kinase;
NCK : non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein; NFAT : nuclear factor of activated T cells; NIK :
nuclear factor (NF)-jB-inducing kinase; PIP2 : phosphatidyl inositol bisphosphate; RASGRP : RAS guanyl
nucleotide—releasing protein; RHOH : Ras homolog gene family member H; RIP2 : receptor-interacting serine/
threonine-protein kinase 2; SAP : SLAM (signalling lymphocyte activation molecule)-associated protein ; XIAP :
X-linked inhibitor of apoptosis protein; ITK : interleukin-2 inducible T cell kinase; MAGT1 : magnesium
transporter 1; STK4 : serine/threonine protein kinase 4; SLP-76 : SH2 domain—containing leucocyte protein of
76 kDa; STIMI : stromal interaction molecule 1; TAB 1: TAKI-binding protein; TRAF : TNF receptor
associated factor; WASP : Wiskott-Aldrich syndrome protein; WIP : WASP-interacting protein; ZAP70 : z-
chain associated protein kinase of 70 kDa. D’apres (Parvaneh et al., 2013).

‘*— L’infection chronique active de ’EBV

L’infection chronique active de ’EBV (CAEBYV : Chronic Active EBV disease) est
une pathologie mortelle principalement recensée au Japon. Les patients présentent des
niveaux ¢levés d’ADN de I’EBV dans le sang, de la fievre, une splénomégalie, une

lymphadénopathie (inflammation des ganglions lymphatiques), un dysfonctionnement
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hépatique et une pancytonémie (réduction du nombre de globules rouges, blancs et du nombre
de plaquettes) (Kimura et al., 2001). La maladie active chronique de ’EBV peut étre de
plusieurs origines cellulaires et est classifiée en CAEBV de type B, T ou cellules NK. Les
patients atteints de CAEBV des lymphocytes T ont une survie globale plus courte que ceux
atteints d’une maladie de type NK (Kimura et al., 2001; Cohen et al., 2009). Environ un tiers
des patients développent une LHH associée a I’EBV, et ils présentent une
dysmmagaglobulinémie (Kimura et al., 2003; Sugaya et al., 2004; Cohen et al., 2011). La
plupart des patients ont un pronostic de survie médiocre. Les traitements antiviraux sont dans
la plupart des cas inefficaces. Quant aux traitements chimiothérapiques et immunosuppressifs,
ils ne permettent pas de guérir la maladie. La transplantation de cellules souches
hématopoiétiques demeure la meilleure solution thérapeutique, et devrait étre effectuée des
I’apparition de la pathologie (Sato et al., 2008; Cohen et al., 2011; Kawa et al., 2011;
Shannon-Lowe et al., 2017). A ce jour, la cause génétique de I’infection chronique active de

I’EBV n’a pas été identifiée.

D’autres cas de déficits immunitaires primaires provoquant une susceptibilité de développer
des maladies associées a I’EBV ont été reportés. Shabani et ses collaborateurs ont établi un

consensus sur la caractérisation de I’ensemble de ces patients en 2016 (Shabani et al., 2016).

En synthese, les déficiences immunitaires primaires conduisent a une diminution du
contrdle des cellules infectées par I’EBV par les acteurs du systtme immunitaire. Les
mutations survenant dans certains genes identifiés conduisent a une susceptibilité des patients
a développer des pathologies dont le pronostic vital est médiocre. La transplantation de
cellules souches hématopoiétiques est le traitement définitif dans certains cas, permettant une
meilleure survie globale des patients (hormis pour la déficience en X/AP). Le développement
de thérapies géniques est une avancée prometteuse pour les pathologies résultant d’une

déficience primaire dont le géne a été identifié (Fischer et al., 2015, revue).

I1.1.B.2.b. Déficits acquis
Les lymphomes associés a ’EBV sont bien caractérisés chez les patients présentant

des déficits acquis du systéme immunitaire, comme c’est le cas aprés une transplantation ou

chez des personnes atteintes par le Virus de I’Immunodéficience Humaine (VIH)/ Syndrome
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d’Immunodéficience Acquise (SIDA). Le Tableau 6 présente les différents types de
lymphomes développés par les patients immunodéprimés. Par la suite, un paragraphe sera
dédié aux désordres lymphoprolifératifs post-transplantation, et un second fera 1’objet de

I’émergence des principaux lymphomes retrouvés chez les patients atteints du SIDA.

Type de lymphome Fréquence de ’EBV Programme de latence
Lymphome de Burkitt (SIDA) 25-35% I
Lymphome primitif des séreuses >80% I
(LPS)

Lymphome plasmablastique (SIDA) 100% I
Lymphome plasmablastique (LP) ~10% Toull
Lymphome de Hodgkin (SIDA) >80% 1
Lymphome primaire du systeme 100% I

nerveux central (SIDA)
Désordre lymphoprolifératif post- >90% I
transplantation (PTLD), cellules B
Désordre lymphoprolifératif post-
transplantation (PTLD), cellules >70% 11
NK/T
Lymphome non Hodgkinien (LNH) >90% 101
avec désordres immunitaires acquis
Lymphome d’immunodéficience 40-50% 101
iatrogene

Tableau 6 : Lymphomes associés a ’EBYV chez les sujets immunodéprimés.
Modifié d’apres (Roschewski, 2012, revue).

I1.1.B.3.b.1. Syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation

Les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation (PTLDs, Post-Transplant
Lymphoproliferative Disorders) constituent un groupe hétérogene de syndromes
lymphoprolifératifs qui sont la conséquence d’une déficience immunitaire acquise apres
transplantation allogénique d’organes solides ou de cellules souches hématopoiétiques.
L’EBV est causal pour ce type de lymphoproliférations. Les PTLDs sont associés a la
réactivation de I’EBV dans 60 a 70% des cas, allant de I’hyperplasie bénigne avec infiltration
cellulaire polymorphe, aux lymphomes agressifs mortels. Des proliférations polyclonales,
oligoclonales et monoclonales peuvent étre observées chez les patients atteints de PTLD
(LaCasce, 2006, revue). Au niveau morphologique, les PTLDs sont divisés en variants

monomorphes, polymorphes, plasmocytaires ou de type lymphome de Hodgkin. Ils sont
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principalement issus des lymphocytes B, mais les lymphocytes T et les cellules NK peuvent
également étre a I’origine de ces lymphomes (Draoua et al., 2004). Les cellules issues des
lymphomes B sont en programme de latence III de I’EBV, et expriment I’ensemble des

protéines de latence virale. Ces cellules s’apparentent aux LCLs obtenues in vitro.

De nombreuses études ont corrélé la charge virale de ’EBV avec le risque de
développer une PTLD chez les patients. L’étude de la charge virale dans le sang des patients
est actuellement employée en routine afin d’évaluer le risque qu’une PTLD émerge, et établir
le pronostic vital des patients (Dharnidharka, 2017, revue). Etant donné 1’étroite corrélation
entre les PTLDs et ’EBV, il parait essentiel pour la prévention de ces maladies de tester
systématiquement si le génome de I’EBV est présent dans le sang périphérique des patients

(Dharnidharka, 2017, revue).

I1.1.B.3.b.2. Lymphomes des patients atteints par le SIDA

Les lymphomes primitifs des séreuses (LPS) sont des lymphomes a grandes cellules B
qui surviennent habituellement dans le cadre d’une immunodéficience telle que le SIDA. 1Ils
sont toujours associés au HHV-8, autrement appelé herpes virus lié au sarcome de Kaposi
(HVSK). La plupart des patients atteints de LPS sont également infectés par ’EBV, suggérant
que celui-ci constitue un facteur pathogénique important (Fan et al., 2005). Ils sont associés
au phénotype de latence I de ’EBV. Le role oncogénique exact de I’EBV n’est pas clarifi¢
pour ces lymphomes (Gaidano et al., 2000). Il n’existe pas a ce jour de traitement efficace
pour les LPS, et les patients ont un taux de survie globale médiocre, indépendamment des

facteurs liés a 1’age, au sexe et au stade de la tumeur (El-Fattah, 2016).

Les lymphomes plasmablatiques (LP) constituent un groupe hétérogene de lymphomes
B agressifs, qui surviennent le plus souvent dans le cadre d’une immunodéficience liée au
VIH, avec des taux de lymphocytes T CD4+ trés faibles. L’EBV est associ¢é de manicre
variable aux lymphomes plasmablastiques. Mais 100% des cas de type oral sont EBV-positifs
chez les patients atteints du SIDA. IlIs sont caractéris€és par un phénotype cellulaire
plasmatique, et une morphologie immunoblastique (Colomo et al., 2004). Le rdle exact de
I’EBV dans 1’émergence de ces lymphomes n’est pas encore déterminé, les deux
oncoprotéines majeures LMP1 et EBNA?2 étant rarement exprimées (programme de type I).

Les réarrangements de MYC sont retrouvés chez plus de 50% des patients atteints de LP, et

86



plus fréquemment rencontrés chez les sujets EBV-positifs, suggérant un mécanisme possible
de la lymphomagénése associée a I’EBV (Valera et al., 2010). A ce jour, les lymphomes
plasmatiques tendent a étre diagnostiqués tardivement, ce qui conduit a une survie globale

médiocre chez les patients (Tchernonog et al., 2016).

Les lymphomes de Hodgkin associés au VIH (LH-VIH) ont une incidence plus élevée
chez les patients atteints d’une immunodéficience acquise que chez le reste de la population
(Mounier et al., 2010). Les cellules de Reed-Stenberg, caractéristiques des lymphomes de
Hodgkin, sont retrouvées plus fréquemment chez les patients atteints de LH-VIH, par
comparaison aux patients non atteints par le SIDA. Les épisomes d’EBV clonaux sont
retrouvés dans 80 a 100% des cas. Les LH-VIH possedent un phénotype de programme de
latence II de ’EBV. La protéine oncogéne LMP1 est pratiquement toujours exprimée,
contrairement au ligand de CD40. La surexpression de LMP1 conduit a I’activation, la
croissance et la survie des cellules infectées par I’EBV, contribuant ainsi a la plupart des

caractéristiques du lymphome Hodgkinien lié¢ au VIH (Dolcetti et al., 2001).

Les lymphomes primitifs du systeme nerveux central (LPSNC) sont un sous-type de
lymphome tres agressifs, localisés au niveau des espaces intracérébraux ou intraoculaires chez
les patients atteints du SIDA. Au niveau morphologique, ces types de lymphomes sont
comparables DLBCLs, présentant un aspect immunoblastique et associés a un déficit
immunitaire profond. Dans 100% des cas, les lymphomes primaires du syst¢tme nerveux
central sont liés a ’EBV en programme de latence III, et sont corrélés a la surexpression de
LMP1 et BCL-2 (Camilleri-Broét et al., 1995). Les LPSNC liés au virus du SIDA tendent a
étre plus diffus que chez les hétes immunocompétents EBV positifs, et interviennent chez des

sujets plus jeunes (Bayraktar et al., 2011).

I1.2. Facteurs cellulaires favorisant I’émergence et le développement des tumeurs
I1.2.A. Via les exosomes
Les exosomes sont des vésicules extracellulaires qui sont libérées des cellules lors de la

fusion entre un compartiment endocytaire intermédiaire, le corps multvésiculaire, et la

membrane plasmique (Edgar, 2016, revue). Cela conduit a la libération des vésicules
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intraluminales dans le milieu extracellulaire. Ces vésicules libérées sont nommées exosomes.
Il est suggéré que les exosomes jouent un role essentiel dans la communication intercellulaire
et la transmission de macromolécules entre cellules. Ces vésicules permettent également la
propagation de protéines, de lipides, d’ARNm, de micro-ARNs et d’ADN, et contribuent au
développement de plusieurs pathologies. Enfin, les exosomes peuvent servir de vecteur pour
les médicaments, car ils sont composés de membranes cellulaires plutot que de polymeres

synthétiques, et sont mieux tolérés par I’organisme humain (Edgar, 2016, revue).

Nanbo et son équipe ont étudi¢ le mode d’internalisation d’exosomes dérivés de
cellules épithéliales EBV-négatives, ou infectées en programme de latence I ou III de I’EBV.
Il en résulte que les exosomes dérivés des trois types cellulaires sont internalisés de la méme
maniere dans les cellules épithéliales cibles (Nanbo et al., 2013). L’internalisation des
exosomes est significativement diminuée suite au traitement avec un inhibiteur de la
dynamine et par la sous-expression de la cavéoline-1. Les exosomes issus des cellules en
latence III de I’EBV induisent une augmentation de la prolifération et 1’expression de la
Molécule d’Adhésion Intercellulaire-1 (ICAM-1) des cellules réceptrices, et cela de maniere
plus significative que pour les exosomes produits par les lignées cellulaires non infectées ou
infectées en latence de type 1. La libération d’exosomes par les cellules B infectées est un
processus dépendant de la dynamine et de la cavéoline, et contribue a des changements
phénotypiques des cellules réceptrices, via le transfert d’un ou plusieurs éléments viraux

(Nanbo et al., 2013).

Ahmed et ses collaborateurs ont montré que les deux sous-types d’ARNs non-codants
de PEBV, EBER-1 et -2, sont présents dans les fractions purifiées exosomales de toutes les
lignées cellulaires infectées par I’EBV de I’é¢tude, en comparaison avec des lignées non
transformées par le virus. De plus, ils ont découvert que les fractions des exosomes purifiées
contiennent également la protéine La, ayant pour fonction la liaison aux EBERs. Ces résultats
montrent que les EBERs sont probablement libérés des cellules infectées par ’EBV sous
forme de complexes EBER-La dans les particules exosomales. Ces résultats suggerent qu’il
peut s’agir d’un des mécanismes de ’EBV pour détourner le systéme immunitaire de 1’hote
(Ahmed et al., 2014).

Gallo et ses collaborateurs ont étudié le profil global des ARNs non-codants viraux et

cellulaires dans les lignées lymphoblastoides induites par ’EBV. Les auteurs ont identifié que
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tous les micro-ARNs viraux exprimés dans les LCLs sont empaquetés dans les exosomes. De
maniere plus particuliere, les auteurs ont constaté que deux micro-ARNs, ebv-miR-BART?3 et
ebv-miR-BHRF1, sont plus abondants dans les particules exosomales, ce qui suggere un
transfert des micro-ARNs viraux par microvésicules (Gallo et al., 2017).

Selon Aga et al, le facteur induit par I’hypoxie HIFla (Hypoxia-Inducible Factor-1a)
endogene est détectable dans les exosomes, et que 1’oncoprotéine LMP1 augmente de manicre
significative les niveaux de HIFla dans ces derniers. L’analyse immunohistochimique des
tissus tumoraux issus de carcinomes nasopharyngés révele une corrélation directe entre les
niveaux d’expression de LMP1 et de CD63, un des marqueurs des exosomes, suggérant une
augmentation de la formation des exosomes dans cette tumeur maligne liée a ’EBV. Les
auteurs émettent I’hypothése que le transfert de facteurs pro-métastatiques fonctionnels médié
par les exosomes de cellules issues de NPC LMPI-positives a des cellules tumorales
environnantes favorise la progression du cancer (Aga et al., 2014).

Une autre étude menée par I’équipe de Ahmed montre que les exosomes issus des
lymphocytes B infectés par I’EBV conduisent a 1’apoptose de différents sous-types
cellulaires, comprenant les lymphocytes B, T et les cellules épithéliales. Ils ont pu démontrer
que les exosomes issus des cellules immortalisées par le virus déclenchent la mort par
apoptose via une voie extinseque, médiée par FasL. Ainsi, les anticorps anti-FasL pourraient
bloquer 1’apoptose médiée par voie exosomale. Cette étude apporte des données
complémentaires indiquant comment I’EBV parvient a détourner la voie exosomale pour
excréter des composants viraux et cellulaires qui peuvent moduler son microenvironnement

(Ahmed et al., 2015).

Ces données révelent de nouveaux mécanismes sur la fagon dont ’EBV peut
manipuler le microenvironnement cellulaire, a travers le transfert exosomal des facteurs
viraux et cellulaires (Meckes, 2015, revue). Des fonctions de signalisation importantes des
exosomes sont modifiées par LMP1 dans les cellules B infectées. Dans les cancers associés a
I’EBV, ces exosomes modifiés par le virus peuvent influencer la croissance tumorale des
cellules voisines, inhiber la fonction immunitaire ou stimuler 1’angiogenése (Meckes, 2015,
revue.) Ils participent ainsi a 1’émergence de plusieurs types de lymphomes, dont les

lymphomes non Hodgkiniens.

11.2.C. Via ’IL-10
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L’IL-10 peut avoir deux origines : virale (vIL-10) ou cellulaire (hIL-10). Le gene
BCRFI codant pour I’IL-10 viral a été cloné en 1990 par Hsu et ses collaborateurs (Hsu et al.,
1990). L’IL-10 viral n’est exprimé que lors du cycle lytique de ’EBV. Des clones d’ADNc
codant pour I’IL-10 humain ont été isolés par Vieira et al a partir d’une cellule T CD4+
humaine dirigée spécifiquement contre la toxine tétanique (Vieira et al., 1991). L’IL-10
cellulaire est exprimée durant la phase de latence de ’EBV. L’IL-10 peut se lier a deux
récepteurs : ’'IL10R1 et I’IL10R2.

Cette cytokine joue un role central dans la limitation de la réponse immunitaire de
I’hote aux agents pathogénes et le maintien d’une homéostasie normale des tissus. La
dérégulation de I’IL-10 est associée a une augmentation des pathologies immunes en réponse
a une infection, ainsi qu’un risque accru de développer des maladies auto-immunes (Iyer and
Cheng, 2012, revue). L’IL-10 joue également un role central dans 1’émergence de différents

types de cancers (Mannino et al., 2015, revue).

I1.2.C.1. IL-10 chez les patients atteints de cancers liés a PEBV

Beatty et al ont mené des études sur des lignées cellulaires lymphoblastoides spontanées
(SLCL) issues de patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs associés a I’EBV (Beatty
et al., 1997). Ils ont montré que I’interleukine 10 est produite par les SLCL, et que la sécrétion
de cette interleukine est corrélée avec la croissance des lignées lymphoblastoides. L’IL-10 est
un facteur majeur pour la croissance des tumeurs liées a ’EBV, et peut jouer un rdle majeur
dans le développement de troubles lymphoprolifératifs liés a ’EBV (Beatty et al., 1997).

De nombreuses études révelent que I'IL-10 est impliqué dans les syndromes
lymphoprolifératifs post-transplantation. Les transcrits de 1’'IL-10 ont été retrouvés dans des
biopsies de tumeurs issues de patients qui étaient atteints de PTLD, ce qui suggere
I’importance de cette cytokine dans la progression des lymphomes li¢s a ’EBV (Johannessen
et al., 2002).

Birkeland et ses collaborateurs ont montré que cette cytokine peut jouer un role
important dans la tolérance aux transplantations, en induisant une anergie durable aux
alloantigénes spécifiques du donneur et de I’hote. Cette anergie est probablement causée par
une régulation négative des cytokines Thl dans le greffon. Ces données sont informatives
quant aux nouvelles stratégies de prévention et de thérapies des PTLDs ; I’anergie serait

nécessaire pour 1’induction de tolérance chez les patients transplantés (Birkeland et al., 1999).
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Muti et al ont également corrélé le niveau élevé de cette interleukine chez les patients atteints
de PTLD, comparé aux individus témoins. Ils suggérent I’utilité¢ du dosage de I’'IL-10 pour le
diagnostic précoce des PTLDs, dans la mesure ou il est corrélé au test de quantification de la
charge virale de ’EBV (Muti et al., 2003a).

Levin et ses collaborateurs ont récemment prouvé que des niveaux é€levés d’IL-10,
d’IL-6 et de CD30 soluble (sCD30) peuvent prédire 1’apparition de lymphomes Hodgkiniens
classiques (cLH). L’association de ces cytokines avec le risque de cLH peut refléter la
production de ces molécules par les cellules tumorales naissantes, ou par les cellules du
systéme immunitaire agissant contre elles, avant la détection clinique. Un environnement
immunitaire stimulant les lymphocytes B précede la lymphomagénese, et peut favoriser celle-
ci (Levin et al., 2017).

Les niveaux de I'IL-10 et d’une autre molécule immunosuppressive, le TGF-f1, sont
significativement augmentés dans les sérums de patients atteints de carcinomes laryngés

EBV-positifs, comparé aux individus sains (Rota et al., 2010).

I a été montré que 1’expression du micro-ARN-194 cellulaire est uniquement
supprimée dans les lignées cellulaires EBV-positives provenant de patients atteints de PTLD,
et que la région 3° de I’IL-10 est ciblée par le micro-ARN-194. La surexpression de ce micro-
ARN atténue la production de I’IL-10 et augmente 1’apoptose des lignées de lymphomes B
EBV-positives. Harris-Arnold et al ont démontré, par des études transcriptomiques, que
I’EBV coopeére avec le réseau des micro-ARNs des lymphocytes B de I’héte, et supprime
spécifiquement le micro-ARN-194 pour promouvoir la production de I’IL-10. La modulation
de ce miARN pourrait constituer une cible potentielle pour inhiber la prolifération des

lymphomes B EBV-positifs chez les patients atteints de PTLD (Harris-Arnold et al., 2015).

I1.2.C.2. IL-10 et immunosuppression

Zeidler et ses coéquipiers ont montré que I’IL-10 viral affecte 1’expression de 1’une
des deux protéines de transport (TAP1: Transport Antigen Protein 1), associée a la
présentation antigénique. L’IL-10 humain posseéde la méme activité. La régulation négative de
TAP1 par I’IL-10 entrave le transport des antigenes peptidiques dans le réticulum
endoplasmique. En conséquence, I’IL-10 entraine une diminution générale des molécules
CMHI a la surface des lymphocytes B, ce qui pourrait également affecter la reconnaissance

des cellules B infectées par les lymphocytes T cytotoxiques (Zeidler et al., 1997).
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BNFL2A, une protéine conservée chez tous les lymphocryptovirus (LCV), est connue
pour inhiber les protéines TAP (Hislop et al., 2007a). Grace a des mutants de I’EBV
déficients en BCRF1 et BNFL2A, Jochum et son équipe ont identifié que BNFL2A nuit a la
reconnaissance des cellules B infectées par le virus par les lymphocytes CD8+ spécifiques de
I’EBV au cours des premiers jours de I'infection virale. L’IL-10 virale joue un rdle de
protection des lymphocytes B immortalisés vis-a-vis de I’élimination des cellules infectées
par les cellules NK. L’IL-10 virale libérée des cellules nouvellement infectées empéche la
sécrétion de cytokines antivirales, abrogeant ainsi les fonctions des lymphocytes T effecteurs
CD4+ spécifiques de I’EBV. Selon Jochum et ses collaborateurs, BNFL2A et vIL-10/BCRF1
agissent de maniere complémentaire pour prévenir la reconnaissance immunitaire et

I’¢élimination des cellules nouvellement infectées par ’EBV (Jochum et al., 2012).

En conclusion, les virus latents dans les cellules B mémoires favorisent la
surexpression de I’IL-10 humaine lors de I’infection, ce qui inhibe la surveillance immunitaire
a médiation cellulaire et, parallelement, permet la prolifération des cellules B infectées. Une
fois exprimé, 1I’IL-10 viral inhibe la surveillance immunitaire a médiation cellulaire, assurant
une réinfection par ’EBV. Durant la phase de latence de ’EBV, les cellules immortalisées
par le virus surexpriment I’IL-10 humain pour assurer la prolifération des lymphocytes B,
induisant en cas de déficit immunitaire I’émergence de lymphomes B liés a ’EBV (Dueiias et

al., 2017, revue).

I1.2.D. Via le TGF-betal

Le TGF-betal (TGF-B1) a été cloné en 1985 par Derynck et ses collaborateurs
(Derynck et al., 1985) Madisen et son équipe ont cloné le gene codant pour le TGF-2 en
1988. Le clone isol¢ était issu d’une lignée de cellules humaines d’adénocarcinome
prostatique traitée au tamoxifene (Madisen et al., 1988). Il existe trois isoformes de TGF-f :
TGF- B1, - B2 et B3. 1l s’agit d’une cytokine possédant des fonctions immunosuppressives, en
influengant le développement des cellules de I’'immunité, I’induction de la tolérance
immunitaire, la différenciation et I’homéostasie cellulaire (Sheng et al., 2015, revue). TGF-3

est un régulateur essentiel de I’immunité innée et adaptative dans les maladies auto-immunes
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chez ’Homme. Il joue également un rodle important dans le cancer, en inhibant

I’immunosurveillance chez 1’hote porteur de la tumeur (Sheng et al., 2015, revue).

Concernant ’EBV, le TGF-B1 est impliqué dans la réactivation virale, en conduisant

au passage des cellules en phase de latence au cycle lytique de ’EBV. Cette réactivation
s’opere grace a ’activation du geéne BZLFI, avec la coopération des protéines Smad et c-
Jun/c-Fos (Liang et al., 2002; Iempridee et al., 2011).
Xu et ses collaborateurs ont découvert des niveaux élevés de TGF-B1 dans le sérum des
patients atteints de carcinome nasopharyngé, comparé aux individus sains. De plus, les
niveaux de cette cytokine sont significativement plus élevés dans les sérums des patients
atteints d’un stade avancé de la pathologie, par rapport a des patients affectés a des stades plus
précoces. La recherche du niveau d’expression de TGF-B1 pourrait aider au diagnostic et au
pronostic des patients atteints de NPC (Xu et al., 1999).

Liu et al ont montré que I’expression de TGF-B1, conjointe a la méthylation du
promoteur du gene rétinoblastome (RB), sont corrélés aux cancers gastriques (CG) EBV-
positifs et négatifs. La détection de la méthylation et de 1I’expression du rétinoblastome et de
TGF- B1 peut étre utile pour juger le statut de I’invasion tumorale et des métastases des
ganglions lymphatiques dans les carcinomes gastriques (Liu et al., 2012).

