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I. INTRODUCTION 

A. Le virus d’Epstein-Barr ou EBV 

   A.1 La découverte de l’EBV 
 

       En 1957, à l'hôpital Mulago, à Kampala, en Ouganda, un chirurgien britannique nommé 

Denis Burkitt a été intrigué par la présentation clinique inhabituelle de tumeurs de mâchoire 

chez les enfants, souvent associées à des tumeurs intra-abdominales (Burkitt, 1958). 

La prévalence élevée des tumeurs extra-ganglionnaires dans les zones de paludisme 

holoendémique a été à l’origine de son hypothèse initiale, selon laquelle la maladie pouvait 

être due à un agent infectieux transmis par les moustiques (Burkitt, 1962a; Burkitt, 1962b). 

Une collaboration ultérieure entre Denis Burkitt et Anthony Epstein a conduit à l’élaboration 

d’une lignée cellulaire lymphoïde cultivée en suspension in vitro. Elle a été établie à partir 

d’un tissu frais désagrégé d'une biopsie de lymphome de Burkitt (et par la suite nommée 

EB1). 

Un culot de lignée EB1 a été examiné par microscopie électronique par le Dr Anthony 

Epstein ; cette inspection a révélé que ces cellules contenaient des inclusions rondes 

qu’Epstein a reconnues immédiatement comme étant des particules virales (Epstein and Barr, 

1964). Ces lymphoblastes possèdent une forte capacité de prolifération en culture cellulaire. 

L’étude des particules virales présentes dans ces cellules a permis d’identifier un nouveau 

membre de la famille des herpes-virus, nommé virus d’Epstein-Barr (EBV) (Epstein and Barr, 

1965). L'EBV est le premier exemple d’une pathologie virale à l’origine d’un cancer humain. 
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Figure 1 : Particules d’EBV visualisées en microscopie électronique dans des coupes de lignées 
lymphoblastoïdes (Epstein and Barr, 1965). Des particules matures délimitées par deux membranes 
renfermant un nucléoïde dense sont visibles (désignées par la flèche longue) ainsi que des particules 
immatures entourées d’une seule membrane (désignées par la flèche courte). « m » désigne les 
mitochondries. Dans l’insert on voit une particule virale mature mesurant environ 115 nm de diamètre. 
 

A.2 Epidémiologie 
     A.2.1 Répartition géographique 

 
L’EBV est présent dans plus de 95% de la population adulte à travers le monde. On 

distingue deux types de virus d’Epstein-Barr : le type 1 ou A et le type 2 ou B. Ces deux types 

de virus diffèrent dans l’organisation des gènes codants pour les protéines de latence 

(EBNA2, -3A, -3B et -3C) et dans leur localisation géographique. De plus, l’EBV-2 

transforme les cellules B avec un rendement plus faible que l’EBV-1. Ce dernier est présent 

en Europe, en Amérique et en Asie et il est présent dans 85% des cas de carcinomes du 

nasopharynx. L’EBV-2 est présent en Afrique, plus particulièrement en Afrique équatoriale 

comme la Nouvelle Guinée où il est retrouvé dans plus de 90% des lymphomes de Burkitt 

(Young et al., 1987). Le tableau 1 décrit la répartition géographique des types d’EBV-1 et -2 

dans diverses pathologies et chez des sujets sains.  
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Tableau I : Répartition des types EBV-1 et -2 dans diverses pathologies et chez des sujets sains 
(Human Herpes viruses: Biology, Therapy, and Immunoprophylaxis. Arvin A, Campadelli-Fiume G, 
Mocarski E et al., editors. Cambridge: Cambridge UniversityPress; 2007). 

 

Dans la plupart des zones d’étude le type 2 est rare, il est trouvé seulement chez les sujets 

immunodéprimés (personnes HIV séropositives ou greffées). La détection accrue chez les 

individus immunodéficients a été expliquée par une exposition assez longue au virus 

accompagnée par une déficience immunitaire spécifique dirigée contre l'EBV. Ceci conduit à 

la transmission de plusieurs génotypes d’EBV (Gratama and Ernberg, 1995). Pour d’autres 

auteurs, la fréquence du génotype 2 chez les hémophiles HIV séropositifs est comparable à la 

fréquence chez les individus sains, ce qui suggère que l'immunodéficience n'est pas 

responsable de l’augmentation de la détection du type 2 (Yao et al., 1998). 