Sides et ses collaborateurs ont montré que 1’oncoprotéine LMP1 agit de manicre
synergique avec TGF-B1, afin d’induire la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) dans
les cellules épithéliales du poumon (Sides et al., 2011). LMP1 peut agir comme un récepteur
constitutionnellement actif au TNF-a, elle peut donc jouer un role dans la pathogenese de la
fibrose pulmonaire. L’activation de la voie de signalisation ERK est essentielle pour la TEM
induite par le TGF-B1. Les données des auteurs, obtenues in vitro, pourraient expliquer que
les patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique (IPF) (dont on ne connait pas la
cause), dont les cellules épithéliales pulmonaires sont LMPI-positives, décedent plus
rapidement que les patients chez lesquels LMP1 n’est pas détectée (Sides et al., 2011).

Selon Morris et al, ’oncoprotéine LMP1 peut moduler I’adhésion cellulaire, en
régulant P’activine et TGF-B1 (Morris et al., 2016). Ces résultats indiquent que LMP1 serait
impliquée dans la pathogénese des carcinomes nasopharyngés, en contribuant au potentiel

métastatique des cellules épithéliales (Morris et al., 2016).

I1.2.E. Via PD-L1
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PD-L1/CD274/B7-H1 est une molécule immuno-inhibitrice qui inhibe I’activation des
lymphocytes T, conduisant a la progression des tumeurs (Wang et al., 2016b, revue). La
surexpression de PD-L1 (Program Death-Ligand 1) dans les cancers tels que le cancer
gastrique, le carcinome hépatocellulaire, le cancer du rein, de 1’cesophage, du pancréas, de
I’ovaire et de la vessie sont associés a des résultats cliniques médiocres (Wang et al., 2016b,

revue).

La surexpression de PD-L1 a la surface des cellules cancéreuses entraine une anergie
locale de la réponse adaptative anti-tumorale (Brogden et al., 2016, revue). L’inhibition de la
réponse adaptative se traduit par la diminution de la survie et I’augmentation de I’apoptose
des cellules T, et par la répression de la libération de cytokines (Tseng et al., 2001; Dong et
al., 2002). Cela conduit a I’épuisement des cellules T et a ’immunosuppression au sein du

microenvironnement tumoral (Jiang et al., 2015, revue).

L’expression de PD-L1 est retrouvée dans de nombreuses pathologies li¢es a I’EBV.
Une forte expression de la protéine PD-L1 a été trouvée dans la majorité des cellules issues de
lymphome de Hodgkin classique, de lymphome médiastinal primitif & grandes cellules B, de
lymphome B a grandes cellules riche en cellules T/histiocytes EBV positifs, de PTLD EBV-
positifs et négatifs, de lymphome B diffus a grandes cellules associés a ’EBV, de lymphome
plasmablastique, de lymphome extranodal T/NK, et de carcinome nasopharyngé. Au sein de
ces tumeurs, PD-L1 est fortement exprimée par les cellules malignes et les macrophages
infiltrant les tumeurs (Chen et al., 2013).

Cette molécule est surexprimée dans le lymphoépithéliome pulmonaire (type de
carcinome indifférencié) 1i¢ a I’EBV, et est associée a une mauvaise survie globale des
patients (Fang et al., 2015).

Paydas et ses collaborateurs ont montré que la co-expression de PD-1 et de PD-L1, associée a
I’expression des EBERs, est retrouvée dans les lymphomes de Hodgkin. Ils révelent que la
co-expression de PD-1 et PD-L1 est corrélée a une survie des patients plus courte, alors que
I’expression seule de PD-1 ou PD-L1 n’est pas corrélée a la survie (Paydas et al., 2015).

Fang et al ont identifié¢ que PD-L1 est régulé positivement par 1I’oncoprotéine LMP1 et la voie
de signalisation de I'IFN-y dans les lignées issues de NPC EBV-positives. Les auteurs
révelent que LMP1 augmente I’expression de PD-L1 par les voies STAT3, AP-1 et NF-kB.

L’interféron-gamma agit indépendamment de ces voies, mais de maniere synergique avec
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LMP1 dans la surexpression de PD-L1, au sein des NPC. Ils montrent également que
I’expression de PD-L1 est associée a un taux de survie médiocre chez les patients atteints de
NPC (Fang et al., 2014).

Selon Saito et ses collaborateurs, 1’expression de PD-L1 est fréquemment détectée dans les
cellules cancéreuses provenant de cancer gastrique associ¢ a I’EBV (EBVaGC), avec
infiltration des cellules immunitaires dans leur stroma. L’expression de PD-L1 dans les
cellules cancéreuses est associée au mauvais pronostic de survie des patients atteints
d’EBVaGC. L’expression de PD-L1 dans les cellules malignes et leur microenvironnement
peut ainsi contribuer au développement du cancer gastrique associ¢ a ’EBV (Saito et al.,
2017).

Des travaux effectués in vivo mettent en exergue des avancées thérapeutiques prometteuses,
en ciblant PD-1 par un systtme CRISPR-Cas9 dans les cancers gastriques associés a ’EBV.
Combiné avec une radiothérapie a faible dose, le ciblage de PD-1 sur les lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) médie un effet anti-tumoral important dans un modele murin de
xénogreffe d’EBVaGC. Cette étude illustre la tolérance immunitaire médiée par 1’axe PD-
1/PD-L1 des EBVaGC, et propose de cibler ce point de contrfle immunitaire pour rompre
cette tolérance, en s’appuyant sur I’immunothérapie adoptive basée sur les lymphocytes T (Su
etal., 2017).

Il a ét¢ montré que B7-H1 (PD-L1), est surexprimé a la surface des lymphocytes B
immortalisés en programme de latence III de ’EBV (LCLs) (Durand-Panteix et al., 2012).
Les auteurs montrent que le programme de latence III augmente les quantités de lysosomes
sécrétoires contenant PD-L1, et contribuent a son export vers la surface cellulaire. A 1’opposé,
c-Myc réprime la polymérisation de ’actine, bloquant ainsi la migration des lysosomes
sécrétoires et I’export de PD-L1 (Durand-Panteix et al., 2012).

Bi et son équipe ont montré que PD-L1 est régulé positivement par le sous-programme NF-
kB de LMPI, et est corrélé a un mauvais pronostic chez les patients atteints de lymphomes a

cellules T/NK (NKTCL) (Bi et al., 2016a).
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Partie 3 : Les cellules B régulatrices (Bregs)

Une premiere partie sera consacrée a la découverte, a ’identification des différents
sous-types, a I’origine et a I’induction des cellules B régulatrices. Leurs mécanismes d’action
seront ensuite décrits. Une section traitera spécifiquement des lymphocytes T régulateurs, qui
peuvent étre induits par certaines populations de Bregs. Enfin, les pathologies liées aux Bregs

feront 1’objet d’une derniere partie.

I/ Historique de la découverte des Bregs

En 1974, des expérimentations effectuées sur des cobayes ont révélé que les cellules B
peuvent supprimer les réactions d’hypersensibilité retardées, ce qui implique 1’effet inhibiteur
des cellules B sur la fonction des lymphocytes T (Katz et al., 1974; Neta and Salvin, 1974).
D’autres preuves de ce phénotype ont été mises en avant plus de deux décennies plus tard,
avec I’observation d’une inflammation exacerbée en 1’absence de cellules B dans un modele
auto-immun murin (Wolf et al., 1996a). Bien qu’il ait ét¢ montré que les lymphocytes B
pouvaient jouer un réle dans la réponse inflammatoire, ce n’est qu’en 2000 que Mizoguchi et
al décrivirent un sous-ensemble de cellules B qui inhibe, et non promeut la réponse
inflammatoire dans un modéle murin de maladie inflammatoire chronique de 1’intestin (MICI)
(Mizoguchi et al., 2000). Ce sous-type cellulaire B, aux propriétés particulicrement
suppressives, est nommé « cellules B régulatrices », ou « Bregs ». Depuis, la déficience de la
fonction des Bregs ou la diminution du nombre de Bregs ont ét€ observées dans des maladies
impliquant des réponses immunitaires pro-inflammatoires incontrolées ; plus largement dans
les maladies auto-immunes et les transplantations rénales (Newell et al., 2010; Silva et al.,
2012; Fillatreau et al., 2002; Matsushita et al., 2008). Sur le plan fonctionnel, les Bregs sont
définies par leur capacité a inhiber les réponses inflammatoires par le biais de cytokines
immunosuppressives. Les cytokines impliquées dans les réponses anti-inflammatoires sont
principalement 1I’'IL-10, TGF-B, et I’IL-35, identifié plus récemment (Tian et al., 2001;
Fillatreau et al., 2002; Shen et al., 2014; Rosser and Mauri, 2015). En 2015, Mauri et Menon
ont établi un consensus caractérisant les sous-types de Bregs murins et humains, en fonction
de leurs caractéristiques phénotypiques et de leurs mécanismes de suppression (Mauri and

Menon, 2015a).

97



11/ Identification des sous-types de Bregs humains

La définition des phénotypes de Bregs spécifiques s’est révélée difficile, car plusieurs
sous-groupes de cellules B étaient caractérisés comme des régulateurs négatifs de la réponse
immunitaire. Les études initiales démontrent que les propriétés immuno-régulatrices de ce
sous-type cellulaire sont en majeure partie attribuées a I’'IL-10 (Mauri et al., 2003; Fillatreau
et al., 2002; Mizoguchi et al., 2002). Depuis, les phénotypes des sous-types de Bregs humains
ont été clairement identifiés. Le Tableau 7 récapitule le consensus actuel quant a leurs
différents sous-types, leurs caractéristiques phénotypiques et les molécules responsables de

I’immunosuppression.

Mécanismes de

Sous-types Phénotype suppression
Cellules B immatures CD19' CD2 4High CD3 8High IL-10, CD274/PD-L1
Cellules B10 cD19" CD2 4High cp27’ IL-10
Cellules Br1 cp25 ' cp71™ cp73-” IL-10, IgG4
Plamasblastes CD27Im CD38High IL-10
Adenosine
- CD39 CD73 (IL-10)
iBregs _ TGF-p1, IDO
+ High High
tBregs CD19 CD25 ~ CD69 TGF-p
High High High Low Int
PD-L1 CD&81 ~CDS86 CD62L.  IgM

Tableau 7 : Différents sous-types de Bregs humains.
D’aprés (Olkhanud et al., 2011; Mauri and Menon, 2015a)

II.1. Cellules B immatures

Une population de Bregs immatures CD19* CD24Migh CD38High 3 ¢t¢ rapportée dans le
sang périphérique de personnes saines (Blair et al., 2010). Lors de I’engagement du CD40 in
vitro, la sous-population de cellules CD19* CD24Hieh CD38Hie" produit les plus fortes
quantités d’IL-10 parmi les sous-types de cellules B. Elle a la capacité de supprimer la

différenciation des cellules Thl et d’inhiber les réponses Thl et Th17. Ce sous-ensemble est
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capable d’induire la différenciation des cellules CD4+ en lymphocytes T régulateurs (Tregs)
et en cellules Trl (Flores-Borja et al., 2013).

L’inhibition de la réponse Thl par les Bregs est en partie dépendante de I’IL-10 et nécessite
I’interaction CD80-CD86 avec les cellules T (Blair et al., 2010).

Cherukuri et al proposent que le rapport de I’expression de 1’IL-10 par rapport au TNF-a par
les cellules CD19* CD24tieh CD38High pourrait servir de mesure de la polarisation des
cytokines, et constituerait un meilleur indicateur de la fonction des Bregs que I’expression de

I’IL-10 seule (Cherukuri et al., 2014).

I1.2. Cellules B10

La population de Bregs produisant de 1I’IL-10, nommée B10, a été découverte dans le
sang périphérique humain (Iwata et al., 2011). La majorité des cellules B10 ont été trouvées
dans la sous-population de lymphocytes B CD19* CD24"ie" CD27*. 60% des cellules B10
expriment le CD38. Le marqueur CD27 permet la discrimination des cellules B10 par rapport
aux Bregs immatures (Iwata et al., 2011). Ces cellules sur-expriment également le CD48 et le
CD148. Le CD48 est un marqueur d’activation des cellules B (Yokoyama et al., 1991). Le
marqueur CD148 est considéré comme un marqueur des cellules B mémoires humaines
(Tangye et al., 1998). Contrairement a la population des Bregs immatures activées par le
CDA40, les cellules B10 humaines répondent a la stimulation au LPS et au CpG. Les cellules
B10 régulent négativement la capacité des cellules dendritiques a présenter les antigenes, et
modulent indirectement la prolifération des cellules T (Matsushita et al., 2010). II a été
démontré que les cellules B10 alterent significativement les réponses IFN-y et le TNF-a in
vitro (Matsushita et al., 2010), ainsi que I’IFN-y in vivo (Yoshizaki et al., 2012), par des
antigenes spécifiques des lymphocytes CD4+.

Bouaziz et ses collaborateurs ont découvert que la production de I’IL-10 par les
cellules B10 humaines inhibe la prolifération des cellules T CD4" CD25 spécifiques des
antigenes (Bouaziz et al., 2010). Cette sous-population de lymphocytes B peut réguler
négativement la production cytokinique des monocytes, par une voie dépendante de I’IL-10

durant des tests fonctionnels in vitro (Iwata et al., 2011).
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I1.3. Cellules B GrB+

Lindner et ses collaborateurs ont montré que des cellules B exprimant le granzyme B
(GrB) et possédant un phénotype CD19* CD38" CD1d* IgM* CD147*, peuvent infiltrer les
tumeurs et réguler négativement les réponses lymphocytaires T. Selon les auteurs, les Bregs
GrB+ sont induites par I’IL-21, et expriment les molécules régulatrices telles que I’'IL-10,
I’indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO) (une enzyme permettant la dégradation du tryptophane)

et le CD25 (Lindner et al., 2013).

11.4. Cellules Brl

Van de Veen et son équipe ont décrit pour la premiere fois les cellules régulatrices
Brl. Ces cellules sont productrices d’IL-10, et présentent un phénotype CD25Hieh CD71High
CD73™¥ (van de Veen et al., 2013). Elles jouent un rdle important dans la tolérance aux
allergenes en diminuant la prolifération des lymphocytes T CD4+ spécifiques des antigenes,
et en produisant des anticorps IgG4 anti-inflammatoires contribuant a la tolérance
périphérique (van de Veen et al., 2013).

Noh et son équipe ont montré que les cellules Brl peuvent étre impliquées dans la
tolérance immunitaire contre les allergies alimentaires en produisant de 1’IL-10, et en mourant
simultanément par apoptose chez I’Homme (Noh et al., 2010). Ils montrent dans une autre

étude que ces cellules conduisent a un changement de I’effet tolérogéne, via I’IFN-y, dans

I’allergie alimentaire IgE-indépendante (Noh et al., 2012).

I1.5. Plasmablastes régulateurs

Une sous-population de Bregs a été décrite comme productrice d’IL-10, avec un

phénotype CD27"/Hieh CD38Hish  Matsumoto et ses collaborateurs ont découvert que ces
plasmablastes régulateurs peuvent exercer des fonctions régulatrices dans les maladies liées a
I’inflammation auto-immune (Matsumoto et al., 2014).
Franquesa et al ont montré que les cellules souches mésenchymateuses dérivées des tissus
adipeux humains abrogent la formation de plasmocytes et induisent la différenciation de
cellules B régulatrices CD19* CD27Migh CD38Mieh indépendamment des cellules T helpers
(Franquesa et al., 2015).
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I1.6. Cellules CD39* CD73*

Indépendamment de I’IL-10, Saze et al ont découvert que les cellules B circulantes
CD39" CD73" peuvent exercer des fonctions immunosuppressives chez 1’homme. Ces
cellules hydrolysent I’ATP exogéne en Adénosine-5° MonoPhosphate (5’-AMP) et en
adénosine (ADO). Ce sous-type de Breg est capable d’inhiber la prolifération des cellules T et
la production de cytokines in vitro (Saze et al., 2013).

Récemment, Figueir6 et ses collaborateurs ont démontré que I’expression de CD73 est
augmentée en présence de cellules B CD39eh, Les cellules CD39MiE" co-cultivées avec des
lymphocytes T effecteurs autologues suppriment 1’activation et la prolifération des cellules T,
et sécrétent des niveaux élevés d’IL-6 et d’IL-10. L’ectonucléotide CD39 est régulé
positivement dans un sous-ensemble de cellules B activées in vitro qui utilisent 1’adénosine et
I’IL-10 pour supprimer les fonctions des lymphocytes T effecteurs. Contrairement aux
travaux décrits par Saze et al, les chercheurs prouvent que ce sous-type de Bregs humains

utilise en partie I’IL-10 pour mener a I’immunosuppression (Figueiré et al., 2016).

I1.7. Bregs induites

Les Bregs induites (iBregs) sont caractérisées par la production de TGF- et de
I’Indoleamine 2,3-DiOxygénase (IDO) pour induire I’expansion de cellules T régulatrices
(Tregs) sécrétant de 1’IL-10 et du TGF-B. Nouél et al ont montré que la prolifération de ces
iBregs nécessite une stimulation par la protéine CTLA-4 des lymphocytes T (Nouél et al.,

2015).

IL.8. tBregs

Les tumor-evoked regulatory B-cells (tBregs) ont été décrites par Olkhanud et son
équipe en 2011. Les tBregs présentent un phénotype de cellules B2 matures peu proliférantes
(CD19* CD25%ieh CD69Migh), Elles expriment constitutivement la forme activée de STAT3, et
sont caractérisées par un phénotype PD-L1tigh CDg1Hieh CDgetlish CD62LY IgM™
(Olkhanud et al., 2011). Grace a un modele murin de cancer du sein, les auteurs ont montré
que les tBregs jouent un role majeur dans le développement des métastases pulmonaires. Les
tBregs induisent la différenciation des cellules T CD4" naives en Tregs FoxP3*, par le biais

d’un mécanisme dépendant du TGF- (Olkhanud et al., 2011).
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111/ Origine des Bregs

A ce jour, il n’existe pas de théorie claire quant a 1’origine des Bregs. Plusieurs

hypotheses sont proposées pour expliquer la diversité des sous-ensembles de Bregs. Mauri et
Menon ont décrit trois modeles principaux dans une de leurs revues. Les sous-types différents
des Bregs pourraient provenir de progéniteurs individuels, qui conduiraient a la
différenciation de sous-ensembles distincts de Bregs. Il s’agirait de lignées multiples de
Bregs.
Le second modele serait basé sur une lignée unique de Breg. Dans cette hypothese, tous les
différents sous-types de Bregs proviendraient d’un seul progéniteur et exprimeraient un
unique facteur de transcription, non identifié a ce jour. Les Bregs ne se trouveraient pas dans
un état différencié et pourraient présenter des fonctions suppressives aux différents stades de
différenciation. Les Bregs induites constituent le troisieme modele proposé par les auteurs.
Cette hypothese est basée sur le fait que toute cellule B peut devenir régulatrice lors de
I’exposition aux stimuli environnementaux spécifiques, et présenter un potentiel suppressif
(Mauri and Menon, 2015a). Cette derniere théorie est soutenue par des résultats montrant que
la stimulation avec différentes combinaisons de cytokines induit différents sous-types de
Bregs (Schubert et al., 2015; Rosser et al., 2014; Yoshizaki et al., 2012).

La Figure 24 présente les différents modeles possibles de génération des sous-types de Bregs

A

Figure 24 : Modeles de développement des Bregs.

A. Lignées multiples de Bregs. Dans ce modele, différents sous-groupes de Bregs proviennent de progéniteurs
individuels. B. Lignée unique de Breg. Tous les sous-ensembles décrits proviennent d’un seul progéniteur et
expriment un unique facteur de transcription. Les Bregs ne sont pas dans un état différencié et peuvent acquérir
les fonctions suppressives a différents stades de différenciation. C. Bregs induites. Selon cette hypothese, toute
cellule B peut acquérir ses fonctions régulatrices lors de 1’exposition a des stimuli environnementaux. D’apres
(Mauri and Menon, 2015a).
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Les marqueurs de surface et les mécanismes de suppression partagés entre les sous-
types de Bregs humains et murins soulévent plusieurs questions intéressantes. Sur la base de
données immunologiques, il semble que toute cellule B puisse acquérir des fonctions
effectrices ou régulatrices, ou présenter les deux fonctions simultanément, comme observé
pour les plasmablastes régulateurs et les cellules Brl (Matsumoto et al., 2014; van de Veen et
al., 2013).

Certains travaux suggerent que les cellules B a différents stades de différenciation (des
cellules immatures aux plasmocytes) peuvent acquérir des fonctions suppressives. Ces études
révelent que les Bregs ne se trouvent pas dans un état différencié terminal (Shen et al., 2014;

Matsumoto et al., 2014).

IV/ Induction des Bregs

Une des molécules clé des cellules B régulatrices est I’IL-10. Les différentes voies
d’induction possibles des Bregs sont essentiellement basées sur la production de cette
cytokine immunosuppressive. Les prochains paragraphes porteront sur les principales voies
de signalisation pouvant induire les cellules B régulatrices chez ’Homme : le CD40 et le

BCR, les TLRs (Toll-Like Receptors), et I'IL-21.

IV.1. Par le CD40 et le BCR

CD40, une molécule co-stimulatrice, est nécessaire pour la génération et la fonction
suppressive des cellules B (Kehry, 1996). Le traitement par un anticorps monoclonal agoniste
CD40 ou son ligand (CD40L/CD154) active les cellules B pour sécréter la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 in vitro (Duddy et al., 2004; Yanaba et al., 2009).

Shao et son équipe ont découvert que les Bregs promeuvent 1’invasion et la croissance du
carcinome hépatocellulaire humain (CHH), en interagissant directement avec les cellules
cancéreuses du foie, par la voie de signalisation CD40/CD154 (Shao et al., 2014).

I1 est admis que la signalisation du BCR (B-Cell Receptor) couplée avec 1’activation du CD40
conduit a une induction plus forte de I’IL-10 (Fillatreau et al., 2002).

IV.2. Par les TLRs

Comme évoqué dans la section « Immunité innée », Les TLRs sont des récepteurs qui

reconnaissent les motifs moléculaires associés aux pathogenes. Ces motifs peuvent provenir
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de diverses origines (bactérie, virus, parasite), et Etre de nature différente (protéine, ose, acide
nucléique) (Pulendran, 2004). Les TLRs jouent un réle dans I’induction des cellules B
régulatrices (van der Vlugt et al., 2014b). De nombreuses études ont ét€ menées chez la
souris. Lampropoulou et al ont montré que 1’activation des TLRs, tels que le TLR4 et le
TLRY des cellules B via la voie de signalisation de Myd88, peut induire des cellules
régulatrices immunosuppressives sécrétant de I’IL-10 in vitro. La signalisation TLR dans les
cellules B supprime les réponses inflammatoires de type Thl et Th17 des lymphocytes T
chez la souris (Lampropoulou et al., 2008).

Les cellules B humaines expriment TLRY, qui est un récepteur pour le CpG, contrairement a
TLR4. Bouaziz et ses collaborateurs ont identifié que le TLR9 est un puissant inducteur de la
production d’IL-10. IIs ont montré que le stimulus optimal pour la production de cette
cytokine est la combinaison de CpG et d’anti-immunoglobuline (anti-Ig), qui peut agir de
manicre synergique pour induire la production d’IL-10 par les cellules B humaines. Les
cellules B stimulées de cette facon ont la capacité d’inhiber la prolifération des lymphocytes T
CD4* CD25, par un mécanisme partiellement dépendant de I’IL-10. Ils ont également
identifié que I’activation de TLRO est impliquée dans la production de I’'IL-10 par les cellules
humaines B CD27*, ou les lymphocytes B transitionnels CD38%&" ex vivo (Bouaziz et al.,

2010).

IV.3. Par ’Interleukine-21

L’interleukine-21 (IL-21) est une cytokine produite par diverses cellules T CD4*
activées, incluant les cellules Thl et Th17, les cellules tueuses naturelles T (NKT), et les
lymphocytes T helpers folliculaires (Tfh) (Santegoets et al., 2013). Cette interleukine joue un
role dans la différenciation et la prolifération des cellules B, mais également des lymphocytes
T CD4" et CD8* (Santegoets et al., 2013). Elle est aussi capable d’induire certaines
populations de cellules B régulatrices. Lindner et ses collaborateurs ont montré que I’[L-21
induit la sous-population de Bregs GrB* (Lindner et al., 2013). Ils ont également découvert
I’existence de cellules B humaines avec un phénotype régulateur dans des infiltrats de
tumeurs solides, tels que les carcinomes du sein, des ovaires, cervical, colorectal ou de la
prostate. Ces données peuvent contribuer a la suppression des réponses immunitaires anti-
tumorales (Lindner et al., 2013).

Yang et al ont montré que les cellules Tfh médient I’expansion de cellules B régulatrices via

I’IL-21 dans un mode¢le murin de lupus. L’IL-21 induit la production d’IL-10 par activation
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de la transduction du signal de STAT3 phosphorylé (pSTATS3). IIs mettent en évidence que
I’IL-10 induite par I’IL-21 exerce une fonction régulatrice en inhibant la prolifération des
cellules T. Ces données suggerent que les cellules Tfh médient non seulement les réponses
immunitaires humorales et augmentent 1’auto-immunité, mais jouent également un rdle plus
large dans les actions de régulation immunitaire grace a 1’induction de la production d’IL-10

via I’'IL-21 (Yang et al., 2013).
V/ Mécanismes d’action des Bregs

V.1. Par des facteurs solubles

Les Bregs peuvent produire trois cytokines immunosuppressives : I’IL-10, le TGF-1

et 'IL-35.