   A.2.2 Age de la primo-infection 

L'âge de la primo-infection varie substantiellement dans le monde entier, et 

l'exposition à l'EBV est susceptible d'être due à des facteurs socio-économiques (Evans, 1971) 

tels que le surpeuplement ou l'hygiène (de-The et al., 1975). Par exemple, alors que plus de 

80% des enfants en Ouganda sont estimés séropositifs pour l’EBV à l’âge d'un an (Kafuko et 

al., 1972), cette estimation n'est que d'environ 45% aux États-Unis d'Amérique rurale (Hsu 

and Glaser, 2000; Sumaya et al., 1975). Alors que la primo-infection par l’EBV au cours de la 

petite enfance est généralement subclinique, la primo-infection par l’EBV survenant à un âge 

avancé de l'enfance ou dans l'adolescence peut se manifester par la mononucléose infectieuse, 

survenant chez environ 25-75% de cette catégorie de personnes (Evans, 1971; Hsu and 
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Glaser, 2000; Sawyer et al., 1971). Ceci se produit habituellement dans les pays les plus 

développés (Rickinson et al., 1996). 

 

   A.2.3 Différence de sexe 

Il n'y a aucune différence constante sur la séroprévalence de l’EBV selon le sexe chez 

les enfants (Golubjatnikov et al., 1973; Lang et al., 1977). Dans les pays développés, cette 

similitude se poursuit en début de l'adolescence, une séroprévalence plus élevée et une 

apparition plus tôt de la mononucléose infectieuse (MNI) chez les filles indiquent une 

exposition antérieure au virus (Crawford et al., 2002) . 

En règle générale, les titres d'anticorps semblent être plus élevés chez les femmes que chez les 

hommes (Wagner et al., 1994). Cette différence, qui a également été observée pour d'autres 

virus, confirme l'idée que contrairement aux hommes,  les femmes ont une importante 

capacité à activer une réponse immunitaire à médiation cellulaire et à produire des anticorps 

suite à une infection ou une vaccination (Beagley and Gockel, 2003). 

 

   A.2.4 Transmission 

Le plus souvent, la transmission de l’EBV s’effectue par les sécrétions oropharyngées. 

Dans le cas des adolescents et des adultes qui présentent une mononucléose infectieuse 

(MNI), les baisers intimes ont été la principale voie de transmission qui s’est effectuée par la 

salive. Ainsi, les doigts ou un jouet imprégnés de salive sont considérés comme la principale 

voie de transmission chez les petits enfants. Cinquante ans après la découverte de l'EBV nous 

avons encore besoin de données pour mieux expliquer les déterminants exacts de l'infection. 

Parmi les adultes EBV séronégatifs, un contact étroit avec des cas de MNI, ou des séjours 

avec des personnes séropositives dans un espace restreint (Storrie and Sphar, 1976) peuvent 

conduire à des cas de séroconversion. En revanche, l'infection par l’EBV a souvent lieu chez 

les petits enfants de faible statut socioéconomique, dans les crèches (Chang et al., 1981) ou en 

partageant une chambre (Crawford et al., 2002). 

L'excrétion de l'EBV dans la salive est trouvée chez 22% à 90% des personnes séropositives 

(Apolloni and Sculley, 1994; Ikuta et al., 2000;Ling et al., 2003). Ces auteurs ont été 

incapables de détecter une corrélation entre la fréquence de l'excrétion virale ou la charge 

virale dans la salive et la présence de l'EBV dans les cellules mononuclées périphériques du 
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sang (Ling et al., 2003), ce qui suggère que les facteurs responsables de la réactivation de 

l'EBV dans l'oropharynx sont différents de ceux qui régissent la charge virale dans le sang. 