V.1.A. L’interleukine-10

Comme indiqué dans la section « Facteurs cellulaires favorisant 1’émergence et le
développement des tumeurs », 1’interleukine-10 est une cytokine immunosuppressive
impliquée dans le maintien de I’homéostasie cellulaire, en diminuant les réponses
inflammatoires aux infections (Sarvaria et al., 2017, revue).

Les cellules B productrices d’IL-10 peuvent supprimer les réponses immunitaires
inappropri¢es, en régulant 1’équilibre Th1/Th2 et en réduisant directement les réponses
inflammatoires médiées par les cellules de I'immunité innée. L’IL-10 peut inhiber la
production de cytokines par les macrophages activés. Cette cytokine peut également inhiber
I’activation et la prolifération des macrophages, par des voies dépendantes et indépendantes
de STAT3 (O’Farrell et al., 1998).

Un nombre certain d’études suggere que les cellules B productrices de 1'IL-10 sont
importantes pour la génération et/ou I’entretien du pool de lymphocytes T régulateurs (Tregs)
(Gray et al., 2007; Mann et al., 2007; Carter et al., 2011; Sayi et al., 2011; Blair et al., 2009;
Wei et al., 2005; Amu et al., 2010; Tadmor et al., 2011; Sun et al., 2008; Ahangarani et al.,
2009).

Bank¢ et al ont mené le suivi de la phosphorylation des molécules clés de la signalisation
cellulaire et ont montré que 1’activation de ERK, P38 et CREB (C-AMP Response Element-
binding protein) est indispensable pour I’induction de la production de I’'IL-10 chez les

patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR). De plus, la phosphorylation de STAT3
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augmente davantage 1’expression de I’IL-10 dans la population de Bregs humains (Banké et

al., 2017).

V.1.B. Le TGF-beta

Comme énoncé dans la partie « Facteurs cellulaires favorisant 1’émergence et le
développement des tumeurs », le TGF-B joue un rodle crucial dans la différenciation des
lymphocytes T CD4+ en lymphocytes T régulateurs, et promeut ainsi la tolérance immunitaire
aux transplantations (Lee et al., 2014a).

Kessel et ses collaborateurs ont caractérisé une sous-population de Bregs CD25Migh
CD1dMieh TL-10Mie" TGF-pHieh, Ce sous-type cellulaire est capable de réguler la prolifération
des lymphocytes T CD4+ lorsqu’ils sont en co-culture, par un moyen dépendant du contact
cellulaire. Ces résultats suggerent que la fonction régulatrice des Bregs est dépendante du
CD86. Ce type de Breg améliore les propriétés des cellules T régulatrices autologues, en

augmentant les niveaux de FoxP3 et de CTLA-4 (Kessel et al., 2012).

V.1.C. L’interleukine-35

L’IL-35 est une cytokine sécrétée par les Bregs et les Tregs, qui joue un rdle dans
I’immunosuppression (Sawant et al., 2015, revue). Il s’agit d’une protéine dimérique
composée des sous-unités IL-12a et IL-27B codées respectivement par les genes ILI2A et
EBI3 (Epstein-Barr Induced 3). ILI2A, ou p35, est une sous-unité de deux cytokines
hétérodimériques distinctes : I’IL12 et I’IL35. L’IL12 est composée d’une sous-unité de 40
kDa (p40 ou IL12B) et d’une autre de 35 kDa (p35) dont les fonctions sont d’activer les
réponses immunitaires innées et acquises (Wolf et al., 1994). EBI3 s’associe avec IL12A pour
former I’/L-35.

Wang Z et son équipe ont montré que I’IL-35 dérivé de tumeurs promeut la croissance
tumorale grace a I’accumulation de cellules myéloides suppressives (MDSC : Myeloid-
Derived Suppressor Cells), ’accroissement de 1’angiogenése et la suppression de I’immunité

anti-tumorale (Wang et al., 2013).

V.2. Par I’enzyme Indoléamine 2,3-Dioxygénase

L’enzyme Indoléamine 2,3-Dioxygénase (IDO) permet la dégradation du tryptophane

par la voie de la kynurénine (voie métabolique conduisant a la production de NAD+). Elle est
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impliquée dans I’immunité cellulaire en régulant négativement la prolifération des
lymphocytes T, et en inhibant leur différenciation en lymphocytes Th17 (Baban et al., 2009).
La forme active de cette enzyme est principalement induite chez les macrophages humains et
les cellules dendritiques dérivées des monocytes, lors de 1’interaction avec les lymphocytes T.
L’induction dépend non seulement de la production de I’interféron—gamma (IFN-y), mais
également de la surexpression du ligand de CD40 (CD40L) sur ces lymphocytes T (Hwu et
al., 2000; Munn et al., 1999). Les actions immunosuppressives de I’IDO sont médiées par la
privation des tryptophanes et l’accumulation de métabolites toxiques du tryptophane,
entrainant I’inhibition de la prolifération (Munn et al., 1999; Terness et al., 2002; Frumento et
al., 2002), I’anergie (Munn et al., 2004) ou I’apoptose des lymphocytes T (Fallarino et al.,
2002).

Selon Fallarino et al, les effets combinés de la privation en tryptophane et I’accumulation des
métabolites de cet acide aminé conduisent a la conversion de cellules T naives CD4" en
lymphocytes T régulateurs (Fallarino et al., 2006). Sharma et son équipe ont montré que
I’IDO permet 1’activation des lymphocytes T régulateurs matures (Sharma et al., 2007).

Nouél et ses collaborateurs ont identifi€é que les cellules B activées par le CpG régulent la
prolifération des lymphocytes T en produisant I’enzyme IDO et le TGF-B. La production
d’IDO et de TGF-B conduit non seulement a I’induction de lymphocytes T régulateurs
naturels (nTregs), mais aussi a celle de cellules T CD4" productrices de TGF- B et de cellules
T régulatrices productrices d’IL-10. Selon les auteurs, CTLA-4 induit des cellules B pour

produire des IDO et devenir des cellules B régulatrices induites (iBregs) (Nouél et al., 2015).

V.3. Par ’axe PD-1/PD-L.1

L’axe PD-1/PD-L1 est impliqué dans les cancers et les maladies auto-immunes. Ce
point de contr6le immunologique joue un rdle important dans les capacités
immunosuppressives des cellules B régulatrices. De nombreux essais cliniques réussis ont été
menés avec des anticorps monoclonaux visant a bloquer PD-1 et/ou PD-L1. La revue de Iwai
et ses collaborateurs récapitule les différents traitements existants contre PD-1 et son ligand,
ainsi que les difficultés actuelles dans leur utilisation clinique (Iwai et al., 2017). La Figure

25 présente des recherches de traitement ciblant PD-1, ou PD-L1 et PD-L2.
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Figure 25: Traitements ciblant PD-1 et ses ligands, PD-L1 et PD-L2.
FIM : First In Man. D’aprés (Iwai et al., 2017).

D’aprées Khan et ses collaborateurs, les Bregs jouent un rdle essentiel dans la
régulation de I’immunité humorale médiée par les lymphocytes T helper folliculaires CD4*
CXCR5" PDI1* (Khan et al.,, 2015). L’expression ¢levée de PD-L1 peut supprimer
I’inflammation dans les maladies auto-immunes. Les auteurs ont identifié que ces cellules
sont résistantes a une déplétion ciblant les cellules CD20. Ce travail décrit la maniere dont les
Bregs sont essentielles dans I’homéostasie humorale, et peuvent avoir des implications pour la

régulation des maladies auto-immunes (Khan et al., 2015).

V.4. Par induction de lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs participent a la tolérance immunitaire en inhibant la

prolifération des lymphocytes T effecteurs. Un nombre anormalement élevé de Tregs conduit
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a la suppression des réponses immunitaires médiées par les lymphocytes T CD4+ et CD8+, ce
qui peut entrainer une prolifération non contrdlée des cellules tumorales.

Flores-Borja et son équipe montré que les Bregs chez I’Homme (CD19* CD241igh CD3gHigh)
inhibent la différenciation des cellules T naives en cellules T helper 1 et 17 (Thl et Th17).
Elles convertissent également les cellules CD4* CD25 en lymphocytes T régulateurs,

mécanisme partiellement dépendant de I’IL-10 (Flores-Borja et al., 2013).
VI/ Les Lymphocytes T Régulateurs

VI.1. Historique de la découverte des Tregs

En 1970, Gershon et Kondo ont découvert que les lymphocytes T sont capables non
seulement d’augmenter les réponses immunitaires, mais également de les diminuer. Cette
régulation négative est médiée par des lymphocytes T différents des cellules T helpers
(Gershon and Kondo, 1970). Cette population de lymphocytes T, appelée «cellules T
suppressives », a été intensivement étudi€ée au cours des années suivantes dans divers
domaines de I’immunologie. Le phénotype des lymphocytes T suppresseurs, évalué par
I’expression de Lyt-1 (CDS5) et Lyt-2 (CDS8), étaient pour la plupart Lyt-2, actuellement
dénommées cellules T CD8*. Toutefois, certains d’entre eux, en particulier ceux qui
suppriment 1’hypersensibilité retardée, étaient Lyt-17 27, actuellement dénommées cellules T
CD4*. Les cellules suppressives T CD8" étaient sensées exprimer la molécule I-J, molécule
clé associée a leur fonction suppressive (Green et al., 1983).

La recherche active sur les cellules T suppressives s’est effondrée dans les années 1980,
lorsque 1’étude du géne du CMH de la souris a montré qu’il ne présentait aucune existence de
la région I-J. (Kronenberg et al., 1983). Il était jusqu’alors supposé que le géene du CMH
codait pour les polypeptides I-J et que ceux-ci étaient localisés au sein du complexe du gene
du CMH.

A la fin des années 1980 et au début des années 1990, les chercheurs avaient limité
I’utilisation des termes «cellules T suppressives » a I’interprétation des phénomenes
immunologiques suppressifs ou inhibiteurs (Bloom et al., 1992).

La caractérisation moléculaire de diverses cytokines, y compris I’'[L-10 aux fonctions
immunosuppressives, a révélé leur pléiotropie, leur régulation commune et leur redondance
de fonction vis-a-vis des lymphocytes T (O’Garra and Murphy, 1994). Ces résultats ont

généré un concept selon lequel les phénomenes suppresseurs impliquant les lymphocytes T
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ont été attribués aux cellules T sécrétant des cytokines immunosuppressives, avec un role peu
significatif joué par les « anciennes » cellules T suppressives. Dans un tel contexte, il est
compréhensible que les cellules Tr produisant de I’IL-10, appelées Trl, produites in vitro par
stimulation antigénique de lymphocytes T naifs en présence d’IL-10 ou de cellules Tr
sécrétrices de TGF-beta (nommées Th3) ont rencontré peu de difficultés a étre acceptées. Ces
cellules étaient obtenues a partir de souris étudiées pour la tolérance orale (tolérance
immunologique vis-a-vis d’un antigéne administré par voie orale) (Chen et al., 1994; Groux et

al., 1997b).

Les « cellules T régulatrices » (Tregs) ont été identifiées comme une sous-population
de lymphocytes T CD4* exprimant des niveaux élevés de CD25 ou des faibles niveaux de
CD45RB. Ces cellules avaient la capacité de diminuer les symptomes de la pathologie auto-
immune induite par la thymectomie néonatale, ou de permettre la reconstitution de rongeurs
lymphopéniques (Sakaguchi et al., 1995; Smith et al., 1991; Morrissey et al., 1993; Suri-Payer
et al., 1998).

L’événement majeur qui a conduit a 1’acceptation générale des cellules Tregs en tant que
phénotype distinct a été 1’identification du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3)
(Chatila et al., 2000; Brunkow et al., 2001; Wildin et al., 2001), et de son expression pour
I’ensemble des cellules Tregs (Fontenot et al., 2005b; Wan and Flavell, 2005).

Les cellules Tregs FoxP3* utilisent les chaines alpha et beta du TCR pour la reconnaissance
antigénique, et possedent un large répertoire antigénique, qui est comparable en taille mais
différent en composition par rapport aux lymphocytes T CD4* conventionnels (Tconv) (Hsieh
et al., 2006; Pacholczyk et al., 2006; Wong et al., 2007).

Le phénotype anergique des Tregs in vitro reflete la forte dépendance de ces cellules a I’IL2.
Ils ne peuvent pas synthétiser cette cytokine mais elle est la clé de leur différenciation, de leur
homéostasie et de leur fonction (Furtado et al., 2002; Thornton et al., 2004; Fontenot et al.,

2005a).

VI.2. Origine des Tregs
Deux origines ont été décrites pour les cellules FoxP3*. La plupart des lymphocytes T
FoxP3* se différencient dans le thymus, a partir de précurseurs immatures doubles positifs

CD4" CD8*, comme une alternative au développement des cellules CD4* conventionnelles.

La seconde origine se produit dans le sang périphérique, ou un certain nombre d’éléments
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déclencheurs induit ’expression de FoxP3 dans les cellules T conventionnelles (Dhamne et
al., 2013).

Les premiers sont communément appelés « naturels » (nTregs) ou « dérivés du thymus »
(tTregs). Les seconds sont généralement connus sous les qualificatifs « induits » (iTregs) ou

« périphériques » (pTregs).
V1.3. Différentes classes de Tregs

VI.3.A. Les lymphocytes T régulateurs naturels

Les lymphocytes T régulateurs naturels (nTregs) CD4" CD25" FoxP3* sécretent de
I’IL-10 et du TGF-beta. Il s’agit du sous-ensemble le plus représenté des Tregs. Ces cellules
proviennent du thymus en réponse aux auto-antigenes. Elles contribuent au contrdle des
réponses immunitaires spécifiques des allergenes de plusieurs manieres. Les nTregs peuvent
notamment inhiber le développement des cellules dendritiques, qui permettent la génération
de cellules T effectrices. Elles inhibent les cellules effectrices Th1, Th2, Th17 ainsi que les
réponses IgE spécifiques aux allergenes et 1’induction des IgG4. Elles contribuent a la
suppression des mastocytes, basophiles et éosinophiles, interagissent avec les cellules
tissulaires et suppriment la migration des cellules T effectrices vers les tissus (Akdis and
Akdis, 2009, revue).

D’aprés Seddiki et al, il existe une corrélation inverse entre ’expression de FoxP3 et de
CD127 dans les lymphocytes T CD4+ CD25+, ce qui suggere que I’expression de CD127 a la
surface cellulaire peut étre utilisée comme une alternative a I’identification du facteur de
transcription FoxP3 pour mettre en évidence et isoler les Tregs humains lors d’analyses

fonctionnelles (Seddiki et al., 2006).

VI.3.B. Les lymphocytes T régulateurs ICOS™

Les Tregs ICOS™ (Inducible T-Cell COstimulator) se distinguent de toutes les autres
populations FoxP3* par I’expression de I’IL-10, de I’IL-17 et de I’interféron-gamma (IFN-y).
Les Tregs ICOS™ dérivent de 1I’expansion des nTregs, et expriment des niveaux élevés de la
protéine ICOS in vivo suite a une sensibilisation avec le 2,4 dinitro-fluorobenzene. Ils ont la
capacité d’inhiber spécifiquement les lymphocytes T CD8* reconnaissant 1’hapténe
(Vocanson et al., 2010). Ce sous-ensemble de Tregs exprime constitutivement des niveaux

¢levés de CD25 (IL2Ra) et de CD39. Sim et son équipe se sont intéressés a I’effet d’une
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forme mutante d’IL2 qui se lie préférentiellement a I’'IL2RPy d’affinité inférieure. Ils ont mis
en évidence une liaison réduite a CD25 sur les Tregs, les cellules NK effectrices et des sous-
groupes de lymphocytes T. Ils ont découvert que ce variant régule négativement I’expansion
des Tregs ICOS™*, promeut 1’activation des cellules NK et inhibe la croissance tumorale de

mélanomes plus efficacement que 1’IL2 sauvage (Sim et al., 2016).

VI.3.C. Les lymphocytes T régulateurs induits

Les lymphocytes T régulateurs induits (iTregs) ont les mémes caractéristiques
phénotypiques que les nTregs, et sécretent également I’IL-10 et le TGF-beta. Contrairement
aux nTregs, les iTregs sont induits en périphérie. Les cellules T CD4" naives expriment
FoxP3 en périphérie en réponse a des antigenes étrangers, et ces cellules ont une fonction
suppressive similaire aux nTregs (Kretschmer et al., 2005).

Le phénotype des iTregs résulte de la conversion de cellules CD4" FoxP3 dans diverses
conditions : stimulation chronique et/ou non optimale par un peptide agoniste, exposition a un
agoniste administré par voie orale apres transfert chez un hote lymphopénique, ou en réponse
a une infection helminthique (Finney et al., 2007; Kretschmer et al., 2005; Apostolou and von
Boehmer, 2004; Grainger et al., 2010).

Les cellules Tregs FoxP3*™ peuvent aussi étre générées a partir de cellules T naives apres
stimulation par le TGF-beta et I’IL-2. Comparé aux nTregs, les iTregs se sont révélées

instables.

VI1.3.D. Les lymphocytes T producteurs d’IL-35

Les lymphocytes T régulateurs produisant de 1’IL-35 (iTr35) représentent une sous-
population de Tregs induits qui possédent des fonctions suppressives via I’'IL-35 (Collison et
al., 2010). Les cellules 1Tr35 constituent un médiateur de la tolérance aux agents infectieux et
contribuent a la progression tumorale médiée par les cellules T régulatrices (Collison et al.,
2010). Selon Ma et ses collaborateurs, des niveaux €levés d’IL-35 chez les patients atteints de
cancer colorectal induit une conversion des cellules T en iTr35, en activant STAT1 et STATS3.
Cette induction favorise I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T et pourrait
contribuer a ’immunotolérance tumorale chez les patients atteints de cancer colorectal (Ma et

al., 2016).
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VI.3.E. Les cellules T régulatrices de type 1

Les cellules T régulatrices de type 1 (Trl) sont des lymphocytes T CD4* qui expriment
CD25 et non FoxP3. Ces cellules sécretent I’IL-10 et peuvent supprimer les fonctions
effectrices des cellules T (Pot et al., 2011).

Comme les cellules nTregs, les cellules Trl jouent également un rdle important dans le
contrdle de I’inflammation allergique, et ce de plusieurs facons. Ce sous-type cellulaire
réprime les cellules Th2 et les cellules effectrices de 1’inflammation allergiques, telles que les
éosinophiles, les mastocytes et les basophiles, via la production de I’IL-10 et potentiellement
de TGF-beta (Wu et al., 2007).

D’aprés Yao et ses collaborateurs, les cellules Trl possedent une fonction suppressive de la
protéine NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3), impliquée dans
I’activation de I’inflammasome. Ils démontrent que ce mécanisme est dépendant de 1’IL-10
(Yao et al., 2015).

Récemment, Brockmann et al ont découvert que 1’expression du récepteur de I’'IL-10 est
essentielle pour la fonction des cellules T régulatrices Trl in vivo. Ces données suggerent que
I’expression du récepteur a I’'IL-10 doit étre prise en compte pour 1’élaboration de thérapies

cellulaires basées sur les Trl (Brockmann et al., 2017).

VIL.3.F. Les lymphocytes T régulateurs FoxP3+ producteurs d’IL-17

Il est rapporté que le sang périphérique humain et les tissus lymphoides, mais pas le
thymus, contiennent un nombre significatif de lymphocytes CD4" FoxP3*, qui expriment
CCR6 (C-C chemokine receptor type 6) et ont la capacité de produire I’IL-17 lorsqu’elles sont
activées. Ces cellules co-expriment les facteurs de transcription FoxP3 et RORgammat. Ce
type de cellules Tregs inhibent fortement la prolifération des lymphocytes T effecteurs CD4".
Ce sous-ensemble cellulaire est différencié a partir de Tregs CD4* FoxP3* CCR6 suite a la
stimulation du récepteur des lymphocytes T et en présence d’IL-1p, IL-2, IL-21, IL-22 et de

sérum humain (Voo et al., 2009).

VI.3.G. Les lymphocytes T régulateurs CD8*

Un sous-ensemble de Tregs exprimant le CDS8 est caractérisé par ’expression de

CD25, FoxP3, et CD28. Ces Tregs présentent un phénotype de surface cellulaire unique, avec
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la co-expression de marqueurs associés a 1’activation et aux cellules naives. Les Tregs CD8
produisent I’'IL-10, le TNF-alpha, I’interferon-gamma et le Granzyme B. Elles peuvent étre
rapidement générées a partir de cellules T CD8 en présence d’IL-4 et d’IL-12. Elles bloquent
I’activation des lymphocytes T naifs ou effecteurs, suppriment les réponses a anticorps
IgG/IgE, et favorisent I’apparition de la maladie chronique du greffon contre I’hote (cGVHD)
in vivo. La suppression est dépendante du contact cellulaire et est médiée par une interaction
directe entre deux cellules T (Noble et al., 2006).

En raison de I’expression constitutive de CD25, les Tregs CD8* sont 2 a 40 fois plus sensibles
a la stimulation par I’IL-2 que les cellules T effectrices CDS8 in vitro, mais 2 a 4 fois moins
que les Tregs CD4". Néanmoins, une faible dose d’IL-2 permet I’activation et 1I’expansion
accrue des Tregs CD8" chez la souris et chez I’Homme. De plus amples études seraient
judicieuses pour juger de la relevance clinique des cellules Tregs CD8* dans les maladies
auto-immunes (Churlaud et al., 2015).

Le Tableau 8 récapitule les principales classes de Tregs, leur origine, leurs marqueurs, les

molécules sécrétées et leurs roles principaux.
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. . Marqueurs Molécules . .
Sous-types Origine spécifiques sécrétées Fonctions principales
Inhibent la prolifération des
LT, suppriment les cellules
dendritiques, inhibent les
cellules effectrices Thl, Th2,
Th17, éliminent la production
CD4. CD25 IL-10 des IgE spécifiques des
nTregs Thymus F(’)XP?) ’ T GF-[; allergenes, induisent la
sécrétion d’1gG4, suppriment
les mastocytes, basophiles et
éosinophiles, interagissent avec
les cellules résidentes
tissulaires et participent au
remodelage tissulaire
" Générés a partir CD:(’)XCPI?’ZS’ IL-10,IL-17, Suppriment les cellules CD8+
Tregs ICOS des nTregs 1COS IFN-y qui reconnaissent I’hapténe
iTregs Périphérie CD4, FoxP3 IL_IOE}TGF_ Similaires aux nTregs
Inhibent la prolifération des
iTr35 Périphérie CD4 1L-35 lymphocytes T effecteurs,
participent a
I’immunotolérance tumorale
Gerézrzzililgzmr Inhibent les fonctions et la
e e migration des cellules
Trl Trees ef les CD4, CD25 IL-10 effectrices Th, suppriment les
ar% lions mastocytes, basophiles et
lyfn pl%atiques éosinophiles
Différenciés a
partir de Tregs
+ + +
Tregs FoxP3 CD4 _FOXP3 CDé’C 1;06XP3’ 1.17 Inhibent la prolifération des
producteurs CCR6 dans le ) - . +
cellules T effectrices CD4
d’IL-17 sang périphérique RORgammat
et des tissus
lymphoides
Bloquent I’activation des
Générés & partir IL-10 cellules T naives et effectrices,
. decellulesCD8 CD8,FoxP3,  TNF-q, SIS Ay IR e
Tregs CD8 OT-1 et des CD25. CD28 TFN-y anticorps IgG/IgE, inhibent
amvedales ’ Granz m,e B I’expression de I’IL-4 et la
e y prolifération des cellules T

CD4+

Tableau 8 : Différentes sous-populations de Tregs humains.

iTr35 : Lymphocytes T producteurs d’IL-35 induits ; iTregs : cellules T régulatrices induites ; LT : Lymphocyte
T ; nTregs : cellules T régulatrices naturelles ; Th : Cellule T helper ; Tregs : Lymphocytes T régulateurs.

D’aprés (Zhang et al., 2014).
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VII/ / Pathologies associées aux Bregs

L'importance des Bregs humains dans le maintien de 1'homéostasie immunitaire
provient d'une variété de pathologies liées a I'i'mmunité, telles que les maladies auto-immunes,
les cancers et les infections chroniques qui sont souvent associées a des anomalies dans le
nombre ou la fonction des Bregs. Dans ce paragraphe, nous traiterons des principales
pathologies associées aux lymphocytes B régulateurs : les maladies auto-immunes et
inflammatoires associées a un déficit en Bregs, ainsi que les cancers et les maladies

infectieuses, présentant au contraire un nombre de Bregs anormalement élevé.

VII.1. Maladies auto-immunes et inflammatoires

Les Bregs semblent jouent un rdle de modérateur dans les maladies avec dérégulation
immune. Méme si elles ne sont pas impliquées dans ces pathologies de maniere causale, elles
peuvent favoriser la guérison des patients atteints de maladies allergiques. La manipulation
des fonctions des Bregs pourrait étre une stratégie thérapeutique intéressante pour soigner de

telles pathologies.

VII.1.A. Le Lupus Erythémateux Disséminé

Le Lupus Erythémateux Disséminé (LED) est une maladie auto-immune
inflammatoire multi-systémique et hétérogéne qui affecte majoritairement les femmes. Au
plan biologique, elle est caractérisée par la production d’anticorps antinucléaires, des
anomalies de fonction des cellules B et T. Cette maladie peut affecter n’importe quel organe
ou tissu. L’atteinte rénale représente la complication la plus sévere (La Paglia et al., 2017,

revue).

Blair et al ont montré que les cellules B régulatrices CD19+ CD241igh CD38High jsolées
du sang périphérique de patients atteints de SLE présentent des anomalies fonctionnelles. Ces
cellules ne répondent pas a la stimulation par CD40, produisent moins d’IL-10 et sont
dépourvues de capacités suppressives, comparé aux cellules B CD19* CD24High cp3gtich
issues d’individus en bonne santé. La fonction régulatrice altérée des cellules B peut avoir une
incidence considérable sur les réponses immunitaires effectives dans le SLE et dans d’autres

troubles immuns (Blair et al., 2010). La diminution de la production de I’'IL-10 pourrait
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résulter de la forte stimulation des Bregs en réponse a I’exces de signaux inflammatoires,

entrainant 1I’épuisement et la perte de la fonction suppressive (Mauri and Bosma, 2012).

L’¢tude du rdle des Bregs chez les patients atteints de LED traités par le rituximab
anti-CD20 (déplétion des cellules B) a fourni des données informatives quant a la contribution
des Bregs dans le maintien de la tolérance. Les réponses des lymphocytes B et la fréquence
des cellules iNKT (NKT invariant) sont altérées chez les patients atteints de LED (Bosma et
al., 2012). Le défaut de stimulation des iNKT médié par les cellules B est associé a une
altération de I’expression du marqueur CDI1d. Les auteurs ont montré que le nombre et la
fonction des iNKT ont été restaurés chez les patients atteints de LED répondant au traitement
ciblant le CD20. Ils ont également constat¢ une normalisation de 1’expression de CD1d,
exclusivement dans les cellules B immatures nouvellement générées. Ces parametres sont
associés a I’amélioration de la réponse clinique chez ces patients. Cette étude révele que les
cellules B nouvellement formées ayant acquis la capacité de différenciation en Bregs peuvent

conditionner les réponses d’autres cellules immunorégulatrices (Bosma et al., 2012)..

Menon et ses collaborateurs ont montré que 1’expansion altérée des cellules B CD19*
CD24Hieh CD38High est médiée par les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) chez les
patients atteints de lupus érythémateux disséminé. Ce dysfonctionnement est associé a une
altération de I’activation de STAT1 et de STAT3. Selon les auteurs, la dysfonction des Bregs,
STATI et STAT3 contribuent a la pathogenese du LED (Menon et al., 2016).

Chez les patients atteints de LED, Gao et ses collaborateurs ont découvert que les iBregs sont
moins efficaces dans le contrdle de la prolifération des lymphocytes T helper. Ils démontrent
ainsi que le répertoire des lymphocytes B est amoindri dans le LED. Les anomalies des
cellules iBregs chez les patients atteints de LED pourrait permettre une sur-stimulation des
réponses immunitaires, et contribuer a I’initiation ou/et a la perpétuation de la maladie (Gao et
al.,, 2014). Selon Deng et Galipeau, la reprogrammation des cellules B en cellules B
régulatrices induites pourrait constituer de bons outils thérapeutiques pour le traitement de

maladies auto-immunes (Deng and Galipeau, 2012).

VII.1.B. La Polyarthrite Rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PR) se caractérise par une inflammation chronique de la

membrane synoviale, entrainant une prolifération synoviale, une lésion des cartilages et une
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érosion osseuse, accompagnée d’une éventuelle destruction des articulations. Cette maladie
est caractérisée par I’interaction entre les synoviocytes fibroblastiques (d’origine
mésenchymateuse) et les cellules du systtme immunitaire inné (macrophages, cellules

dendritiques, cellules NK...) et adaptatif (lymphocytes B et T) (Angelotti et al., 2017, revue).

Flores-Borja et son équipe ont identifié que les cellules Bregs immatures CD24Hieh
CD38Hieh jssues de patients atteints de PR ne possédent pas la capacité de supprimer la
différenciation des cellules Th17, ni de convertir les cellules T naives en cellules T
régulatrices fonctionnelles, comparé aux individus sains. Le nombre absolu de cellules Bregs
CD24tieh CD38High et significativement diminué chez les patients atteints de LED. Les
auteurs ont montré que ce nombre est négativement corrélé avec la gravité de la maladie
(Flores-Borja et al., 2013). D’autres études ont confirmé ces données (Daien et al., 2014; Ma
et al., 2014; Cui et al., 2015).

Selon Hu et son équipe, les cellules régulatrices B10 issues de patients atteints de PR
possedent le potentiel de conversion en cellules productrices de RANKL (Receptor Activator
of Nuclear factor Kappa-B Ligand). Ce potentiel de conversion exacerbe la formation
d’ostéoclastes, la destruction osseuse et la progression de la maladie (Hu et al., 2017).

Bank¢ et ses collaborateurs ont identifié que les patients atteints de PR présentent un nombre
significativement diminué de cellules Bregs CD19" CD27" produisant de I’'IL-10, comparé
aux individus sains. Ces cellules n’ont pas la capacité de supprimer la production d’IFN-y
sécrété par les lymphocytes T CD4+ lorsqu’ils sont co-incubés en leur présence. Le suivi de
la phosphorylation des molécules clés de la signalisation révele que I’activation de ERK, p38
et CREB est indispensable pour I’induction et la production de I’'IL-10, alors que la
phosphorylation de STAT3 augmente davantage 1’expression de I’IL-10 dans les cellules
Bregs humaines. CREB et STAT3 sont les principaux facteurs de transcription responsables

de la différenciation et de 1’expansion des Bregs humaines productrices d’IL-10 (Banko et al.,

2017).
VII.1.C. La Sclérose En Plaques
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune chronique du systeme

nerveux central (SNC). La SEP attaque les axones myélinisés dans le SNC, détruisant la

myéline a des degrés divers. Cette pathologie est ’'une des principales causes d’incapacité
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neurologique d’origine non traumatique chez les jeunes adultes, et touche deux fois plus les

femmes que les hommes (Goldenberg, 2012, revue).

La premiére étude décrivant la production d’IL-10 par des cellules B issues de sang de
patients atteints de sclérose en plaques a été publiée en 2007. Duddy et al ont identifié que
I’IL-10 sécrétée par les cellules B est significativement diminuée chez les patients atteints de

SEP récurrente-rémittente et progressive secondaire, comparé aux individus sains (Duddy et

al., 2007).

Récemment, Giacomini et al ont montré que le prétraitement des PBMCs issus de
patients atteints de SEP récurrente induit un état anti-inflammatoire dans les cellules cultivées
(Giacomini et al., 2017). Ce prétraitement permet la réduction de la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires IL-6, IL-8, et IL-1 tout en augmentant significativement les interleukines
régulatrices IL-10 et IL-35. Cela a également conduit a une expansion de cellules B
régulatrices CD19* CD24Hieh CD38Hieh  ayant la capacité d’inhiber la production d’IFN-y et

d’IL-17 (Giacomini et al., 2017).

L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) chez la souris est une maladie
auto-immune du SNC médiée par Thl, induite par immunisation avec des protéines ou des
peptides de myéline (Williams et al., 1994). L’EAE représente un modele pour la sclérose en
plaques, qui est caractérisée par une inflammation aigiie du CNS, la démyélinisation et la
paralysie. Le role régulateur des lymphocytes B dans la SEP a été décrit en 1996 par Wolf et
ses collaborateurs (Wolf et al., 1996b).

Shen et ses collaborateurs ont montré que les souris dépourvues d’IL-35 par un double knock-
out (KO) possedent une immunité accrue, caractérisée par une activation plus élevée des
macrophages et des lymphocytes T inflammatoires, et une fonction stimulatrice améliorée des
cellules B a présenter les antigenes (Shen et al., 2014). Ces souris déficientes en cellules B
productrices d’IL-35 développent des EAE exacerbées et sont protégées de la septicémie
induite par S. Typhimurium (Salmonella), par rapport aux animaux témoins. Ces données
expliquent en grande partie ’amélioration de présentation des antigénes par les cellules B
déficientes en 1L-35. Ce potentiel est associé a une plus forte expression de CMHII, CDS80,
CD86, contribuant a la stimulation de la prolifération et a la production de cytokines

inflammatoires par les cellules T CD4+ autologues. Les lymphocytes B producteurs d’IL-35
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constituent des €léments clés de I’immunité durant les maladies auto-immunes et infectieuses
(Shen et al., 2014).

Le potentiel de régulation de I’'IL-35 dérivé des cellules B a été confirmé et complété
par une étude de Wang RX et al, qui ont montré que le traitement par de 1’IL-35 recombinant
induit des Bregs sécrétant de I’IL-10, qui peuvent supprimer efficacement la prolifération des
cellules B CD19* (Wang et al., 2014a). L’IL-35 médie également la conversion des cellules B
en une population de cellules Bregs qui sécrétent I’IL-35 (Bregs IL-35"). L’administration
d’IL-35 recombinant ou de Bregs sécrétant I’IL-35 contrdle efficacement les étapes initiales et
établies de I’Uvéite Auto-immune Expérimentale (EAU). Les EAU ont été établies grace a
des immunisations comportant plusieurs peptides. Cette protection médiée par les cellules
Bregs IL-35" est dépendante de I’augmentation de 1’induction et de 1’expansion des Bregs,
des Tregs Foxp3™, et de I’inhibition des cellules effectrices pathogénes Thl et Th17. Les
auteurs suggerent que 1’IL-35 pourrait étre utilisé pour induire des cellules Bregs autologues
et des Bregs producteurs d’IL-35 pour le traitement de maladies auto-immunes et infectieuses

(Wang et al., 2014a).

VIIL.1.D. La maladie Inflammatoire de I’Intestin

La maladie inflammatoire de ’intestin (MII) est une maladie inflammatoire intestinale
chronique classée en deux formes principales: la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique (RCH), autrement appelée colite ulcéreuse (CU). Ces pathologies sont médiées
par des mécanismes a la fois communs et distincts, avec des caractéristiques cliniques
différentes (Talley et al., 2011; Kaser et al., 2010).

Les études des Bregs chez les patients atteints de MII sont limitées par rapport a celles des
patients atteints de LED, PR et SEP. Selon Oka et ses collaborateurs, la production de I’IL-10
est fortement diminuée pour les cellules issues de sujets atteints de la maladie de Crohn et de
la CU lorsqu’elles sont incubées durant 72h avec du CpG, par rapport aux cellules issues
d’individus témoins (Oka et al., 2014).

Des travaux menés par Ansary et al ont mis en évidence que les cellules apoptotiques
permettent 1’amélioration de la MII, en restaurant les fonctions des cellules B régulatrices, et

en augmentant la production de I’IL-10 (Ansary et al., 2014).
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VII.1.E. Le diabéte insulinodépendant

Le diabete insulinodépendant (DID), ou diabete de type 1, est une maladie auto-
immune dans laquelle les cellules B productrices d’insuline dans les ilots pancréatiques sont
rapidement détruites par une réponse immunitaire. Les lymphocytes T CD4+ et CD8+
reconnaissent les auto-antigenes des ilots, entrainant ainsi une hypoglycémie qui peut étre
suivie de complications (Roep, 1996; Eisenbarth, 1986).

Il existe tres peu d’études concernant les Bregs chez les patients atteints de DID. Selon
Thompson et al, aucune différence n’est observée entre la fréquence des cellules B produisant
de I’'IL-10 dans le sang périphérique de patients atteints par cette pathologie et celle des
individus témoins lorsque les cellules sont incubées avec de I’IL-21 durant 72h avec addition
de CpG, LPS et PI (Thompson et al., 2014).

A contrario, Kleffel et son équipe ont rapporté que les cellules issues de patients atteints de
diabete de type 1 présentent une diminution de la fréquence de cellules B IL-10* par rapport
aux cellules d’individus en bonne santé lorsqu’elles sont cultivés avec du LPS et du CpG
durant 96h. Ces données suggerent que les Bregs ayant été maturés par les antigénes peuvent
maintenir la tolérance aux auto-antigenes des ilots en supprimant sélectivement les réponses
des cellules T auto-réactives. Les individus atteints de DID sont dépourvus de cette

population de Bregs (Kleffel et al., 2015).

VII.1.F. Le pemphigus

Le pemphigus est une maladie auto-immune spécifique de 1’organe, médiée par des
auto-anticorps IgG a la desmogléine 1 et/ou a la desmogléine 3. Ces auto-anticorps bloquent
I’adhérence des kératinocytes, entrainant la formation de cloques intra-épidermiques des
membranes de la muqueuse et de la peau (Amagai, 1996; Stanley, 1995).

Zhu et al ont montré que la fréquence des cellules Bregs immatures est augmentée dans le
sang périphérique des patients atteints de pemphigus. Toutefois, ces Bregs ont une capacité
amoindrie a produire de 1’IL-10 apres 48h de stimulation au CpG, LPS et CD40L, par rapport
a celles d’individus sains (Zhu et al., 2015).

Colliou et ses collaborateurs ont découvert que les patients atteints de pemphigus étant en
rémission complete apres un traitement par le rituximab possedent des fréquences plus
élevées en Bregs immatures et en cellules B productrices d’IL-10, par rapport aux patients

non traités ou en rémission incomplete apres le traitement (Colliou et al., 2013). Ainsi, la
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fonction régulatrice des cellules B peut étre altérée chez les sujets atteints de pemphigus. La
restauration de cellules Bregs fonctionnelles aprées 1’appauvrissement des lymphocytes B peut

contribuer a la rémission de la maladie (Colliou et al., 2013).

VII.1.G. Les maladies allergiques

Les maladies allergiques comprennent de nombreuses pathologies hétérogenes, avec
des manifestations cliniques distinctes. Ces pathologies résultent généralement d’une réponse
inflammatoire non controlée aux allergenes. Elles peuvent conduire a un certain nombre de
troubles tels que I’asthme, la rhinite allergique et la dermatite atopique. Les mécanismes
favorisant I’inflammation allergique sont caractérisés par une réponse immunitaire polarisée
par Th2. L’une des causes importantes du développement de 1’inflammation allergique est
I’altération des processus de régulation immunitaire (Soyer et al., 2013).

Van der Vlugt et ses collaborateurs ont étudié la fréquence et la fonction des cellules B
régulatrices productrices d’IL-10 chez des patients souffrant d’asthme. Ils ont identifié que les
sujets asthmatiques produisent moins de cellules B CD24ig" CD27+* sécrétant de 1’IL-10, par
rapport aux individus sains lorsque les lymphocytes B sont cultivés avec du LPS durant 48h
(van der Vlugt et al., 2014a).

L’équipe de Kamekura a également montré une diminution de la fréquence des cellules B

CD24Migh CD27* chez des patients atteints de rhinite allergique (Kamekura et al., 2015).

VII.1.H. La maladie chronique du greffon contre I’hote

La maladie du greffon contre I’hote (GvH) est une pathologie chronique inflammatoire
consécutive a une transplantation. Il s’agit d’une réaction des cellules immunocompétentes du
donneur contre les tissus de 1’hote. Les lymphocytes T activés du donneur attaquent les
cellules épithéliales du receveur suite a une inflammation causée par la greffe. Cette maladie
affecte le plus fréquemment la peau, la muqueuse buccale, le foie, les yeux et le tractus
gastro-intestinal (Presland, 2016, revue).

Des études menées a partir de patients atteints de GvH chronique ont mis en évidence le role
des Bregs immatures dans 1’établissement de la tolérance aux transplantations, en réprimant
les réponses des cellules T effectrices (Khoder et al., 2014; Nouél et al., 2014).

Selon De Masson et son équipe, les receveurs de greffe allogéniques sont dans I’incapacité de

reconstituer le pool de cellules B mémoires. Ils ont montré que les patients atteints de la
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maladie chronique du greffon contre I’hdte possédent moins de cellules B CD24High CD27+ et
de lymphocytes B CD24ig" CD27* producteurs d’IL-10, comparé aux individus sains. Les
patients atteints de cGVHD ont des fréquences plasmatiques accrues mais un nombre de
plasmablastes producteurs d’IL-10 diminué. Ces données suggerent un rdle des lymphocytes
B CD24%ieh CD27+* et de I'IL-10 dérivée des plasmablastes, dans la régulation de la GvH
chronique chez I’Homme (de Masson et al., 2015).

Selon Sarvaria et al, le sang de cordon ombilical est enrichi en cellules B régulatrices
productrices d’IL-10, qui peuvent étre un facteur protecteur contre la GvH chronique apres

une transplantation de sang de cordon (Sarvaria et al., 2016).

VII.2. Cancers

Compte-tenu du rdle favorisant les tumeurs des cellules B et les capacités régulatrices
des Bregs, des études récentes ont porté sur le role des Bregs dans le cancer.
Selon Schwartz et al, ces mécanismes comprennent I’acquisition de I’expression de ligands
inhibiteurs, la phosphorylation de STATS3, et I’induction des molécules immunosuppressives
IL-10 et TGF-B. Ces caractéristiques confeérent aux cellules B un phénotype de Breg.
L’activité suppressive peut affecter divers sous-types cellulaires, comprenant les cellules T
effectrices, les cellules NK, les cellules myéloides suppressives (MDSC : Myeloid-Derived
Suppressive Cell), et/ou des macrophages associés aux tumeurs. Les cellules B peuvent
également favoriser directement la tumorigenese, par le recrutement de cellules
inflammatoires et la régulation positive de génes pro-angiogéniques et de collagénases pro-
métastatiques. L’infiltration des Bregs a ¢été identifiée dans diverses tumeurs solides, y
compris les cancers (dont la liste n’est pas exhaustive) du poumon, des ovaires, de I’estomac,
du pancréas, de 1I’cesophage, de la téte et du cou, et du foie. Plusieurs études suggerent que le
recrutement des cellules B et 1’acquisition d’une activité suppressive au sein de la tumeur
peuvent constituer un mécanisme important par lequel les cellules B peuvent moduler
I’immunité anti-tumorale innée et/ou adaptative. L’appauvrissement des cellules B au niveau
clinique en utilisant des anticorps anti-CD?20, et/ou des inhibiteurs de BTK (Tyrosine Kinase
Bruton) et/ou d’autres voies de signalisation peuvent étre une stratégie intéressante pour

augmenter la réponse immunitaire anti-tumorale (Schwartz et al., 2016, revue).

He et al ont identifié les nombreux roles des Bregs dans 1’émergence et le

développement de cancers. Les Bregs peuvent inhiber d’autres cellules immunitaires par la
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sécrétion de cytokines et la présentation des antigenes, ce qui leur confere leur pouvoir
pathogene dans les cancers et maladies auto-immunes. Certaines sous-populations de Bregs
sont capables de différencier les lymphocytes T CD4* CD25" en lymphocytes T régulateurs,
pouvant également €tre impliqués dans la cancérogénese (He et al., 2014a).

Ganti et al ont mené une étude sur un modele murin de mélanome et ont démontré que les
cellules B régulatrices s’accumulent préférentiellement dans les ganglions lymphatiques
drainants et favorisent la croissance tumorale. Cette réponse locale peut €tre une étape critique
dans la génération d’un environnement immunosuppresseur permettant la croissance tumorale
et la génération de métastases (Ganti et al., 2015).

Guan et al ont montré que I’expression de PD-L1 est plus élevée sur les Bregs provenant de
patients atteints de cancer du sein invasif comparé aux individus en bonne santé. La présence
de PD-L1 sur les Bregs est positivement corrélée avec les cellules T régulatrices, et

négativement avec les cellules T effectrices PD-1%2" (Guan et al., 2016b).

Un effort continu visant a comprendre la biologie des Bregs chez des individus en
bonne santé apportera de nouvelles possibilités de développer des immunothérapies ciblant
les Bregs. Cette stratégie pourrait s'avérer bénéfique dans le traitement de diverses
pathologies liées a I’immunosuppression. Mauri et Menon présentent 1’état actuel du role des
Bregs dans diverses pathologies, ainsi que les traitements thérapeutiques actuels proposés

pour y remédier (Mauri and Menon, 2017, revue).

VII.3. Maladies infectieuses

Bien que les cellules B régulatrices fournissent des avantages pour I’hdte dans les
maladies auto-immunes et les maladies inflammatoires chroniques, leur présence durant une
infection peut compromettre I’¢limination des agents pathogénes. Un large champ de
pathogenes, incluant les helminthes, les protozoaires, les bactéries et les virus est connu pour
induire différentes sous-populations de Bregs chez I’Homme. Ce paragraphe tache de faire

I’état de ’implication des Bregs dans diverses pathologies infectieuses.
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VIL.3.A. Par les helminthes

Les infections causées par les helminthes induisent de fortes réponses de type Th2 et
la production d’IgE. Selon Fallon et Mangan, 1’incidence des troubles allergiques est plus
faible chez les personnes infectées par les helminthes que chez les personnes non infectées.
Ces parasites utilisent des mécanismes spécifiques pour réguler négativement les réponses
immunitaires protectrices, afin d’infecter 1’hote et de pouvoir persister en lui de manicre
durable. Plusieurs études rapportent que 1’induction des réponses cellulaires des Bregs sur
I’infection parasitaire est associée a la diminution des symptomes dans divers modeles de
I’inflammation, y compris I’inflammation allergique des voies aériennes et 1’anaphylaxie
(réaction allergique aigiie). L’infection par les helminthes conduit a 1’induction de cellules B
productrices d’IL-10 et de TGF-B, qui a leur tour atténuent les réponses inflammatoires,
entrainant une inhibition de I’inflammation allergique et des réponses immunitaires
antiparasitaires altérées (Fallon and Mangan, 2007, revue).

Correale et Farez ont montré que les patients atteints par la sclérose en plaques infectés par les
helminthes possédent une survie globale amoindrie, comparé aux sujets atteints de SEP non
infectés par ce parasite. Ils démontrent que la production d’IL-10 et de TGF-$ des cellules B
issues des individus infectés est significativement augmentée. Au contraire, la sécrétion
d’IL-12 et le nombre de cellules produisant de I’IFN-y sont diminués par rapport aux témoins.
Ces changements de production cytokinique sont corrélés a une augmentation de la fréquence
des cellules T régulatrices CD4" CD25" FoxP3* chez les patients infectés (Correale and
Farez, 2007). Correale et son équipe ont montré dans une autre étude que la production
exacerbée d’IL-10 dérivée des cellules B régulatrices et des facteurs neurotrophiques fait
partie de la régulation du parasite par le systéme immunitaire de 1’hote (Correale et al., 2008).
La stimulation de TLR2 par les molécules helminthiques est importante pour exercer les

effets régulateurs des cellules B (Correale and Farez, 2009).
VI1.3.B. Par les protozoaires

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire qui infecte les humains et les animaux
par des voies congénitales ou postnatales. Jeong et son équipe ont montré que 7. gondii peut

induire les cellules B régulatrices, incluant les Bregs CD1%#" CD5*, ainsi que les Tregs CD4*

CD25Migh FoxP3High [ ’induction des Bregs et des Tregs pendant I’infection par ce parasite est
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nécessaire a I’évasion au systeme immunitaire de I’hote. En tant que cellules suppressives, les
Bregs pourraient supprimer I’inflammation allergique (Jeong et al., 2014).

Jeong et al ont par ailleurs démontré que les produits sécrétés au stade de la lyse cellulaire par
des tachyzoites entierement répliqués induisent la différenciation des cellules B naives en
Bregs productrices d’IL-10. Les auteurs ont identifié que la régulation négative de la réponse
immunitaire via les Bregs durant I’infection par 7. gondii est liée a la formation de kystes

dans le cerveau de I’hote et a I’établissement d’une infection chronique (Jeong et al., 2016).

VIL.3.C. Par les bactéries

Diaz-Alderete et ses collaborateurs ont montré que la production de I'IL-10 est
étroitement liée a I’expression de CD154 (CD40L) sur les cellules B, suggérant I’importance
de I’activation cellulaire pour la production de I’IL-10. Le nombre de cellules B CD154*
produisant de I’IL-10 est augmenté de maniere aberrante lorsque les cellules mononuclées du
sang périphérique (PBMCs) des patients atteints de SLE sont stimulées avec Staphylococcus
aureus Cowan 1 (SAC) (Diaz-Alderete et al., 2004).

Un certain nombre d’études montre que les cellules plasmatiques peuvent produire des
cytokines et contrdler le développement de maladies infectieuses in vivo. L’infection par
Salmonella typhimurium favorise la génération de cellules plasmatiques CD138* IL-10", ce
qui entrave une réponse antibactérienne efficace par 1’hdte, médiée par I’action combinée des
neutrophiles, des cellules NK et des lymphocytes T effecteurs. Cette action suppressive est
menée par la signalisation de la protéine adaptatrice Myd88 des cellules B infectées (Neves et
al., 2010).

Les cellules plasmatiques CD138H€"sont connues pour étre la principale source des cytokines
IL-10 et IL-35 dérivant des cellules B dans un modéle d’infection par Salmonella enterica,

ainsi que dans un modele d’EAE (Shen et al., 2014).

VII1.3.D. Par les virus

Les cellules B régulatrices peuvent jouer un role préjudiciable dans le développement
des réponses immunitaires antivirales.
Das et ses collaborateurs ont observé une corrélation positive entre la charge virale et les taux
sériques d'IL-10 chez les patients atteints d'une infection chronique par le virus de I'Hépatite

B (HBV). Une corrélation similaire a été établie entre la fréquence des cellules B circulantes
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produisant de I’IL-10, qui étaient principalement des Bregs immatures CD19* CD24Mieh
CD38High et ]a charge virale. Les cellules CD19* CD24Migh CD38Hig" pyrifiées suppriment les
réponses médiées par les lymphocytes T CD8*, processus dépendant de I’'IL-10. Ces résultats
suggerent que les Bregs peuvent nuire aux réponses T antivirales, via 1’action de molécules
immunosuppressives (Das et al., 2012). Gong et ses collaborateurs ont démontré que la
prévalence des Bregs et Tregs, ainsi que la concentration sérique en IL-10 est
significativement augmentée chez les patients atteints d’infection chronique par 'HBV,
comparé aux individus sains. Ils révelent également une diminution des réponses Thl, qui est
négativement corrélée avec la prévalence des Bregs. De plus, la déplétion en Tregs parmi les
PMBCs des patients atteints par le HBV n’altére pas la fréquence des Bregs ni leur capacité a
produire I’IL-10, indiquant le faible impact des cellules Tregs sur la génération et la
maintenance des cellules B régulatrices. D’aprés Gong et son équipe, I’augmentation du
nombre de Bregs pourrait étre une source majeure d’IL-10 lors de I’infection par le virus de
I’Hépatite B, et représenter un mécanisme de suppression critique dans 1’altération de
I’immunité anti-HBV, contribuant ainsi a la pathogénese de ce virus (Gong et al., 2015).

D’apres Liu et al, une fréquence élevée de cellules B productrices d’IL-10 est associée a la
néphropathie membranaire chez les patients atteints de HBV. Les cellules B IL-10* peuvent
ainsi participer a la pathogenése de la néphropathie membranaire associée a ’'HBV (Liu et al.,

2016Db).

Une étude indique que I’augmentation des cellules B et T régulatrices contribue a la
persistance du virus de I’Hépatite C (HCV), ainsi que d’autres infections virales (Eiza et al.,

2016).

Siewe et al ont découvert que la fréquence des cellules B régulatrices est corrélée avec
les marqueurs de la progression de la maladie du SIDA, et peuvent atténuer la fonction des
lymphocytes T CD8" anti-VIH in vitro. Ils révelent que les Bregs peuvent jouer un role par
I’intermédiaire de 1’IL-10, et possiblement PD-L1. Selon les auteurs, les Bregs contribuent au
dysfonctionnement du systeme immunitaire chez les patients atteints par le virus du SIDA
(Siewe et al., 2013). Dans une autre de leurs études, Siewe et ses collaborateurs ont montré
que le blocage de I’'IL-10R et de PD-1 réverse partiellement I’inhibition de la prolifération des
cellules T CD4+ médiée par les Bregs. L’IL-10 et PD-L1 agiraient de maniere synergique

pour inhiber la fonction de présentation d’antigéne et la prolifération des cellules T CD4+,
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entrainant une atténuation des lymphocytes T cytotoxiques anti-VIH, et entravant
I’éradication virale chez les patients atteints du SIDA (Siewe et al., 2014).

Un grand nombre de cellules GrB+ circulantes ont été décrites dans le sang de patients
atteints du virus du SIDA, alors que ce sous-ensemble est négligeable chez les individus en
bonne santé (Jahrsdorfer et al., 2013). Kotb et al concluent que le nombre élevé de cellules
GrB+ dans l’infection par le VIH est corrélé avec la charge virale et au faible taux de
lymphocytes T CD4+ (Kotb et al., 2017). Tabanelli et al ont révélé 1’existence d’un patient
atteint de DLBCL associ¢ a I’EBV, corrélé avec une infection par le VIH qui possede des
cellules B régulatrices GrB+. Ils démontrent une expression aberrante de marqueurs
cytotoxiques chez ce sujet, et proposent que les Bregs cytotoxiques pourraient avoir une

implication dans ce type de tumeurs (Tabanelli et al., 2017).

Récemment, Zhivaki et ses collaborateurs ont montré que le virus respiratoire syncitial
(VRS) infecte les cellules B régulatrices des nouveau-nés chez I’Homme par le récepteur de la
chimiokine CX3CRI1, ce qui favorise la gravité de la maladie pulmonaire. De plus, la
fréquence des cellules Bregs est corrélée positivement avec la charge virale et négativement
avec la fréquence des cellules Thl mémoires dans le sang de patients atteints de VRS.
D’apres les auteurs, la fréquence des cellules Bregs chez les nouveau-nés est prédictive de la
gravité de la bronchiolite aigiie, et I’activité des Bregs peut constituer une réponse précoce de

I’héte favorisant la pathogenese microbienne (Zhivaki et al., 2017).
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Chapitre II : Objectifs de la these
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L’EBV est associé a de nombreuses pathologies. Il est essentiel d’étudier la
physiopathologie du virus d’Epstein-Barr en phase de latence III, afin de pouvoir mieux
contrdler les lymphoproliférations liées a ce virus.

Le programme de latence III comprend toutes les protéines de latence, lesquelles sont
fortement immunogenes. De par cette immunogénécité, les personnes en bonne santé sont
capables d’¢liminer la trés grande majorité des cellules infectées et d’empécher leur
prolifération, par le biais de divers acteurs de I’'immunité innée et adaptative (cellules NK,
monocytes, lymphocytes T cytotoxiques et helpers). L’EBV parvient toujours au
compartiment B mémoire, ou un équilibre entre 1’hote et le virus s’établit. En cas de déficit
immunitaire acquis, tels qu’une infection par le virus du SIDA ou suite a une transplantation,
il y a rupture de cet équilibre hote/virus et réactivation du virus. Les sujets immunodéprimés
ne sont pas en mesure de supprimer ces cellules en latence III, ce qui peut aboutir a des
proliférations non contrdlées, et possiblement a I’émergence de cancers.

Le laboratoire UMR 7276 CRIBL travaille depuis des années sur le virus d’Epstein-Barr, la
réponse immune B et les lymphoproliférations. Plusieurs de leurs travaux ont porté sur le
programme de latence I1I. Durand-Panteix et al ont démontré que les cellules en latence III
surexpriment a leur surface B7-H1 (PD-L1/CD274) (Durand-Panteix et al., 2012). D’autres
éléments de la littérature ont permis d’identifier que I’interleukine 10 (IL-10), une cytokine
aux propriétés immunosuppressives, est sécrétée par les cellules en programme de latence III,
par le biais des EBERs (Samanta and Takada, 2010; Iwakiri, 2014), de LMP1 (Hatton et al.,
2012; Lambert and Martinez, 2007) et de LMP2A (Incrocci et al., 2013, 2017). Ces
caractéristiques sont en partie similaires a celles des cellules B régulatrices (Bregs),
impliquées dans différentes pathologies, y compris les maladies auto-immunes,
inflammatoires, infectieuses et les cancers. Plusieurs sous-types de Bregs ont été identifiés
chez I’homme. Elles sont identifiées par différents marqueurs de surface. Elles ont également
la capacité de surexprimer des molécules immunosuppressives telles que 1’IL-10, le TGF-f et
I’IL-35. Certaines sous-populations sont en mesure de différencier les lymphocytes T du sang
périphérique en lymphocytes T régulateurs (CD4* CD25* CD1277%°" FoxP3").

La question posée pour ma these a été de savoir si les cellules B infectées par ’EBV en
latence III possedent les caractéristiques phénotypiques, sécrétoires et fonctionnelles des

cellules B régulatrices.
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L’article (Partie 1 des résultats) présente 1’ensemble de cette caractérisation. Nous avons
montré que les cellules en latence 111 de I’EBV jouent le rdle des Bregs de type immature, par
I’intermédiaire de I’axe PD1/PD-L1.

Dans un autre travail en cours (Partie 2 des résultats), nous avons tenté de déterminer quels
étaient les mécanismes moléculaires sous-jacents a la surexpression des molécules
immunosuppressives 1L-10, TGF-B1 et IL-35, caractéristiques des Bregs. Les travaux de
Faumont et al ont permis d’identifier que les programmes de transcription majeurs détournant
les cellules en programme de latence III sont NF-xB et c-Myc (Faumont et al., 2009). Par
I’intermédiaire d’inhibiteurs chimiques, nous avons inhibé ces facteurs de transcription et
identifié¢ que I’IL-10 est positivement régulée par NF-kB et c-Myc, TGF-B1 négativement par

ces deux derniers, et I’IL-35 positivement par NF-kB et négativement par c-Myc.

132



Chapitre III : Résultats
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Partie 1 : Article
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1/ Introduction

Les cellules en programme de latence III de ’EBV sont impliquées dans de
nombreuses pathologies, tels que les désordres lymphoprolifératifs post-transplantation
(PTLDs), les lymphomes primaires du Systeéme Nerveux Central, non Hodgkiniens associés a
des désordres immuns primaires, et les lymphomes d’immunodéficience iatrogénes. Plusieurs
groupes se sont intéréssés a la physiologie des cellules B en programme de latence III de
I’EBV. Le laboratoire UMR CNRS 7276 a notamment mis en évidence que les cellules
immortalisées par ’EBV en latence III surexpriment a leur surface B7-H1 (PD-L1/CD274)
(Durand-Panteix et al., 2012). Il est largement décrit que 1’IL-10 est sécrété par les cellules en
programme de latence III de ce virus (Iwakiri, 2014), caractéristiques phares des cellules B
régulatrices (Bregs).

La problématique de cet article est d’établir la relation entre les cellules en latence III de
I’EBV et les Bregs, tant au niveau phénotypique et sécrétoire que fonctionnel.

Dans un premier temps, nous montrons que les cellules B immortalisées par le virus en
latence III possedent toutes les caractéristiques phénotypiques des Bregs immatures
(CD24Hieh cp3gHish pp-L1Hieh) [ e test effectué avec des marqueurs de surface spécifiques
des autres sous-populations de Bregs humaines (CD25, CD27, CDI1d) nous a permis de
discriminer les autres sous-types.

Un des autres criteres principaux des Bregs est la surexpression des molécules imuno-
inhibitrices IL-10, TGF-B1 et IL-35 (composé des deux sous-unités EBI3 et ILI2A). Nous
montrons dans cet article que toutes les lignées en programme de latence III de ’EBV
surexpriment de maniere significative ces molécules, tant aux niveaux transcriptionnel que
sécrétoire, par rapport aux lignées non infectées ou dans un autre type de latence.

Enfin, nous nous sommes intéréssés a la capacité des cellules en programme de latence III a
différencier les lymphocytes T du sang périphériques en lymphocytes T régulateurs (Tregs),
une des propriétés des Bregs immatures.

Nous prouvons que ce type de cellules peut induire cette différenciation ex vivo dans un
systeme autologue, contrairement aux cellules des lignées non infectées ou non en latence I11.
Nous avons identifié que les cellules en programme de latence III sont capables d’induire la
mort des cellules T CD4+, et d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4* et CD8*

autologues.
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PD-L1 étant décrite comme une molécule phare des Bregs immatures, nous montrons que
I’inhibition de cette molécule immuno-inhibitrice conduit a la diminution du pourcentage de
Tregs, abaissant ce pourcentage a celui obtenu avec 1’incubation des lymphocytes T avec du

milieu seul.
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Article summary:

Despite being highly immunogenic, EBV constantly succeeds in becoming silent in its
ultimate resident memory B-cell compartment, which demonstrates that some EBV-latency
III/proliferating B-cells can escape from the host immune system. EBV proliferating B-cells
are known to express two immunosuppressive molecules, IL-10 and PD-L1, two features of

regulatory B-cells (Bregs).

Our results provide mechanistic clues to the reasons why EBV proliferating B-cells are not
definitively eliminated and why EBV positive diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs)
occur on a more fragile background such in elderly patients since, mimicking immature
Bregs, with expression of CD24, CD38 and CD274/PD-L1 and secretion of high levels of the
immunosuppressive cytokines IL-10, IL-35 and TGF-B1, EBV proliferating B-cells were able
to repress proliferation of pre-activated autologous T-cells and to promote autologous

regulatory T-cells expansion in a PD-L1 dependent manner.

143



Abstract

Epstein-Barr virus (EBV) infects and immortalizes B-cells in vitro and in vivo. It is the
causative agent of most immune deficiency related lymphoproliferative disorders and it is
associated with various lymphomas such as Hodgkin’s lymphoma, Burkitt’s lymphoma, or
diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) of the elderly. One characteristic of EBV
proliferating B-cells (EBV latency III infected B-cells) is to secrete interleukin 10, a key
property of immature regulatory B-cells (Bregs).

We found that EBV proliferating B-cells displayed an immature Breg phenotype with high
levels of CD24 and CD38 expression concomitantly to increased expression of the immune
regulatory CD274/PD-L1 molecule. They expressed high levels of the three Breg
immunosuppressive cytokines IL-10, IL-35 and TGF-B1 both at mRNA and secretory levels.
Coculture of EBV latency III B-cells with their autologous T cells pre-activated by CD2, CD3
and CD28 led to repression of T-cell proliferation. EBV proliferating B-cells were able to
promote expansion of FoxP3ieh regulatory CD4P* T-cells (Tregs) from quiescent autologous
T cells. Co-incubation with antibodies against PD-L1 showed that this Treg expansion was
dependant on the PD-1/PD-L1 axis.

These results provide clues to understand why (i) EBV proliferating B-cells are not definitely
eliminated in most patients like other viruses responsible for chronic infection and (ii) EBV-
positive DLBCL occur on a more fragile background, such as in elderly patients. Our results
also raise the question whether some DLBCLs with an activated phenotype could mimic

Bregs.
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Introduction

The Epstein-Barr gamma-herpes virus (EBV) infects approximately 95% of the worldwide
adult population. EBV is the causative agent of immune deficiency related
lymphoproliferative disorders, such as post-transplant lymphoproliferative disorders (PTLDs)
and AIDS-associated B-cell lymphomas (Basgoz and Preiksaitis, 1995; Ambinder, 2001). It is
associated with some solid tumors, such as gastric carcinomas (GC) or nasopharyngeal
carcinomas (NPC), as well as with various lymphoproliferative disorders, including
Hodgkin’s lymphoma (HL), Burkitt’s lymphoma (BL), or diffuse large B-cell lymphomas
(DLBCLs) of the elderly. EBV has been classified as a group 1 carcinogen by the Agency for

Research on Cancer (IARC).

When EBV infects B-cells, its linear double-strand DNA is circularized (EBV episome) in the
nucleus of the cell, and the full range of EBV latent genes is transcribed. Subverting some key
activation pathways of the cells, this latency program, called latency III or proliferation
program, leads to immortalization of the infected B-cells. For example, Epstein-Barr Nuclear
Antigen 2 (EBNAZ2), which orchestrates the latency IIl/proliferation program, reroutes the
Notch pathway by targeting the cellular RBP-Jkx DNA binding factor. The viral latent
membrane proteins (LMP1 and 2A) provide constitutive survival signals that mimic those of

CD40 and of the B-cell receptor (BCR) respectively (Fields et al., 2007).

Despite its B-cell immortalization capability, EBV primo-infection is spontaneously resolved,
either asymptomatically or after the symptomatic phase, infectious mononucleosis (IM), due
to a vigorous immune response. Indeed, most latent proteins such as EBNAs are highly

immunogenic. EBV proliferating B-cells are kept under the tight control of the EBV-specific
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immune response, exerted mainly by cytotoxic CD8+ T and NK cells. This vigorous immune
response not only results in the spontaneous resolution of EBV primary infection but also
prevents initiation and progression of EBV-associated tumors. Nevertheless, the EBV
episome will never be eliminated by host immune system, being hidden in the nucleus of
memory B-cells, resulting in the establishment of a life-long persistent infection after clinical
resolution of the primary infectious episode. Episodically, the virus latency Ill/proliferation
program can be reactivated in the dormant infected memory B-cell and the virus can then
enter the lytic cycle. It again becomes visible to the immune system of the host. Any rupture
of balance between the immune system of the host and the virus may lead to development of

an EBV-associated cancer.

The fact that EBV is able to reach the memory B-cell compartment of its immunocompetent
host demonstrates that some EBV-proliferating B-cells can escape from the immune system
of the host. This escape raises the question of the ability of EBV infected B-cells to modulate
the immune response. Secretion of the immunosuppressive cytokine interleukin-10 (IL-10) by
EBV infected B-cells, either in vitro by EBV-proliferating B-cells or in vivo during IM or HL
has been reported many years ago (Sarris et al., 1999; Taga et al., 1995). IL-10 was first
described as a major factor of human B cell activation, proliferation, and differentiation (Itoh
and Hirohata, 1995). Production of large amounts of IL-10 frequently occurs in AIDS-BL
(AIDS-related Burkitt's lymphoma) and correlates with EBV infection of the BL tumor clone
(Fassone et al., 2000). Higher IL-10 levels have been detected in patients with EBV-positive
PTLDs than in EBV-negative subjects (Muti et al., 2003b, 2005). Increased levels of this
cytokine are also found in serum from patients with HL (Sarris et al., 1999), as well as in the

elderly (Bernstein and Murasko, 1998).
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Besides the role of IL-10 in promoting B-cell lymphomagenesis, this cytokine is a key
cytokine for regulatory B-cells (Bregs), an immunosuppressive B-cell subset that supports
immunological tolerance (Mauri and Menon, 2015b; Rosser and Mauri, 2015; Rincén-
Arévalo et al., 2016). Bregs contribute to B-cell mediated immune suppression during various
infectious diseases or in pathogenesis of autoimmune and neoplastic disorders (He et al.,
2014b; Fillatreau, 2016; Ray and Dittel, 2017). The regulatory function of Bregs has been
associated with the presence and activation of molecules such as CD40 and the BCR (Rincén-
Arévalo et al., 2016). Breg properties are strongly related to secretion of anti-inflammatory
and immunosuppressive IL-10, IL-35 and TGF-[][]. Multiple Breg subsets with distinct and
partially overlapping characteristics have been identified in humans. It includes
(CD19*CD24HishCD271n plasmablasts, (CD19*CD24HiehCD27%) B10 cells,
(CD19*CD24HiehCcD3ghieh) immature Bregs, (CD19*CD38*CD1d*IgM*CD147+) GrB+ Bregs
and (CD73°CD25"CD71%) Brl cells (Mauri and Menon, 2015b; van de Veen et al., 2016).
Bregs can induce formation of CD4 positive regulatory T-cells (Tregs) and are able to inhibit
proliferation of effector T-cells (Mauri and Menon, 2015b; Rosser and Mauri, 2015; Rincén-
Arévalo et al., 2016). Moreover, immature Bregs overexpress immunosuppressive PD-

L1/CD274 .

With others, we showed that EBV-proliferating B-cells overexpressed PD-L.1/CD274/B7-H1,
leading to decreased autologous anti-EBV cytotoxicity (Kim et al., 2008; Durand-Panteix et
al., 2012). In this study we show that immunophenotype of EBV-proliferating B-cells
resembles that of immature Bregs with expression of PD-L1/CD274, CD38 and CD24 as well
as secretion of IL-10, IL-35 and TGF-B1. EBV-proliferating B-cells are able to repress
proliferation of autologous effector T-cells, and can promote Treg expansion, with a major

role for the PD-1/PD-L1 axis. These features demonstrate that, despite induction of a vigorous

147



anti-EBV immune response, EBV-proliferating B-cells, like Bregs, also have the ability to

moderate the host immune response.
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Materials and methods

Cell culture conditions. EBV-negative Burkitt lymphoma (BL) cell lines BL2 and BL41 and
their EBV-positive counterparts, BL2B95.8 and BL41B95.8, as well as the lymphoblastoid
cell lines (LCLs) RUD and PRI and the atypical BL cell line P3HR1 were cultured in RPMI
1640 medium (Gibco BRL-Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) supplemented with
10% tetracycline-free decomplemented fetal calf serum (FCS; Clon- tech, Palo Alto, CA), 50
IU/mL penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 2mM L-glutamine. Amino acids, vitamins and
pyruvate were added at the supplier recommended concentrations (all from Gibco Life
Technologies, Carlsbad, CA), at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. Samples from
healthy subjects were issued for the “Centre de Ressources Biologique” of the University
Hospital Center of Limoges after their informed consent. New lymphoblastoid cell lines
(C0401; J1209 and N2803) were established by Genethon (Evry, France). They were cultured

in the same conditions as the other cell lines.

Flow cytometry. For surface labeling, 500,000 cells were labeled for 15 min in 50 uL PBS at
room temperature in the dark. The different antibodies and conjugated fluorochromes, as well
as final dilutions are listed in Table IA and IB (isotypic controls). Cells were washed in PBS
and fixed in 300 uL PBS - 1% PFA. Fox-P3 labeling was performed for 45 min in the dark at
room temperature after surface labeling using the Intraprep Permeabilization Reagent

(Beckman Coulter, Pasadena, CA) according to the protocol recommended by the supplier.

For T cell death analysis, cells were washed in PBS and labeled with CD4-FITC for 15 min in
the dark at room temperature. After washing in PBS, cells were resuspended in 200 pl PBS

and TOPRO-3 dye was added at 1 mM just prior to analysis.

149



To assay proliferation by flow cytometry, cells were incubated with Violet Proliferation Dye
450 (VPD450, BD Biosciences) for 15 min a 37°C. After two washes, cells were resuspended
in culture medium in the different test conditions. After 5 days culture, cells were washed
once and labeled with CD4-FITC and CD8-APC-H7 mAbs for 15 min at room temperature in

the dark.

Acquisition was performed on BD Biosciences flow cytometers : a FACS Calibur for B-cells
labeling and cell death, a FACS ARIA III for Treg labeling and a LSR Fortessa for
proliferation. Results were analysed with the Kaluza V3.1 software (Beckman Coulter) or the
Cell Quest Software (Beckton Dickinson). MFI ratios are calculated as the MFI of the marker

on its isotypic control.

RNA extraction and real-time quantitative PCR. For RNA extraction, 10° cells were
washed once and resuspended in 500 pL Trizol (Life Technologies). Total RNA was then

extracted according to the manufacturer’s recommendations.

Total RNA (2 pg) was retrotranscribed with the High capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems, Foster city, CA) according to the manufacturer’s protocol in 20 pL
final reaction volume. The cycle of retrotranscription was : 10 min 25°C, 2h 37°C, and 5 min

85°C.

Quantitative mRNA expression of IL-10, TGF-beta 1, EBI3, IL12A and HPRT1 was
performed in duplicate from 6 ng cDNA on the ABI PRISM 7000 automat using the Tagman

Assay On Demand Gene Expression system (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France,
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reference Hs00961622-m1 ; Hs00820148-g1 ; Hs01057148-m1 ; Hs01073447 ; Hs02800695-
ml respectively). Each qPCR was performed in duplicate. The delta CT was calculated as the
mRNA cycle threshold (CT) — the HPRT1 CT (ACT). The delta delta CT (AACT) was
calculated as the delta delta CT that is the delta CT of a given mRNA — the delta CT of a pool

of RNA of B cells from five normal subjects. The calculated relative mRNA expression level

was equal to 2-AACT,

ELISA tests. To measure cytokine secretion, cells were cultured at 0.4x 10° cells / mL for
48h. Fifteen milliliters of supernatant was then concentrated with using the Amicon Ultracel —
10K (Millipore, Darmstadt, Deutschland) by centrifugation at 4 000 g for 30 min. ELISA tests
for IL-10, TGF-B1, IL27 and IL12 were performed in duplicate following the manufacturer’s
instructions (Human IL-10, ELISA Kit with pre-coated plates, Cat #430607 ; Human latent
TGEF-B, ELISA kit with pre-coated plates, Cat #432907 ; Human IL-27 ELISA Kit with pre-
coated plates, Cat#434607 ; Human IL-12 (p70), ELISA Kit with pre-coated plates,

Cat#431707 ; Biolegend, San Diego, CA, respectively).

Negative immuno-selection of peripheral T lymphocytes. Blood samples issued from
healthy donors of the “Centre de Ressources Biologiques” of the Limoges University Hospital
Center, were half diluted with RPMI 1640 complemented with 10% FCS. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were recovered after separation on Lymphocyte Medium
Separation (LMS) (Eurobio ; Les Ulis France). After washing in PBS, cells were resuspended
in 500ul. RPMI 1640 in which a cocktail of antibodies against all PBMC subtypes except T
cells was added (Human T cell Isolation kit; Stemcell Technologies; Grenoble France),
following the kit’s instruction. The purity of recovered T-cells was checked by flow

cytometry.
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Results

EBYV proliferating B-cells display an immature Breg phenotype.

Bregs and EBV proliferating B-cells both express IL-10 and PD-L1. We thus characterized
the immunophenotypes of different cell lines with regards to the Breg phenotype.
Proliferating B-cell lines included 5 classical LCLs, and EBV converted Burkitt lymphoma
(BL) cell lines. Among the 5 LCLs, two (PRI and RUD) have been established for more than
two decades and three (C0401, J1209 and N2803) have been recently established (less than
one year). As negative controls, we used the EBV-negative counterpart of EBV-converted BL
cells, the P3HRI1 cell line (EBNA2 negative atypical EBV latency), as well as normal freshly
isolated resting B-cells (Table I). Cells were stained for CD1d, CD24, CD25, CD27, CD38
and PD-L1/CD274. The five LCLs and the two EBV-converted BL cell lines over-expressed
CD24 and CD38 (Figure 1A). EBV proliferating B-cells also strongly expressed PD-L1 in
comparison with controls (Figure 1B). Of note, transcriptome results suggested that PD-L1
expression during EBV latency IIl/proliferation program was mainly due to LMP1, the main
EBYV oncogene (unpublished data). By contrast, neither EBV negative cell lines, P3HR1 cells
or resting B-cells expressed these three markers. Markers of Brl (CD25), B10 and

plasmablast (CD27) and GrB* (CD1d) Breg subtypes were negative (Figure 1C).

We next studied expression of IL-10, TGF-[J1 and IL-35, the three Breg cardinal
immunosuppressive cytokines, at the transcriptional level by RT-QPCR and at the secretory
level in culture medium by ELISA. Despite variations between cell lines, all EBV
proliferating B-cells (classical LCLs and EBV-converted BLs) strongly overexpressed IL-10,
TGF-[J1 and the two constitutive subunits of IL-35 at both transcriptional and secretory levels

(EBI3 and IL12A genes, IL-27p and IL-12a corresponding protein subunits) (Figure 2).
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Thus, based on PD-L1, CD24 and CD38 membrane expression as well as on secretion of IL-
10, TGF-UJ1 and IL-35, EBV proliferating B-cells displayed a phenotype evoking immature

Bregs.

EBYV proliferating B-cells control cell death and proliferation of their autologous T-cells
B cells activated with LPS can induce specific CD4 T-cell apoptosis due to TGF-§3 secretion
(Tian et al., 2001). We also showed that EBV proliferating B-cells may induce CD4 T-cell
death through the Fas/FasL axis (Le Clorennec et al., 2006). As shown in figure 3, we found
that the three LCLs C0401, J1209 and N2803 induced some cell death of autologous CD4 but
not of CD8 T-cells (Figure 3). Bregs are known to repress CD4+ and CD8+ T-cell activation
and proliferation. T-cells were thus stimulated or not with a cocktail of beads coated with
anti-CD2, anti-CD3 and anti-CD28 agonist mAbs (CD2/CD3/CD28 cocktail), which mimics
T-cell stimulation by antigen-presenting cells (Chen and Flies, 2013), in the presence of
autologous EBV proliferating B-cells at B-cell:T-cell ratios ranging from 0 to 4. As expected,
the anti-CD2/CD3/CD28 cocktail strongly stimulated T cell proliferation (Figure 4). At a B-
cell:T-cell ratio between 0.5 and 2, proliferation of autologous CD4 and CD8 T-cells was
moderately inhibited for two of the three tested LCLs (J1209 and N2803), but with a
decreased number of proliferation cycles (Figure 4). This inhibitory effect was much stronger
for the third LCL C0401, likely reflecting inter individual variability (Figures 4B and 4C). At
a B-cell:T-cell ratio of 4, the three LCLs almost completely blocked proliferation of their
autologous CD2/CD3/CD28 activated T cells. This inhibition of proliferation was comparable
for both CD4 and CD8 T-cells (Figures 4B and 4C).

Therefore, like Bregs, EBV proliferating B-cells were able to control proliferation of their

autologous T-cells.
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EBY proliferating B-cells promote expansion of CD4* Foxp3*ish Tregs.

One of the major immunosuppressive mechanisms of Bregs is to favour Treg expansion.
Various Treg subtypes have been reported. All, except Trl Tregs, express increased levels of
Foxp3. Tregs can be separated in two main subsets, those derived from thymic T-cells, that
are CD25 positive (nTregs and their ICOS positive derivatives), and those that result from
peripheral T-cell differentiation, that are CD25 negative (including iTreg and IL.17 producing
Treg). Co-culture of each recently established LCL and their cognate autologous T-cells for
48H induced strong Treg expansion and principally CD4* FoxP3™igh CD25" expansion (Figure
SA and 5B). This Treg expansion was significantly higher than that induced by autologous
supernatants (Figure 5B). Therefore, like Bregs, EBV proliferating B-cells had the ability to

induce Treg expansion, due to direct autologous cell-cell contact.

Induction of Treg expansion by EBV-proliferating B-cells is under the dependence of
the PD-L1/PD-1 axis.

Since EBV-proliferating B-cells over-expressed immunosuppressive PD-L1, we examined
whether it could play a role in induction of Treg expansion by EBV proliferating B-cells.

We first checked PD-1 expression on T-cells. It was significantly increased after induction of
proliferation by the anti-CD2/CD3/CD28 cocktail, and even more so in the presence of
autologous EBV proliferating B-cells (Figure 6A and 6B). Autologous T-cells were then
incubated with either culture medium, an isotypic control or a blocking anti-PD-L1 mAb, in
the presence or not of their cognate EBV latency III infected B-cells. Compared to culture
medium, the isotypic control did not, or only very weakly, affect Treg expansion by EBV

proliferating B-cells, while Treg expansion was dramatically decreased in the presence of the
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anti-PD-L1 blocking antibody, reaching levels close to those of supernatants alone (Figures
6C and 6D).
These results suggest that the PD-1/PD-L1 axis played a major role in EBV proliferating B-

cell induced expansion of CD4* Foxp3'ie" Tregs.
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Discussion

In this study, we demonstrated that EBV proliferating B-cells exhibited immunophenotypic
and functional features analogous to those of immature Bregs, with the ability to inhibit the
proliferation of the autologous T-cells and to induce Treg expansion. Moreover, we show that

Treg expansion by EBV proliferating B-cells was dependent on the PD-1/PD-L1 axis.

Regulatory B-cells (Bregs) were first described as a specific B-cell subset that moderates
chronic inflammation in bowel disease (Mizoguchi et al., 2000). They were then described in
humans, some years later (Bouaziz et al., 2008). Breg immunoregulatory properties are
related to the ability to secrete immunosuppressive cytokines, mainly IL-10 (Blair et al.,
2010) but also TGF-B (Lee et al., 2014b; Rosser and Mauri, 2015) and IL-35 (Wang et al.,
2014b; Egwuagu and Yu, 2015). Taking into account the cytokine expression profile and the
immunoregulatory functional properties, different immunophenotypic characteristics have
been reported. A consensus on Breg properties and phenotype was published in 2015 (Mauri
and Menon, 2015b). From this, it appeared that a common characteristic of all Breg subsets is
the ability to secrete IL-10 and to repress proliferation of autologous T-cells. For example, in
humans, immature Bregs have been reported to express high levels of CD38 and CD24 (Blair
et al., 2010). The B10 Breg subtype was described among CD27* CD24* B-cells (de Masson
et al., 2015). CD138 positive plasmablasts could also exhibit Breg properties. Expression of
granzyme B in some B-cells or CD25 in others was associated with a Breg phenotype (GrB
and Brl Bregs) (Lindner et al., 2013). Both immature Bregs (CD24Migh cD38High cells) and
iBregs (expressing IDO) have the capacity to promote Treg expansion. Expression of PD-L1
has been specifically reported for immature Bregs (Mauri and Menon, 2015b). In addition to
immunophenotypic similarities with immature Bregs, EBV-proliferating infected B-cells had

the ability to orient T-cell fate, inducing both T-cell proliferation and activation, as well as
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Treg expansion. These Tregs are likely to differentiate from peripheral CD4+ T-cells, since

they were CD4* Foxp3High CD25™ Tregs.

EBV proliferating B-cells are highly immunogenic (Tse and Kwong, 2015) and prone to
CD95 induced apoptosis by cognate T-cells (Le Clorennec et al., 2006). In the meantime,
EBV latency III immortalized B-cells express high levels of PD-L1, and PD-L1 moderates
autologous cytotoxicity of CDS8-cells against these EBV immortalized B-cells (Durand-
Panteix et al., 2012). High levels of surface PD-L1 are very likely to be under the dependence
of LMP1 (our unpublished results and (Bi et al., 2016a; Fang et al., 2014). Here, we show that
induction of Tregs by EBV-proliferating B-cells is under the dependence of the PD-1/PD-L1
axis. Supernatants from all EBV-proliferating B-cell lines tested were able to induce some
Treg expansion. This suggests that Treg expansion could be somehow due to a paracrine
effect. But cell/cell contact was the major determinant of Treg expansion, with the
involvement of the PD-1/PD-L1 axis. PD-L1 expression is deregulated in numerous cancers
including EBV negative lymphomas (Gatalica et al., 2015; Xing et al.,, 2016). PD-L1
dysregulation may be related to structural rearrangements of chromosome 9 in diffuse B-cell
non-Hodgkin lymphomas (Chong et al., 2016), a very strong genetic indication that tumor
selection pressure favors transformed cells able to escape from immune surveillance.
Increased PD-L1 expression is also found in EBV negative or positive Hodgkin’s lymphoma
(Chen et al., 2013; Paydas et al., 2015). In breast cancers, PD-L1 expression is associated
with poor patient prognosis (Zhang et al., 2017a). Expression of this immune checkpoint is
associated with Tregs within the tumour for breast cancers. Several studies reported that the
PD-1/PD-L1 axis is implicated in the differentiation of TH1 cells into Tregs (Amarnath et al.,

2011; Zitvogel and Kroemer, 2012). Presence of intratumor Tregs correlates with a poor
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prognosis for breast cancer (Li et al., 2016). Immunotherapies targeting the PD-1/PD-L1 axis

have proven to be effective for treatment of this cancer (Galanina et al., 2017).

Altogether, we demonstrate that EBV proliferating B-cells have major intrinsic
immunosuppressive properties. Even if it has been largely demonstrated that the EBV burden
is under the strict control of the host immune system, these results give clues to the reasons
why EBV proliferating B-cells are not definitely eliminated as for other viruses responsible
for chronic infection, such as Hepatitis B virus (Rosenberg, 1999). These results could also
provide some light on the reasons why EBV positive diffuse large B-cell lymphomas
(DLBCLs) occur on a more fragile background, such as in elderly patients, who are known to
have an increased pool of Tregs (Chang et al., 2015) and decreased capacities to elaborate
immune protection when vaccinated (Nastoupil et al., 2012). Due to continuous NF-«B
activation, either related to LMP1 expression for EBV or to mutations in the NF-kB activating
track for ABC-DLBCLs, both EBV proliferating B-cells and ABC-DLBCLs are
phenotypically close. Kiyasu and collaborators showed the role of PD-L1 dysregulation in
DLBCLswhich is correlated with poor prognosis (Kiyasu et al., 2015). Our results raise the
question whether these poor prognosis aggressive B-cell lymphomas could also mimic Bregs,
modifying their immune micro-environment through, for example, secretion of

immunosuppressive cytokines or promoting expansion of FoxP3"i¢h Tregs.
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Figure Legends:

Figure 1. EBV proliferating B cells possess similar antigenic determinants as immature
Bregs. Cells from each cell line and from normal freshly isolated B-cells from three healthy
subjects were labeled with CD24-APC, CD38-FITC, CD274/PD-L1-APC, CD1d-PE, CD27-
PE, or CD25-PE. Radiuses of the radar plots correspond to the mean of MFI ratios (at least 3
experiments). The dark and light grey half circles correspond to EBV proliferating B-cells and
EBV negative cells respectively (A) EBV proliferating B cells overexpress CD24 and CD38
markers. (B) EBV proliferating immortalized-B cells overexpress the ligand CD274/PD-L1.

(C) Expression of CD25, CD1d, and CD27 is not increased in EBV proliferating B cells.

Figure 2. EBV proliferating B cells overexpress Breg immunosuppressive molecules.
Expression of IL-10, TGF-1, and IL-35 was studied by RT-qPCR and ELISA. Radiuses of
the radar plots correspond to mean of mRNA relative expression levels in arbitrary units (AU,
panel A) or to cytokine concentration in pg/mL (log scale, panel B). The dark and light grey
half circles correspond to EBV proliferating B-cells and to EBV negative cells respectively.
(A) Expression of IL-10, TGF-f1 and IL-35 (EBI3 and IL12A subunits) mRNA was increased
in EBV proliferating B-cells. (B) Secretion of IL-10, TGF-f1 and IL-35 (IL-27p and IL-12a
subunits) was increased in EBV proliferating B-cells. Each experiment was performed at least

three times

Figure 3. Autologous EBV proliferating B cells induces death of CD4* T cells, but not
CDS8* T cells. Freshly isolated T-cells were incubated with medium alone or with their
cognate autologous EBV proliferating B-cells for 48h. They were next labeled with anti-
human CD4-FITC and TOPRO-3. (A) An example of SSC (x axis) / TOPRO-3 (y axis)
double parametric histogram show that some CD4 but not CD8 T-cell death was induced by

autologous proliferating B-cells (B) Histogram representation of TOPRO-3 positive CD4 T-
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cells or CD8 T-cells, in presence or absence of their cognate EBV proliferating B-cells (n=3).

#%%: p<0.001 (Student t-test).

Figure 4. Autologous EBV proliferating B-cells inhibit proliferation of both CD4* and
CD8* T cells. Freshly isolated T cells were incubated with either a cocktail of beads coated
with CD2, CD3 and CD28 mAbs (activated beads), or with inactivated beads without or with
autologous EBV proliferating B-cells at B/T ranging from O to 4 during 5 days in presence of
the VPD450 dye. Cells were then washed and labeled with anti-human CD4-FITC and anti-
human CDS8-APC-H7 mAbs and analyzed by flow cytometry. (A) Examples of VPD450
fluorescence mono-parametric histograms for CD4 and CD8 T cells. Each experimental
condition is indicated at the left of the panel. Results show decreased proliferation of both
CD4 and CDS8 T-cells in presence of their cognate EBV proliferating B-cells. (B) Results for
3 different healthy subjects for CD4 (upper panel) and CD8 (lower panel) T-cells. Altogether,
results show decreased proliferation of both CD4 and CD8 T-cells in presence of their

cognate EBV proliferating B-cells.

Figure 5. Tregs expansion by autologous EBV proliferating B-cells. T cells from healthy
donors were incubated with or without supernatant or cells of their cognate autologous EBV
proliferating B-cells. After 48H incubation, cells were labeled with CD3-V500, CD4-FITC,
CD25-BV421 and FoxP3-PE and analyzed by flow cytometry. (A) Example of Treg
expansion from a healthy donor. Tregs were quantified on a FoxP3/CD25 bi-parametric
histogram gated on CD4 T-cells. Quadrants were set up on the negative control (left panel).
The right panel shows induction of FoxP3 positive (FoxP3H"), mainly CD25 negative CD4
T-cells after co-culture with their cognate EBV proliferating B-cells. Percentages of cells in

each quadrant are given inside the cytograms. (B) Histogram showing the percentage of the
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FoxP3High CD4 T-cells for each experimental condition, indicated on the right of the panel.

Each experiment was performed at least three times. ***: p<0.001 (Student t-test).

Figure 6. Inhibition of PD-L1 repressed Treg expansion induced by EBV proliferating
autologous B-cells. (A) A representative example of PD-1 over expression on T-cells after
CD2, CD3 and CD28 activation or in presence of cognate EBV proliferating B-cells,
compared to resting T-cells (n=3). Mono-parametric histograms of PD-1 expression were

gated on CD4 T-cells by flow cytometry. (B) Histogram showing the expression level of PD1
for each experimental condition. Each experiment was performed on three different LCLs.
(C) Example of FoxP3/CD25 bi-parametric histograms gated on CD4 T-cell after 48H co-
culture of T-cells in presence or not of their cognate autologous EBV proliferating B-cells
with either medium alone, isotypic control or the anti-PD-L1 blocking mAb, (D) Histogram
showing levels of CD4* Foxp3'ieh T-cells in each experimental condition for three healthy
donors after 48H incubation with autologous EBV proliferating B-cells. Each experiment,
different from those presented in figure 5, was performed at least three times. * : p<0.05, ***:
p<0.001 (student t-test). Altogether, blocking PD-L1 resulted in repression of FoxP3Hieh T-

cell expansion.

167



Table IA : Andibodies used for flow cytometry

Specificity Fluorochrome Clone Supplier Dilution

CDl1d PE 51.1 Biolegend 1/10
CD3 V500 SK7 BD Biosciences 1/2.5
CD4 FITC RPA-T4 BD Biosciences 1/2.5
CDS8 APC-H7 SK1 BD Biosciences 1/10
CD24 APC ALB9 Beckman Coulter 172.5
CD25 BV421 2A3 BD Biosciences 1/10
CD25 PE B1.49.9 Beckman Coulter 1/10
CD27 PE 1A4CD27 Beckman Coulter 1/10
CD38 FITC T16 Beckman Coulter 1/2.5
CD274/PD-L1 PE 29E.2A3 Biolegend 1/10
CD279/PD-1 PE EH12.2.H7 Biolegend 1/10
FoxP3 PE 259D/C7 BD Biosciences 172.5

CD : Cluster of Differentiation, APC : Allophycocyanin, BV : Blue Violet, FITC :

Fluorescein isothiocyanate, PE : Phycoerythrin, V : Violet
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Table IB : Isotypic controls used for flow cytometry

Isotypic Fluorochrome Clone Supplier Dilution
control
Mouse IgG1 APC MOPC-21 BD Biosciences 172.5
Mouse IgG1 APC-H7 MOPC-21 BD Biosciences 1/10
Mouse 1gG1 BV421 X40 BD Biosciences 1/10
Mouse IgG1 FITC MOPC-21 BD Biosciences 172.5
Mouse IgG1 PE MOPC-21 BD Biosciences 172.5
Mouse IgG1 PE MOPC-21 Biolegend 1/10
Mouse IgG1 V500-C X40 BD Biosciences 1/2.5
Mouse IgG2b PE MPC-11 Biolegend 1/10

CD : Cluster of Differentiation, APC : Allophycocyanin, BV : Blue Violet, FITC :

Fluorescein isothiocyanate, PE : Phycoerythrin, V : Violet
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Table II: Different cell types and EBV status

Cell type Name EBY status Date of
establishment
Resting B cells - Uninfected Freshly isolated
BL2, BL41 Uninfected > 20 years
Burkitt lymphoma P3HR1 Atypical latency > 20 years
(BL)
BL2B95.8, Latency III program > 20 years
BL41B95.8
PRI, RUD Latency III program > 20 years
Lymphoblastoid cell
line (LCL) C0401, J1209, N2803 | Latency III program <1 year
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111/ Conclusion

Cette étude a permis de montrer que les cellules immortalisées par ’EBV en
programme de latence III posseédent le phénotype des cellules B régulatrices immatures
(CD24Migh cp3gtieh pp-L1Hieh) Nous avons également pu identifier cette sous-population
grace a ’absence de marqueurs de surface spécifiques des autres sous-types : CD25, CD27,
CDI1d. Ces cellules expriment des niveaux élevés des molécules immunosuppressives
caractéristiques des Bregs: IL-10, TGF-B1 et IL-35, tant au niveau transcriptionnel que
sécrétoire. Les différentes lignées en latence III utilisées ne présentent pas les mémes niveaux
de cytokines immunosuppressives, reflétant 1’aspect physiologique rencontré chez les

patients.

Nous avons pu identifier que ces cellules ont la capacité de différencier les
lymphocytes T isolés du sang périphérique en Tregs ex vivo dans un systeéme autologue,
propriété des cellules Bregs immatures. En plus d’induire une population de iTregs (Tregs
inductibles), les cellules en programme de latence III de ’EBV possédent la capacité

d’inhiber la prolifération des lymphocytes T cytotoxiques CD8* et des T helpers CD4".

PD-L1 est une molécule phare des cellules immortalisées par I’EBV en latence III,
ainsi que des Bregs immatures. Nous avons identifi¢ que I’inhibition de cette derniére permet
la diminution significative du pourcentage de Tregs, lorsque les cellules B et T autologues
sont co-cultivées. Ces résultats sont prometteurs pour le développement de thérapies anti-
Tregs, en ciblant un des acteurs de 1’axe PD-L1/PD-1, dans le cadre de lymphoproliférations

liées a la latence 111 de ’EBV.

A notre connaissance, il s’agit de la premicre fois ou les cellules B immortalisées par ’EBV
en latence III sont indiquées comme phénotypiquement et fonctionnellement similaires aux

Bregs immatures.

Suite a ce travail, plusieurs interrogations émergent : étant donné que les cellules en
latence II et III partagent la plupart des génes exprimés en latence III, les cellules issues de
lymphoproliférations caractérisées par la latence II de ’EBV seraient-elles des Bregs ? Les

réponses T inhibées par les cellules en latence III de ’EBV sont-elles spécifiques de ’EBV ?
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Les cellules B des patients atteints de la MNI ont-elles un phénotype de Bregs immatures ?
Les cellules B issues de tumeurs humaines EBV-positives ont-elles un phénotype de Bregs ?
Y a t’il une proportion plus importante de Tregs au sein de ces tumeurs ? Si ’on injectait les
cellules B en latence III de EBV dans des souris SCID, I’agressivité et la grosseur des
tumeurs seraient-elles liées au niveau de cytokines immunosuppressives sécrétées ? Les
tumeurs seraient-elles positives pour PD-L1 et FoxP3 ?

Le TGF-B étant connu pour ses capacités a induire les lymphocytes T CD4* périphériques en
Tregs, quel est le poids de cette cytokine dans la différenciation des cellules T en Tregs ?
Quel est le poids des autres cytokines phares immunosuppressives des Bregs (IL-10, IL-35) ?
De ces questionnements, une autre interrogation majeure se pose : quels sont les mécanismes
moléculaires sous-jacents a la surexpression des molécules immuno-modulatrices IL-10,
TGF-B1 et IL-35 ? Cette derni¢re question essentielle fait 1’objet de la seconde partie des

résultats.
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Partie 2 : Etude des mécanismes
moléculaires sous-jacents a la
surexpression des molécules
immunosuppressives 1L-10, TGF-$1
et IL-35
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1/ Introduction

Comme décrit dans I’article, les cellules en programme de latence III de ’EBV
surexpriment I’[L-10, le TGF-B1 et I’'[L-35 aux niveaux transcriptionnels et sécrétoires,
reflétant leur haut potentiel immunosuppressif.

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a la compréhension des mécanismes
moléculaires sous-jacents a cette surexpression, afin de mieux appréhender les différents
acteurs de I’induction d’un micro-environnement immuno-suppresseur.

Etant donné que NF-«kB et c-Myc sont les deux facteurs de transcription majeurs détournés
par les cellules en programme de latence III de ’EBV (Faumont et al., 2009), nous avons
inhibé par I’intermédiaire d’inhibiteurs chimiques ces deux facteurs et estime 1’expression

transcriptionnelle relative des trois molécules immunosuppressives.
Nous montrons par cette méthode que 1I’'[L-10 semble étre positivement régulée par

NF-kB et c-Myc, TGF-B1 négativement par ces deux derniers, et 1’IL-35 positivement par

NF-«B et négativement par c-Myc, et ce de maniere dose-dépendante.
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11/ Matériels et Méthodes

I1.1. Culture cellulaire et traitements chimiques

Les lignées cellulaires utilisées sont issues de lymphomes de Burkitt (BL) BL2 et
BL41, leurs homologues infectés par ’EBV (BL2B95.8 et BL41B95.8, latence III), ainsi que
les lignées cellulaires lymphoblastoides (LCLs, latence III) anciennement (1602, PRI, RUD)
ou récemment immortalisées (C0401, J1209 et N2803). La lignée cellulaire P3HRI1, en
programme de latence atypique, a également été étudiée. Elles sont cultivées dans du milieu
RPMI 1640 (Gibco BRL-Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 10%
de sérum de veau fetal tetracycline-free décomplémenté (SVF; Clon- tech, Palo Alto, CA), de
vitamines 1X, d’acides aminés 1X, de 50 UI/mL de penicilline, 50 pg/mL de streptomycine,
de L-glutamin a 200mM et de pyruvate a 100 mM (tous provenant de Gibco Life
Technologies, Carlsbad, CA) a 37°C, dans une atmosphere humide a 5% de COx.

Les cellules mortes et les débris cellulaires ont été éliminés en déposant les suspensions
cellulaires sur du milieu de séparation des lymphocytes (MSL) (Eurobio,d=1.077) toutes les
trois a quatre semaines. Les cellules en suspension ont été centrifugées pendant 5 minutes a
1200 rpm, et le culot cellulaire a été repris avec 8 mL de RPMI complet a 10% de SVF. La
suspension a été déposée délicatement sur 4 mL de Ficoll. L’ensemble a été centrifugé durant
30 minutes a 2500 RPM sans décélération. L’anneau récupéré, composé¢ de cellules vivantes
mononuclées, a été prélevé a I’interface du milieu de culture et du milieu de séparation. Un
lavage a été effectué suite a cette étape avec du RPMI dépourvu de SVF. Une numération
cellulaire a été effectuée a I’aide du compteur de cellules (Cell-Dyn Emerald Abbot, Rungis,
France) et les cellules ont été replacées en culture a une concentration de 0,4 million de
cellules/mL.

Les lignées BL et les LCLs ont été traitées soit avec 1’inhibiteur chimique de c-Myc 10058-F4
[(Z,E)-5-(4-ethylbenzylidine)-2-thioxothiazolidin-4-one] (Calbiochem, La Jolla, CA) a des
concentrations de 0, 10 ou 20 uM, ou avec I’inhibiteur chimique de NF-xkB PHA408 (99,4% ;
Axon Medchem, VA) a 0, 5 ou 10 uM. Les concentrations des inhibiteurs chimiques ont été
déterminées en fonction de I’efficacité d’inhibition par western-blot, et la viabilité des cellules

par un test Annexine-V — TOPRO-3 en cytométrie en flux.
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I1.2. Extraction d’ARN au trizol

Suite au traitement de 48h par les inhibiteurs, ’ARN d’environ 5.10° cellules de chaque
lignée cellulaire a été extrait par 500 pL de trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) durant 5 minutes
a I’abri de la lumiére. Puis, 100 pL. de chloroforme ont été additionnés et une centrifugation
de 12 000 RPM durant 20 minutes a été effectuée. Les ARNs ont été ensuite précipités dans
de l'isopropanol 100% froid. Le culot d’ARN a ensuite été lavé avec de 1’éthanol 75% froid et
resuspendu dans de I’eau ultrapure aprés séchage intégral du tube. L'ARN extrait a été
quantifié par mesure de l'absorbance a 260 nm grace au NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) et la puret¢ de [’échantillon a été pré-évaluée par le ratio
d'absorbance 260/280 et 260/230. La qualité des ARN a ensuite été analysée en faisant migrer
Ipug d’ARN supplémenté d’eau ultrapure et de tampon de charge (Volume final : 24 pL) en

conditions RNAse-free durant 30 minutes a 50 Volts.

I1.3. Rétrotranscription des ARNs

2 ng d'ARN ont été ajoutés a un mix de rétro-transcription (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA) pour former I’ADNc. Le mélange
réactionnel comprend 2 puL. de tampon 10X, 0,8 uL de dNTP et 2 uL. de primers. Apres
addition des ARNs et d’un microlitre d’enzyme, le volume réactionnel est ajusté a 20 pL par
addition d’eau ultrapure, la quantité d’eau apportée dépendant de la concentration de la
solution d’ARN. Pour conserver le rapport de quantité entre ARNs et ADNc, Ila
rétrotranscription s’effectue selon le protocole : 10 minutes a 25°C suivies de 2h a 37°C et de

5 minutes a 85°C.

I1.4. Analyse du niveau de transcription par PCR quantitative en temps réel

Pour chaque geéne a analyser, une sonde Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA)
spécifique est utilisée. Les ADNCc obtenus suite a la rétrotranscription sont dilués au 20°™ afin
de les obtenir a une concentration de 6 ng/uL. Le mélange réactionnel comprend 10 pL de
Master Mix 2 X (Applied Biosystems), 1 uL. de Sonde Tagman (Applied Biosystems), 4 uLL
d’ADNc et 5 uL d’eau ultrapure.

Les sondes utilisées permettent d’évaluer I’expression des geénes IL-10, TGF-fS1, EBI3 et
ILI2A humains (Hs00961622-m1 ; Hs00820148-g1 ; Hs01057148-m1; et Hs01073447,
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respectivement (Applied Biosystems, Foster City, CA)). Ces sondes Tagman sont couplées a
un fluorophore rapporteur, ici le 6-carboxyfluorescéine (FAM), ce qui permet la
quantification en temps réel grace a un détecteur placé a I’intérieur du thermocycleur (ABI
PRISM 7000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). L’expression du géne HPRTI
humain (Hs02800695-m1), géne de référence, est également mesurée afin de pouvoir
effectuer une quantification relative de I’expression des genes d’intérét.

Le programme de la QPCR est le suivant : activation des sondes a 50°C pendant 2 minutes,
puis activation de la polymérase par un traitement a 95°C pendant 10 minutes, suivent 40
cycles (dénaturation 95°C, 15 secondes ; hybridation/élongation 60°C ; 1 minute).

La quantification utilisée dans cette étude est une quantification relative reposant sur des
geénes de référence, elle est donc toujours le résultat d’un rapport entre deux valeurs. La valeur
«CT » ou le «CT » représente le nombre de cycles PCR nécessaire a 1’obtention d’une
quantité « X » d’ADN significative et donnant lieu a un signal lisible de maniére précise par
le détecteur. Deux types de « CT » sont distingués, les « CT » des genes de référence et les
« CT » des genes cibles. Les genes de référence sont choisis pour la stabilité de leur niveau de
transcription, ainsi quel que soit le test, nous devrions toujours obtenir le méme « CT » pour
ces genes de référence. Pour s’affranchir des variations qu’il pourrait y avoir, on calcule pour
chaque gene cible la valeur appelée « ACT » qui correspond au « CT » du geéne cible moins le
« CT» du gene de référence au cours du méme test. Pour comparer les différents tests entre
eux, il nous suffit alors de comparer les valeurs de « ACT » des genes cibles, on obtient ainsi
les valeurs de « AACT». Ces valeurs nous servent a calculer les variations du niveau de
transcription appelées « RQ » (Relative Quantity) qui correspondent au nombre de fois ou un
gene est surexprimé ou sous-exprimé pour un test par rapport a un test référence (ici le temps
Oh de différenciation). Si la quantité d’ARN n’a pas changé entre les deux tests le « RQ » sera
alors de 1, si la quantit¢ d’ARN a augmenté le RQ sera supérieur a 1 et si la quantit¢ d’ARN a

diminué le RQ sera inférieur a 1.
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111/ Résultats préliminaires

III.1. Régulation positive de I’IL-10 par NF-kB et c-Myc dans les lignées en
programme de latence III de PEBV

Nous avons inhibé NF-«B ou c-Myc durant 48h par le biais d’inhibiteurs chimiques.
La spécificité de ces inhibiteurs a été vérifiée par des travaux antérieurs du laboratoire
(Faumont et al., 2009; Chanut et al., 2014). Puis I’expression relative des transcrits (ARNm) a
été quantifiée dans les lignées de lymphomes de Burkitt (BL) infectées (BL2B95.8,
BL41B95.8) ou non (BL2, BL41) par ’EBV. Les expériences ont également été menées sur
la lignée P3HR1 (latence atypique) et sur les LCLs 1602, C0401, J1209, N2803, PRI, RUD
(latence III). La référence cellulaire choisie (pool de cellules B de référence), permet de
quantifier en valeur relative I’expression des ARNm, est issue de 3 échantillons de sang de
d’individus sains, dont les lymphocytes B ont été isolés par immunosélection négative. Le
gene de référence utilisé est le gene humain HPRT1, géne exprimé de maniere constitutive par

les cellules B.

I11.1.A. Inhibition de NF-kB avec le PHA-408

Nous observons une diminution significative de 1’expression relative de 1’/L-10 dans
toutes les lignées en programme de latence III de I’EBV lorsque NF-kB est inhib¢, alors qu’il
n’y a pas de différence significative pour les lignées BL négatives (BL2, BL41) et pour
P3HRI1. Nous constatons également que cette diminution s’opeére de manicre dose-
dépendante, comme nous I’observons entre les doses 5 et 10 uM de PHA-408 pour les lignées
en latence III. Nous pouvons donc penser que I’interleukine-10 serait positivement régulée
par le facteur de transcription NF-kB dans les lignées immortalisées par I’EBV en latence III,
contrairement aux lignées qui sont non infectées par le virus ou dans un autre type de latence

(Figure 26).
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Figure 26 : Expression relative des ARNm de 1’/L-10 lors de I’inhibition de NF- kB par

le PHA-408 dans les lignées en latence III négatives versus latence III positives.

Les cellules des différentes lignées ont été traitées avec du PHA-408 aux doses 0, 5 ou 10 uM durant 48h. Pour
chaque ARNm (pool de lymphocytes B et lignées d’intérét), ’expression relative de /’IL-10 et de HPRTI (gene
de ménage) a été quantifiée et une valeur de CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Le pool de lymphocytes B a
été choisi comme référence. Pour chaque échantillon, le ACT (=moyenne CT /L-10 — moyenne CT HPRT1I), puis
le AACT (=ACT IL-10 de I’échantillon - ACT pool de lymphocytes B), et enfin I’expression relative (=2-24¢T)
ont été calculés. Les valeurs d’expression relatives ont été calculées en prenant le pool de lymphocytes B isolés
(nommé pool). Le gene HPRTI a servi de gene de référence pour les calculs. Les barres d’erreurs représentent
les écarts types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les tests de Student ont été calculés en
comparant les valeurs des doses 0 et 10 pM.

II1.1.B. Inhibition de c-Myc avec 10058-F4

Tout comme pour les résultats obtenus avec 1’inhibition de NF-xB, nous remarquons
une baisse significative de 1’expression relative d 7L-10 lorsque c-Myc est inhibé aux doses
10 et 20 uM de I’inhibiteur chimique 10058-F4 dans les lignées en latence I1I. Hormis pour la
lignée BL41B95.8, nous constatons que cette diminution est dose-dépendante. Il n’y a pas de
différence significative observée entre les différentes doses de 10058-F4 dans les lignées qui

ne sont pas en programme de latence 11l de ’EBV (Figure 27).
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Figure 27 : Expression relative des ARNm de 1’7L-10 lors de I’inhibition de c-Myc par

10058-F4 dans les lignées en latence III négatives versus latence III positives.

Les cellules des différentes lignées ont été traitées avec du 10058-F4 aux doses 0, 10 ou 20 uM durant 48h. Pour
chaque ARNm (pool de lymphocytes B et lignées d’intérét), ’expression relative de 1°/L-10 et de HPRTI (gene
de ménage) a été quantifiée et une valeur de CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Le pool de lymphocytes B a
été choisi comme référence. Pour chaque échantillon, le ACT (=moyenne CT IL-10 — moyenne CT HPRTI), puis
le AACT (=ACT IL-10 de I’échantillon - ACT pool de lymphocytes B), et enfin I’expression relative (=2-24¢T)
ont été calculés. Les valeurs d’expression relatives ont été calculées en prenant le pool de lymphocytes B isolés
(nommé pool). Le gene HPRTI a servi de gene de référence pour les calculs. Les barres d’erreurs représentent
les écarts types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les tests de Student ont été calculés en
comparant les valeurs des doses 0 et 20 uM.

Nous montrons que 1’/L-10 serait positivement régulée par les deux facteurs de

transcription NF-«xB et c-Myc dans les lignées immortalisées par ’EBV en latence III.

II1.2. Régulation positive de 1’7L-35 par NF-kB et partiellement négative par c-
Myec dans les lignées en programme de latence II1 de PEBV

Nous avons effectué les mémes expériences que celles décrites dans le paragraphe

III.1, et observé I’expression relative des deux sous-unités de 1'7L-35, qui sont EBI3 et IL12A.

187



II11.2.A. Inhibition de NF-kB avec le PHA-408

Nous montrons qu’il y a une diminution significative de I’expression relative d’EBI3
(Figure 28A) et d’IL12A (Figure 28B) lorsque NF-kB est inhibé durant 48h pour toutes les
lignées en latence III de ’EBV. Aucune différence significative n’est observée dans les
lignées de lymphomes de Burkitt non infectées par ’'EBV (BL2, BL41) et dans la lignée
P3HR1 en latence atypique, ce qui confirme la spécificité de la régulation des lignées

immortalisées par ’EBV par NF-kB. Les deux sous-unités de 1°/L-35 semblent E&tre

positivement régulées par NF-«xB.
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Figure 28 : Expression relative des ARNm de I’/L-35 (EBI3 et IL12A) lors de I’inhibition
de NF-xB par le PHA-408 dans les lignées en latence III négatives versus latence I11

positives.

A. Expression relative de la sous-unité EBI3. B. Expression relative de ILI2A. Les cellules des différentes
lignées ont été traitées avec du PHA-408 aux doses 0, 5 ou 10 uM durant 48h.Pour chaque ARNm (pool de
lymphocytes B et lignées d’intérét), I’expression relative de EBI3, ILI2A et de HPRTI (géne de ménage) a été
quantifiée et une valeur de CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Le pool de lymphocytes B a été choisi comme
référence. Pour chaque échantillon, le ACT (=moyenne CT EBI3 ou ILI2A — moyenne CT HPRTI), puis le
AACT (=ACT EBI3 ou ILI2A de I’échantillon - ACT pool de lymphocytes B), et enfin I’expression relative (=2~
AACTY ont été calculés. Les valeurs d’expression relatives ont été calculées en prenant le pool de lymphocytes B
isolés (nommé pool). Le géne HPRTI a servi de géne de référence pour les calculs. Les barres d’erreurs
représentent les écarts types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les tests de Student ont été
calculés en comparant les valeurs des doses 0 et 10 uM.

II1.2.B. Inhibition de c-Myc avec 10058-F4

En inhibant c-Myc avec un inhibiteur chimique spécifique, nous avons identifié que
I’expression relative d’EBI3 est significativement augmentée dans toutes les lignées en
programme de latence III de ’EBV, alors qu’il n’existe pas de différence significative pour
les lignées en latence III négatives. De plus, cette augmentation s’effectue de maniére dose-

dépendante, hormis pour la lignée BL41B95.8 ou I’on constate une hausse plus importante de
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I’expression relative d’EBI3 pour la dose 10 uM que pour la dose 20 uM de 10058-F4. Ces
résultats montreraient que c-Myc régulerait négativement 1’expression relative de la sous-
unité¢ EBI3 de I’IL-35 dans les lignées immortalisées par I’EBV en latence III (Figure 29A).
Lorsque c-Myc est inhibé par différentes concentrations de 10058-F4, nous constatons que
I’expression de I’JLI2A est significativement diminuée pour les lignées de lymphomes de
Burkitt (BL) infectées par ’EBV (BL2B95.8, BL41B95.8), ainsi que pour les LCLs
anciennement établies (1602, PRI, RUD), alors qu’elle est augmentée de manicre significative
pour les LCLs récemment immortalisées (C0401, J1209, N2803). Aucune différence n’est
signalée pour les lignées de lymphomes de Burkitt non infectées par ’EBV (BL2, BL41),
ainsi que pour le pool de lymphocytes B et la lignée en latence atypique P3HRI1. Nous
montrons que les variations de I’expression relative de ’JL/2A sont similaires avec celles
d’EBI3 uniquement pour les LCLs récemment établies, et que ces modulations different pour
toutes les autres lignées en latence III (Figure 29B). Nous montrons que c-Myc semble
réguler négativement 1’expression relative d’EBI3, et positivement I’expression relative de

I’IL12A, hormis pour les lignées cellulaires lymphoblastoides récemment établies.
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Figure 29 : Expression relative des ARNm de I’/L-35 (EBI3 et IL12A) lors de I’inhibition
de c-Myc par 10058-F4 dans les lignées en latence III négatives versus latence I11

positives.

A. Expression relative de la sous-unité EBI3. B. Expression relative de ILI2A. Les cellules des différentes
lignées ont été traitées avec du 10058-F4 aux doses 0, 10 ou 20 uM durant 48h. Pour chaque ARNm (pool de
lymphocytes B et lignées d’intérét), I’expression relative de EBI3, ILI2A et de HPRTI (géne de ménage) a été
quantifiée et une valeur de CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Le pool de lymphocytes B a été choisi comme
référence. Pour chaque échantillon, le ACT (=moyenne CT EBI3 ou ILI2A — moyenne CT HPRTI), puis le
AACT (=ACT EBI3 ou ILI2A de I’échantillon - ACT pool de lymphocytes B), et enfin ’expression relative (=2~
AACTY ont été calculés. Les valeurs d’expression relatives ont été calculées en prenant le pool de lymphocytes B
isolés (nommé pool). Le géne HPRTI a servi de gene de référence pour les calculs. Les barres d’erreurs
représentent les écarts types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les tests de Student ont été
calculés en comparant les valeurs des doses 0 et 20 uM.

II1.3. Régulation négative de TGF-f1 par NF-kB et c-Myc dans les lignées en
programme de latence III de PEBV

I11.3.A. Inhibition de NF-xB avec le PHA-408
Nous remarquons une augmentation significative de 1’expression relative de TGF-f1

dans les lignées en latence III du programme de ’EBV, comparativement aux lignées en

latence III négatives, qui ne présentent pas de variation significative. Nous constatons qu’il
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existe différents niveaux d’expression relative de TGF-f1 et de variation de celle-ci, selon les
lignées cellulaires étudiées. Nous en déduisons que 1’expression relative de cette molécule
immunosuppressive semble étre régulée négativement par NF-kB dans les lignées en

programme de latence 11l de ’EBV (Figure 30).
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Figure 30: Expression relative des ARNm de TGF-f1 lors de ’inhibition de NF-kB par

le PHA-408 dans les lignées en latence III négatives versus latence III positives.

Les cellules des différentes lignées ont été traitées avec du PHA-408 aux doses 0, 5 ou 10 uM durant 48h. Pour
chaque ARNm (pool de lymphocytes B et lignées d’intérét), I’expression relative de TGF-f1 et de HPRTI (gene
de ménage) a été quantifiée et une valeur de CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Le pool de lymphocytes B a
été choisi comme référence. Pour chaque échantillon, le ACT (=moyenne CT TGF-$1 — moyenne CT HPRTI),
puis le AACT (=ACT TGF-f1 de I’échantillon - ACT pool de lymphocytes B), et enfin I’expression relative (=2"
AACTY ont été calculés. Les valeurs d’expression relatives ont été calculées en prenant le pool de lymphocytes B
isolés (nommé pool). Le géne HPRTI a servi de géne de référence pour les calculs. Les barres d’erreurs
représentent les écarts types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les tests de Student ont été
calculés en comparant les valeurs des doses 0 et 10 uM.

II1.3.B. Inhibition de c-Myc avec le 10058-F4

Lorsque c-Myc est inhibé a différentes concentrations de 10058-F4, nous constatons
une augmentation significative de I’expression relative de TGF-f1 dans les lignées de cellules
B en latence III du programme de ’EBV. Ces hausses d’expression relative sont dépendantes

de la concentration de I’inhibiteur chimique, hormis pour la lignée issue du lymphome de
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Burkitt BL2B95.8 ou I’augmentation la plus élevée est constatée pour la dose intermédiaire
(10 uM de 10058-F4). Au contraire, nous n’observons pas de différence notable entre les
niveaux d’expression de TGF-f£1 lorsque c-Myc est inhibé dans les lignées qui ne sont pas
infectées par 'EBV (Pool cellules B, BL2, BL41) ou en programme de latence atypique
(P3HR1). Nous suggérons que c-Myc régulerait négativement 1’expression relative de TGF-

p1 dans les lignées en programme de latence Il de ’EBV étudiées (Figure 31).
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Figure 31 : Expression relative des ARNm de TGF-f1 lors de ’inhibition de c-Myc par

10058-F4 dans les lignées en latence III négatives versus latence III positives.

Les cellules des différentes lignées ont été traitées avec du 10058-F4 aux doses 0, 10 ou 20 uM durant 48h. Pour
chaque ARNm (pool de lymphocytes B et lignées d’intérét), I’expression relative de TGF-S1 et de HPRT1 (gene
de ménage) a été quantifiée et une valeur de CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Le pool de lymphocytes B a
été choisi comme référence. Pour chaque échantillon, le ACT (=moyenne CT TGF-$1 — moyenne CT HPRTI),
puis le AACT (=ACT TGF-f1 de I’échantillon - ACT pool de lymphocytes B), et enfin I’expression relative (=2"
AACTY ont été calculés. Les valeurs d’expression relatives ont été calculées en prenant le pool de lymphocytes B
isolés (nommé pool). Le gene HPRTI a servi de géne de référence pour les calculs. Les barres d’erreurs
représentent les écarts types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les tests de Student ont été
calculés en comparant les valeurs des doses 0 et 20 uM.

La Figure 32 récapitule les différentes régulations exercées sur les molécules
immunosuppressives IL-10, IL-35 et TGF-f1 par les facteurs de transcription NF-xB et c-
Myc.
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Figure 32 : Schéma récapitulatif des mécanismes sous-jacents a la régulation de

I’expression transcriptionnelle de I’/L-10, d’IL-35 et de TGF-f1 par c-Myc et NF-B dans

les lignées en programme de latence I1I de P’EBV.
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1V/ Discussion

Nous montrons dans ce travail que les trois cytokines immunosuppressives des Bregs
surexprimées dans les cellules B immortalisées par I’EBV sont majoritairement régulées par
les deux facteurs de transcription majeurs de I’EBV, NF-kB et c-Myc. Toutefois, il serait
intéressant de compléter ce travail par d’autres méthodes, afin de confirmer ou d’infirmer les
résultats obtenus avec les inhibiteurs chimiques. Nous pourrions quantifier 1’expression
transcriptionnelle des trois cytokines IL-10, TGF-B1 et des deux sous-unités de 1I’'IL-35 grace
a la lignée P493.6, doublement inductible pour NF-kB et c-Myc, que nous avons au
laboratoire. Des transfections cellulaires avec des vecteurs permettant la surexpression de NF-

kB et c-Myc pourraient également €tre effectuées pour confirmer nos hypotheses.

Le fait que TGF-B1 semble étre négativement régulé par ces deux facteurs est en corrélation
avec les données de la littérature, qui montrent que cette cytokine joue un rdle dans le passage
de la latence au cycle lytique (Liang et al., 2002). L’induction de production de virions de
I’EBV dans une cellule EBV positive est permise par I’expression du géne BZLF'I, qui permet
la commutation entre I’état de latence et le cycle lytique. Le géne BZLFI peut étre induit par
I’expression de molécules activatrices, telles que le TGF-B et le 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acétate. Liang et al ont montré que I’activation de BZLF1 par TGF-} s’effectue grace a
une coopération entre les protéines Smad et c-Jun/c-Fos (Liang et al., 2002). Etant donné que
NF-kB et c-Myc sont les deux principaux facteurs de transcription du programme de latence
III, il apparait cohérant que ces deux facteurs régulent négativement TGF-f, afin que les

cellules restent en phase de latence I11.

Malgré ces données, nous montrons que toutes les lignées cellulaires en latence III de
I’EBV surexpriment TGF-1, comparé aux lignées en latence III négatives. Selon Johansson
et ses collaborateurs, la voie de signalisation de p38 augmente 1’oncoprotéine majeure de
I’EBV, LMP1 (Johansson et al., 2010). Morris et al ont mis en évidence que LMP1 peut
moduler 1’adhésion cellulaire, en régulant la signalisation de 1’activine A, de TGF-f et de
TGF-B1 (Morris et al., 2016). L’activine A et le TGF-B1 sont toutes les deux requises pour la
capacit¢ de LMP1 a induire I’expression de la protéine de la matrice extracellulaire, la
fibronectine. Les auteurs ont montré que LMP1, par I’intermédiaire de TGF-B1, contribue au

potentiel métastatique des cellules épithéliales dans la pathogenese du NPC (Morris et al.,
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2016). Ces résultats pourraient étre étendus aux lymphoproliférations en latence 111 de I’EBV,
LMP1 étant exprimée dans cette phase de latence. Il serait donc intéressant de voir si la forme

activée de P38 régule positivement 1’expression transcriptionnelle de TGF- B1.

D’autres voies de signalisation détournées par le programme de latence III pourraient

¢galement induire I’expression de TGF-B1. Les voies de signalisation de PI3K/Akt, JNK et
STAT-1, 2, 3 et 5a jouent un role dans I’oncogénicité des cellules en latence I1I de ’EBV.
A ce jour, aucune étude n’a rapporté que ces voies de signalisation étaient des régulateurs
positifs de TGF-B1 dans les lymphoproliférations liées a ’EBV. Cependant, des études
menées sur d’autres types cellulaires ont permis d’identifier que ces voies de signalisation
pouvaient étre des régulateurs positifs de 1’expression transcriptionnelle de TGF-f1.

Bankin et al ont identifié que le TGF-f1 exogene induit la phosphorylation de Akt a la
sérine 473 et Dactivité kinase de Akt in vitro rapidement dans des cellules mammaires
épithéliales, ce qui favorise les jonctions cellulaires et la modification de la morphologie des
cellules (Bakin et al., 2000). Selon les auteurs, la voie de signalisation de PI3K/Akt est
nécessaire pour I’induction de la transcription de TGF-B1, la transition epithélio-
mésenchymateuse (TEM), et I’invasion cellulaire par des cellules issues de cancer du sein
(Bakin et al., 2000).

Santibafiez et al ont montré que la voie de signalisation de JNK médie la transition
épithélio-mésenchymateuse induite par TGF-B1, en stimulant les propriétés malignes des
kératinocytes transformés dans un modele murin (Santibaiiez, 2006). TGF-B1 induit la
phosphorylation de JNK, la transactivation de c-Jun et ’activation d’AP-1 pour induire les
étapes initiales de la TEM et la migration des cellules cancéreuses (Santibafiez, 2006).

Concernant les STATs, Liu et ses collaborateurs ont montré que la voie de
signalisation de JAK/STAT?3 joue un role dans la TEM, la migration et I’invasion cellulaire
induite par TGF-B1 dans des cellules issues de cancer du poumon (Liu et al., 2014b).
JAK/STAT3 agit via une régulation positive de 1’expression de phospho-Smad3 (p-Smad3) et
de Snail. La signalisation d’IL-6/JAK/STAT3 et TGF-B/Smad synergisent la TEM dans les

carcinomes pulmonaires (Liu et al., 2014b).
I1 serait intéressant d’inhiber ces différentes voies de signalisation dans les cellules en latence

III de I’EBV, qui apparaissent comme des régulateurs positifs de TGF-B1 dans des

pathologies de type tumoral non associées au virus.

196



Chapitre IV : Discussion générale,

perspectives et conclusions
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I/ Discussion générale et perspectives

Nous avons mis en évidence dans ce travail que les cellules B immortalisées par
I’EBV en latence III possedent les mémes caractéristiques phénotypiques et les fonctions
suppressives que les Bregs immatures. Nous montrons que les cellules B en latence III
peuvent inhiber la prolifération des lymphocytes T autologues, et induire I’expansion de
lymphocytes T régulateurs CD4" FoxP3!ieh Cette expansion de Tregs CD4* FoxP3High est
médiée par I’axe PD-1/PD-L1.

Ce travail a permis d’identifier un nouveau mécanisme de détournement du systéme
immunitaire par ’EBV. Le fait que les cellules B en latence III de I’EBV puissent mimer
phénotypiquement et fonctionnellement les Bregs permet de comprendre comment I’EBV
peut induire des lymphoproliférations chez les hotes immunocompétents, en inhibant les

capacités du systéme immunitaire de I’hte a détruire les cellules B infectées.

Durant cette discussion, plusieurs points majeurs de 1’étude seront mis en avant et
corrélés avec des études réalisées au préalable. Les perspectives pour ce projet seront

discutées.

I.1. Primo infection par ’EBV et lymphocytes B régulateurs

Nous montrons dans ce travail que les cellules B en latence III de ’EBV s’apparentent
aux niveaux phénotypique et fonctionnel a des Bregs in vitro et ex vivo. Les cellules
immortalisées par I’EBV lors de la primo-infection de ’EBV, la MNI, se trouvent en
programme de latence III. 1l serait intéressant de voir si les cellules B des patients atteints de
la MNI ont un phénotype de Bregs immatures, ou un autre sous-type de Breg humain. Nous
pourrions également rechercher dans le sang périphérique de ces patients si nous identifions
un pourcentage de Tregs FoxP3™ plus élevé que pour les individus ne présentant pas de signes
cliniques de la MNI. Cette perspective se heurte a certaines limites éthiques. Il est possible de
recueillir des reliquats d’échantillons de patients ayant effectué une prise de sang apres leur
consentement averti. Toutefois, il est un peu compliqué de mettre en place une récolte

d’échantillons sanguins de patients ayant une MNI de maniere réguliere.
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I.2. LMP1 au cceur des processus oncogéniques

LMP1 est ’oncoprotéine majeure de I’EBV. Cette protéine mime la signalisation de
CDA40 (Uchida et al., 1999), ce qui entraine la syntheése des protéines TRAFs, activant les
voies de signalisation de NF-xB, P28 et INK. LMP1 et son mimétisme pour CD40 permettent
d’activer les voies de prolifération et de survie des lymphocytes B immortalisés par le virus
(Soni et al., 2007).

LMP1 est exprimée par de nombreuses tumeurs malignes humaines, ou elle peut jouer
un rOle causal. Lorsque les patients sont immunodéprimés des lymphocytes T, LMP1 est
fréquemment exprimée dans les cellules B des patients atteints de troubles
lymphoprolifératifs, tels que les PTLDs ou les lymphomes des patients atteints par le virus du
SIDA (Cesarman, 2011). L’EBV et LMPI1 sont également fréquemment détectés dans les
DLBCLs chez les personnes agées, dont le systtme immunitaire est moins compétant
(Castillo et al., 2011). Malgré le succes du traitement antirétroviral pour le virus du VIH, le
risque de lymphomes Hodgkiniens liés a I’EBV chez les personnes atteintes du SIDA n’a pas
diminué (Jacobson and Abramson, 2012).

Chez les hotes immunodéprimés et immunocompétents, LMP1 est fréquemment
retrouvée dans les cellules malignes de Reed-Sternberg du lymphome de Hodgkin (Fields et
al., 2007; Jarrett, 2002; Vockerodt et al., 2008).

Chez les hotes immunocompétents, LMP1 est exprimée dans un sous-ensemble de
carcinomes nasopharyngés anaplasiques (Raab-Traub, 2002; Dawson et al., 2012). Le NPC
est 'une des tumeurs malignes associées a I’EBV la plus répandue, ayant une prévalence plus
importante dans le sud de la Chine, dans le sud-est de 1’Asie et au nord de 1I’Afrique (Bei et
al., 2012). L’EBV sous sa forme latente est retrouvé dans environ 10% des cancers gastriques
dans le monde. Toutefois, I’expression de LMP1 n’est pas retrouvée systématiquement dans
ce type de cancers (Strong et al., 2013).

Fang et al ont prouvé que LMP1 induit la surexpression de PD-L1 par le biais des
voies de signalisation de STAT3, AP-1 et NF-xB dans les cellules issues de NPC (Fang et al.,
2014). Ils montrent que I’IFN-y synergise avec LMP1 pour augmenter 1’expression de PD-L1
et que des niveaux élevés de PD-L1 sont associés a une mauvaise survie globale des patients
(Fang et al., 2014). LMPI1 induit également D’expression de I’IL-10 dans différentes
lymphoproliférations liées a I’'EBV (Nakagomi et al., 1994; Herbst et al., 1996; Bi et al.,
2016b).
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Au vue de I’ensemble de ces données, nous voudrions €galement savoir si nos résultats
obtenus pour les cellules en latence III de I’EBV pourraient s’appliquer aux cellules en
latence II, LMP1 étant exprimée durant cette phase. Il serait intéressant d’interroger les
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de lignées cellulaires en latence II, afin de
voir si elles pourraient également mimer le role des Bregs. Etant donné que LMP1 induit la
surexpression des deux molécules phares des Bregs, il est possible que les cellules en latence

IT possedent les caractéristiques suppressives majeures des Bregs.

1.3. Equilibre entre cytokines immunosuppressives et pro-inflammatoires

Nous avons constaté que toutes les cellules des lignées en latence III de ’EBV
surexpriment aux niveaux transcriptionnel et sécrétoire les molécules immunosuppressives
des Bregs, I'IL-10, le TGF-B1 et les deux sous-unités de I’IL-35. Il serait intéressant par la
suite d’étudier I’expression de certaines cytokines pro-inflammatoires, afin de voir 1’éventuel
équilibre entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires. Ansari et a/ ont montré que tous les
types de latence de ’EBV entrainent une induction massive de I’expression des cytokines
pro-inflammatoires IL-1P, IL-18 et IL-33. Ils ont également observé une activation de
I’inflammasome, caractérisée par le clivage de la caspase-1 (Ansari et al., 2013).

Nous pouvons nous demander pourquoi ’EBV sécréte a la fois des cytokines pro- et anti-
inflammatoires. Waldman ont montré que 1’augmentation des niveaux des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et TNF-a est prédictive d’un mauvais pronostic pour les patients atteints
de maladies cardiovasculaires. Les facteurs sous-jacents a cette augmentation sont multiples
et peuvent inclure des herpesvirus latents, tel que I’EBV qui peut étre réactivé en cas de stress
(Waldman et al., 2008). Leurs travaux antérieurs ont mis en évidence que la déoxyuridine
triphosphate nucléotidohydrolase (dUTPase), une protéine synthétisée dans les phases
précoces de la réplication virale, peut induire les macrophages et les monocytes humains a
produire I’IL-6 et le TNF-a (Glaser et al., 2006). L’équipe de Bennett et al a également
démontré que I’inflammation est liée a la réactivation des herpésvirus latents, en particulier
chez les personnes agées (Bennett et al., 2012). Nous pourrions donc imaginer que le virus
peut sécréter les cytokines pro- ou anti-inflammatoires a différents moments de son cycle
(latence/réactivation). Il serait intéressant de rechercher s’il y a une évolution dans I’équilibre
entre ces deux types de cytokines lorsque I’EBV est réactivé. La thése soutenue au laboratoire
par Al Mohamad H. a permis d’identifier que le traitement par le vorinostat, un inhibiteur des

histones désactéylase (HDACI), peut induire la réactivation de ’EBV sur les lignées P3HR1
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et B95.8. Il serait possible de mesurer les niveaux des cytokines pro-inflammatoires de I’EBV
avant et apres traitement au vorinostat.

Dans le cas de notre étude, nous pourrions imaginer que les cellules en latence I1I de ’EBV
sécretent moins de cytokines pro-inflammatoires, au profit des anti-inflammatoires afin de ne

pas étre réactivées.

L.4. Différents types de Bregs et cellules B en latence II1 de ’EBV, quels facteurs

transcriptionnels ?

Nous montrons que les cellules B immortalisées par I’EBV en latence III
s’apparentent phénotypiquement et fonctionnellement aux Bregs de type immature (CD24Hieh
CD38Migh pD-L1High), PD-L1 est uniquement exprimé dans ce sous-type de Breg humain. Les
Bregs immatures induisent 1’expansion de lymphocytes T régulateurs, et limitent la
différenciation des cellules T helpers (Th) (Flores-Borja et al., 2013), données que nous
montrons également dans nos travaux. Les mécanismes d’action suppresseurs des Bregs sont
majoritairement orchestrés par I’IL-10 pour tous les sous-types de Bregs humains (Mauri and
Menon, 2015a). 1l apparait que d’autres mécanismes suppressifs sont caractéristiques de
certains sous-types : PD-L1 pour les Bregs immatures, GrB et IDO pour les cellules B GrB*,
IgG4 pour les cellules Brl, I’adénosine pour les Bregs CD39" CD73* et TGF-B1/IDO0 pour les
iBregs. Les iBregs sont des Bregs induites qui utilisent le TGF-B1 et I’'IDO pour différencier
les lymphocytes T CD4* CD25 en lymphocytes T régulateurs producteurs de TGF-f et d’IL-
10 (Nouél et al., 2015).

Etant donné que les cellules B en latence III de I’EBV surexpriment TGF-B1, il se pourrait
que ces cellules constituent un mélange entre des Bregs immatures et des iBregs. Pour
s’affranchir de cette hypothése, il serait intéresser de vérifier si les cellules B immortalisées
par I’EBV en latence III sécrétent ’enzyme IDO, comme I’ont montré Song et son équipe

(Song et al., 2011).

Le facteur de transcription FoxP3 permet, conjointement a d’autres marqueurs,
d’identifier les cellules T régulatrices (Rudensky, 2011). Contrairement aux Tregs, aucun
facteur de transcription spécifique des Bregs n’a ét¢ identifi¢ a ce jour (Mauri and Menon,
2015a; Rosser and Mauri, 2015).

NF-xB et STAT3 apparaissent comme des facteurs de transcription jouant des roles cruciaux

dans I’émergence des cancers (Grivennikov and Karin, 2010). Nos résultats ont identifié que
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NF-«B pouvait étre un régulateur positif de 1I’expression transcriptionnelle des trois cytokines
majeures des Bregs. Selon Liu et al, I’activation de STAT3 est un des facteurs essentiels a la
sécrétion de I’IL-10 par les cellules B humaines (Liu et al., 2014a). Nous nous posons la
question de la conjonction de NF-xB et STAT3 dans la physiologie des cellules B
régulatrices. L’étude des geénes cibles de ces deux facteurs transcriptionnels dans les différents
sous-types de Bregs décrits pourrait peut-€tre apporter des connaissances supplémentaires sur

I’origine et I’unité des Bregs.

L.5. Expansion des lymphocytes T régulateurs médiée par I’axe PD-1/PD-L1

Nous avons identifié que les cellules B en latence III de I’EBV peuvent induire
I’expansion de Tregs lorsqu’elles sont incubées avec les lymphocytes T autologues, par
I’intermédiaire de 1’axe PD-1/PD-L1. Nous remarquons que les Tregs induits par les cellules
B immortalisées en latence III sont majoritairement des Tregs inductibles (iTregs, CD4*
CD25 FoxP3Mie") avec une plus faible proportion de Tregs provenant du thymus (nTregs,
CD4* CD25* FoxP3%gh). Ces données sont en cohérence avec les travaux de Francisco et al,
qui ont montré que PD-L1 est un régulateur majeur du développement, du maintien et de la
fonction des iTregs (Francisco et al., 2009). Ils ont identifié que PD-L1 peut inhiber les
réponses des lymphocytes T en promouvant I’induction et le maintien des iTregs (Francisco et
al., 2009). Nous avons confirmé que 1’axe PD-1/PD-L1 joue un rdle important dans
I’induction des iTregs. L’axe PD-1/PD-L1 et les Tregs sont également décrits dans diverses
tumeurs, telles que le cancer du sein (Li et al., 2016; Guan et al., 2016a), et du poumon (Shi,
2016).

Par ailleurs, une des questions principales serait de savoir si les Tregs induits par le contact
avec les cellules B en latence I1I de ’EBV sont spécifiques du virus. La section 1.7 discutera

plus précisément de cet aspect.

LI.6. Inhibition de la prolifération des lymphocytes T autologues

Selon Francisco et al, PD-L1 peut inhiber les réponses T effecteurs au profit de
I’expansion des Tregs (Francisco et al., 2009). Nous avons prouvé que les cellules B en
latence III de ’EBV induisent la différenciation des Tregs par 1’axe PD-1/PD-L1, mais nos
résultats montrent que cet axe n’est pas impliqué dans 1’inhibition de la prolifération des T

CD4+ et CD8+. En effet, I'inhibition de PD-L1 ne restaure pas la prolifération des
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lymphocytes T autologues lorsqu’ils sont co-incubés avec les cellules B en latence III de
I’EBV (données non montrées). D’autres facteurs seraient a ’origine de 1’inhibition de la
prolifération des lymphocytes T effecteurs. L’IL-10 est une cytokine immunosuppressive qui
peut inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4* activés, et supprimer la prolifération et
la fonction cytotoxique des lymphocytes T CD8" (Ye et al., 2007). En inhibant I’IL-10 par un
anticorps bloquant, nous ne sommes pas parvenus a restaurer 1’inhibition de la prolifération
des lymphocytes T CD4* et CD8" médiée par les cellules B autologues en latence III de
I’EBV. Cette inhibition pourrait étre due a une privation des lymphocytes T en adénosine, qui
diminue leur prolifération (Linden and Cekic, 2012). Les ectonucléotidases CD39 et CD73
peuvent convertir ’ATP en AMP et en adénosine, qui se lie ensuite au récepteur a 1’adénosine
A2a sur les lymphocytes T effecteurs, afin d’inhiber leurs fonctions. De plus, les Tregs
expriment des niveaux élevés de CD39 et CD73 (Mandapathil et al., 2010). Nous pourrions
mesurer I’expression de ces deux ectonucléotidases a la surface des cellules B en latence 11
de ’EBV, afin de voir si I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T autologues serait
due a une conversion de I’ATP en adénosine. Si c’est le cas, nous pouvons supposer que
I’inhibition de la prolifération des T effecteurs est a due a (i) une conversion de ’ATP en
AMP et en adénosine par CD39 et CD73, qui réprime leurs fonctions effectrices (ii) la
surexpression de CD39 et CD73 a la surface des Tregs induits par les cellules B autologues en

latence I1I de ’EBV, qui inhiberait également la prolifération des lymphocytes T effecteurs.

Hormis leurs capacités d’inhibition de la prolifération des lymphocytes T effecteurs
autologues au profit des Tregs, les Bregs possedent d’autres propriétés fonctionnelles. Par
I’intermédiaire de I’IL-10, de TGF-B et de I’IL-35, les Bregs peuvent inhiber les cellules
dendritiques, les monocytes, et favoriser le maintien NKT invariants (iNKT) (Rosser and
Mauri, 2015). I serait intéressant d’observer si les lignées en latence 111 de ’EBV possedent

I’ensemble des propriétés fonctionnelles des Bregs.

L.7. Lymphocytes T autologues spécifiques de ’EBV ?

Un des questionnements majeurs de cette étude qu’il reste a €lucider est de savoir si
les réponses lymphocytaires T observées sont spécifiques de I’EBV. Nous avons constaté que
les cellules B en latence III de I’EBV pouvaient inhiber de maniére globale la prolifération
des lymphocytes T autologues CD4 et CDS8. Nous aimerions connaitre le role exact de ’EBV

dans I’inhibition des lymphocytes T. D’autre part, nous souhaiterions également identifier si
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les lymphocytes T régulateurs FoxP3* induits par les cellules B en latence III de ’EBV sont
spécifiques du virus.

Il serait envisageable de commander des peptides qui miment les protéines de latence de
I’EBV, ainsi que les tétrameres correspondant couplés a un fluorochrome. Ainsi, les réponses
T spécifiques de ’EBV pourraient étre visualisées par cytométrie en flux et nous pourrions
déterminer le réle précis du virus dans les réponses lymphocytaires T CD4 et CDS.

La méthodologie consiste a incuber les peptides spécifiques de ’EBV lors des expériences
entre lymphocytes B et T autologues, ainsi que les tétrameres restreints au CMH-I
(correspondant au lymphocytes T CD8 anti-EBV) ou au CHM-II (lymphocytes T CD4 anti-
EBV). La streptavidine du tétrameére est couplé a un fluorochrome, et permet d’identifier les
réponses T spécifiques de ’EBV. La Figure 33 schématise la méthode d’identification de
lymphocytes T CD8 spécifiques de ’EBV.

Purified biotinylated
MHC class | molecule

Biotin *

[}‘«-microglobulino

Fluorescently labelled
streptavidin

MHC class |
Peptide
TCR
“ 2 -
Antigen-specific
CD8* T cell
Weak binding Specific binding
No internalization +/— internalization
No staining

Figure 33 : Schéma représentant la méthode de détection des lymphocytes T CD8
spécifiques de ’EBV.

D’aprés (Klenerman et al., 2002, revue).
I.8. Place des Bregs dans les infections virales chroniques
Les Bregs ont été décrites dans d’autres infections virales chroniques, chez les patients

atteints du SIDA, de I’hépatite B (HBV) et de 1’hépatite C (HCV). L’infection par le virus du

SIDA est associée a une augmentation de I’'IL-10 et de PD-L1, et les marqueurs de la
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progression de la maladie sont corrélés a une augmentation des Bregs (Siewe et al., 2013).
Les Bregs atténuent les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ in vitro, par
I’intermédiaire de I’IL-10 (Siewe et al., 2013). Das et al ont montré que les cellules B
régulatrices productrices d’IL-10 jouent un réle dans I’infection chronique par ’HBV (Das et
al., 2012). IIs ont constaté qu’il s’agissait principalement de Bregs de type immature (CD19*
CD24Migh cD3gHigh) et que la fraction purifiée de ces Bregs peut supprimer les réponses T
CDS8 anti-HBV, par I’intermédiaire de I’IL-10 (Das et al., 2012). Yun Liu et son équipe ont
identifié que les Bregs productrices d’IL-10 suppriment les réponses des lymphocytes T
effecteurs, et induisent I’expansion des Tregs durant I’infection chronique par ’HBV (Liu et
al., 2016a).

Eiza et ses collaborateurs montrent que 1’augmentation de Bregs et de Tregs durant I’infection
par ’HCV est associée a la persistance virale (Eiza et al., 2016).

Nos travaux concernant la persistance virale de ’EBV tout au long de la vie de I’hote
s’apparentent aux études menées au préalable sur des virus produisant des infections
chroniques. Ces résultats permettent de mieux caractériser comment ’EBV parvient a
échapper au systéme immunitaire de 1’hote, comme certains autres virus persistant dans
I’organisme. La détection de lymphocytes B régulateurs dans le sang des patients pourrait étre

un élément prédictif d’infections virales chroniques.

1.9. Homologie des cellules B en latence III de PEBV avec les Bregs dans un

contexte tumoral

Nous avons démontré que les cellules B en latence III de EBV sont capables
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4 et CD8 autologues, et d’induire I’expansion
de Tregs FoxP3* ex vivo. Pour aller plus loin dans nos recherches et pour comprendre une des
manieres dont I’EBV détourne le systeme immunitaire de 1’hote, il serait judicieux de vérifier
ce concept au niveau tumoral.

Nous avons pour objectif d’injecter en sous-cutané des cellules B en latence III de
I’EBV dont les lignées ont été récemment établies (C0401, J1209, N2803) en sous-cutané
dans des souris immunodéprimées. Ce type d’expérience a déja été effectué au préalable au
laboratoire avec les lignées de lymphomes de Burkitt BL2B95.8 et BL41B95.8 et avaient
conduit a I’apparition de tumeurs en quelques semaines. Nous aimerions étudier les tumeurs
issues des cellules B en latence III, en comparaison avec des lignées non infectées par ’EBV

ou dans un autre type de latence. Nous pourrions effectuer un marquage en
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immunohistochimie ou en microscopie confocale pour détecter d’éventuels Bregs de type
immature au niveau des tumeurs. Ces données pourraient nous fournir une autre preuve
physiologique de I’homologie des cellules B en latence 11 de ’EBV et des Bregs.

L’expression de PD-L1 est augmentée dans divers lymphomes EBV-positifs, dont les
PTLDs ou I’EBV est causal dans I’émergence de cette pathologie et dont les cellules sont en
programme de latence III (Green et al., 2012; Ilcus et al., 2017). Dans la méme démarche que
pour les patients atteints de la MNI, il serait intéressant de savoir si les cellules B issues des
patients atteints de PTLD s’apparentent aux niveaux phénotypique et fonctionnel a des
cellules B régulatrices.

Nous sommes actuellement en train d’établir une collaboration avec Marie-Cécile
PARRENS, exercant au service de pathologie du CHU de Bordeaux, afin de recueillir des
tumeurs de patients atteints de lymphoproliférations liées a I’EBV. Nous souhaiterions
effectuer des coupes de ces tumeurs, ainsi qu'un marquage PD-L1 et FoxP3 en
immunohistochimie. Cette perspective de travail nous apporterait des informations
essentielles pour confirmer ou infirmer les résultats de ma these obtenus in vitro et ex vivo.

Plus largement, le lymphome B diffus a grandes cellules de type ABC (Activated B-
Cell) est la forme la plus agressive de ce type de lymphome. Il est résistant a la plupart des
chimiothérapies classiques existantes (Young et al., 2015). Les deux programmes de
transcription majeurs détournés dans les ABC-DLBCLs sont STAT3 et NF-xB (Lam et al.,
2008; Ok et al., 2014). Plusieurs études ont mis en évidence que PD-L1 est surexprimé a la
surface des cellules issues de DLBCL, et est associé a une mauvaise survie globale des
patients (Kiyasu et al., 2015; Georgiou et al., 2016). Dans un tel contexte, nous nous
demandons si les cellules issues des ABC-DLBCLs pourraient é&tre apparentées

phénotypiquement et fonctionnellement a des cellules B régulatrices.
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11/ Conclusion

Le but de ma these était d’étudier les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
des cellules B en latence III de ’EBV, dans le cadre des propriétés des Bregs. Nous avons pu
identifier que les cellules B immortalisées par I’EBV possédent les déterminants antigéniques
des Bregs de type immature, surexprimant les marqueurs CD24, CD38 et PD-L1/B7-
H1/CD274. Les cellules B en latence III de I’EBV surexpriment aux niveaux transcriptionnel
et sécrétoire les trois cytokines immunosuppressives cardinales des Bregs : I'IL-10, le TGF-
B1 et les deux sous-unités de 1’IL-35 (EBI3 et ILI2A codant pour les protéines IL-27f et IL-
120, respectivement). Nous nous sommes intéressés aux propriétés fonctionnelles des cellules
B en latence III de ’EBV par rapport aux caractéristiques des Bregs : leur capacité a inhiber
les réponses des lymphocytes T effecteurs, et a induire I’expansion de lymphocytes T
régulateurs.

Nous avons prouvé que les cellules B en latence III de ’EBV sont capables d’induire
I’apoptose des lymphocytes T4 autologues, d’inhiber la prolifération globale des lymphocytes
T CD4 et CDS, et d’induire ’expansion de Tregs CD4* FoxP3%#" Nous montrons que cette
expansion de Tregs par les cellules B immortalisées par ’EBV est médiée par I’axe PD-1/PD-
L1.

Grice a ce travail, nous avons identifié un des aspects des mécanismes d’échappement
au systéme immunitaire par ’EBV. Les cellules immortalisées peuvent mimer les cellules B
régulatrices, qui inhibent les réponses immunitaires spécifiques au virus et expandent les
populations de Tregs. Cette acquisition d’un phénotype régulateur permet d’augmenter les
capacités oncogéniques du virus, et de détourner le systtme immunitaire de 1’hote. Ces

résultats sont illustrés sur la Figure 34.
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RESUME

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est le premier virus transformant a avoir été identifi¢ chez ’Homme. Il
infecte plus de 90% de la population adulte mondiale, persistant sous forme épisomale dans le
compartiment B mémoire tout au long de la vie de I’hote. Lors de la primo-infection et lors de phases
de réactivation du virus, les cellules B immortalisées sont en programme de latence III, aussi appelée
phase de prolifération, ou I’ensemble des protéines de latence sont exprimées. Lorsque les hotes sont
immunocompétents, un équilibre entre hote et virus s’établit et la plupart des cellules B infectées sont
¢liminées par le systétme immunitaire de 1’hote, principalement par les lymphocytes T cytotoxiques.
En cas de déficit immunitaire, il peut y avoir émergence de lymphomes, tels que les désordres
lymphoprolifératifs des patients immunodéprimés (PTLDs), les lymphomes non-Hodgkiniens (LNH)
et Hodgkiniens (LH). Les travaux antérieurs du laboratoire ont permis de mettre en évidence que
I’immuno-inhibiteur PD-L1/B7-H1/CD274 est surexprimé a la surface des lymphocytes B en latence
III de PEBV. L’interleukine-10 (IL-10) est également sécrétée par ces cellules. Ces caractéristiques
sont communes aux cellules B régulatrices (Bregs). Le but de ma thése était d’interroger les
caractéristiques immuno-modulatrices des cellules B en latence III de I’EBV, dans le cadre des
propriétés des Bregs. Nous montrons que les cellules B en latence III de ’EBV possedent les
déterminants antigéniques communs aux Bregs immatures (CD24™¢" CD38™" pD-L1""), associée a
une surexpression des cytokines immunosuppressives cardinales des Bregs (IL-10, TGF-B1 et IL-35).
Nous montrons que les cellules B en latence Il de ’EBV peuvent conduire a la mort des cellules T
CD#4 autologues, ainsi qu’a I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 et CD8, au profit
de I’expansion de lymphocytes T régulateurs (Tregs). Nous avons trouvé que cette expansion est
médiée par 1’axe PD-1/PD-L1. Ces travaux mettent en évidence un nouveau mécanisme de I’EBV
concernant le détournement du systéme immunitaire de 1’hote, augmentant ses capacités
oncogéniques.

MOTS-CLES : EBV, latence I1I, IL-10, immunosuppression, Bregs, Tregs, axe PD-1/PD-L1

ABSTRACT

The Epstein-Barr virus (EBV) is the first transforming virus discovered in humans. It infects more
than 90% of the global adult population, persisting in an episomal form in the memory B-cell
compartment throughout the life of the host. During primo-infection and during phases of viral
reactivation, immortalized B-cells are in latency IlI, also called the proliferation program, in which the
full range of latency proteins are expressed. In immunocompetent subjects, a balance between virus
and host is established, and most infected B-cells are eliminated by the host’s immune system, mainly
by cytotoxic T lymphocytes. Deficit of the immune system may lead to lymphomagenesis, such as
post-transplantation lymphoproliferative disorders (PTLDs), non-Hodgkin’s (NHL) or Hodgkin’s
lymphomas (HL). Previous studies in the lab revealed that the immuno-inhibitor PD-L1/B7-
H1/CD274 was overexpressed on the surface of EBV latency III B-cells. Interleukin-10 (IL-10was
also secreted by these cells. These features are shared with regulatory B-cells (Bregs). Our objective
was to examine the immunomodulatory features of EBV latency III B-cells, in the frame of Breg
properties. We found that EBV latency III B-cells possessed the antigenic determinants common to
immature Bregs (CD24™¢" CD38"" PD-L1™¢") associated with overexpression of Breg
immunosuppressive cytokines (IL-10, TGF-B1 and IL-35). EBV latency III B-cells led to death of
autologous CD4 T-cells, as well as inhibition of CD4 and CD8 T-lymphocyte proliferation, favoring
regulatory T-cell (Treg) expansion. We found that this expansion was mediated by the PD-1/PD-L1
axis. This study highlights a new mechanism of EBV for the diversion of the host immune system
thereby increasing its oncogenic properties.
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