L’EBV a été détecté dans les sécrétions cervicales chez 8 à 28% des filles adolescentes et des 

femmes adultes, et aussi dans des échantillons de sperme (Enbom et al., 2001; Kurzen et al., 

2003), mais la transmission sexuelle reste limitée. Une étude plus récente a montré que l’EBV 

de type 2 était beaucoup plus répandu chez les hommes homosexuels que chez les hommes 

hétérosexuels et qu’il est en corrélation avec le nombre de partenaires sexuels. Cependant, 

dans ces études, le mode exact de transmission reste inconnu car il est difficile de faire la 

distinction entre la transmission génitale, les contacts oro-génitaux et les baisers. 

La transmission transplacentaire et la transmission par le lait maternel ont été rapportées dans 

de rares circonstances, et elles sont considérées comme des modes de transmission non-

significatifs (Meyohas et al., 1996). L’EBV peut être transmis soit par transfusion sanguine ou 

suite à une transplantation d'organes (Scheenstra et al., 2004). Une unité de transfusion de 

globules rouges contient en moyenne deux génomes d’EBV, contrairement à une unité de 

sang total qui abriterait en moyenne 600 à 700 génomes d’EBV (Wagner et al., 1995). La 

transmission par transplantation d'organes représente un facteur de risque majeur de 

développement de maladie lymphoproliférative (Scheenstra et al., 2004).  

A.3 Taxonomie 
 

L’EBV, virus herpès humain de type 4 (HHV4), est l'un des huit herpèsvirus humains 

connus, et appartient à la famille des Herpesviridae, sous-famille des γ-herpesvirinae, genre 

Lymphocryptovirus. C’est un agent infectieux génétiquement stable avec un grand génome  

d’ADN double brin, qui a évolué au cours de millions d'années afin de co-exister avec nos 

espèces et antécédents. La famille des Herpesviridae (Figure 2) est divisée en sous-familles 

alpha (α), bêta (β) et gamma (ɤ) notamment sur la base de l'homologie des génomes et des 

sites de latence. Les ɤ-herpèsvirinae sont divisés ɤ-1 et -2. L’herpèsvirus du sarcome de 

Kaposi (KSHV) et l’herpèsvirus 68 de souris (MHV68), sont des virus ɤ-2 classiques (ou 

Rhadinovirus), qui peuvent établir la latence dans les cellules B, mais ils n'ont pas la capacité 

autonome de stimuler la croissance des cellules B (Bilello et al., 2006). Par contre,  les virus 

ɤ-1 (ou Lymphocryptovirus, LCV), constituent un genre plus récemment évolué dont les 

membres, qui peuvent activer indépendamment la transformation de la croissance des cellules 

B (Henle et al., 1968), ne se trouvent que chez les primates. L’EBV est considéré comme le 

prototype de ces virus. Il est trouvé exclusivement chez l'homme. Chaque espèce de primate 
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est infectée par un LCV très proche de l'EBV par la structure du génome et par l'organisation 

des gènes  (Evans et al., 1968). 

 

Figure 2 : Arbre phylogénique des herpèsvirus humains  (Longnecker et al., 1987). 

 

A.4 Structure du virion  
            L’EBV possède une structure similaire aux différents membres de la famille des 

Herpesviridae (figure 3). Dans le virion, l’ADN génomique de l’EBV est un ADN double 

brin, linéaire, d’environ 184kb, enroulé autour de protéines basiques, l’ensemble formant le 

nucléoïde ou le core. Cette structure majeure est entourée d'une nucléocapside icosaédrique 

(20 faces et 12 sommets) de 162 capsomères (150 hexamères et 12 pentamères) d’environ 125 

nm de diamètre. Le tégument est un matériel globuleux composé de protéines virales et 

cellulaires, réparti entre la nucléocapside et l'enveloppe (Johannsen et al., 2004). Les 

particules virales comportent également une enveloppe lipidique dérivée des membranes de la 

cellule infectée. Cette enveloppe contient aussi des glycoprotéines virales, les gp350/220 qui 

servent à l’attachement du virion à la surface de la cellule-hôte par interaction avec le 

récepteur de la fraction CR2 du complément (Fingeroth et al., 1984; Szakonyi et al., 2006; 

Tanner et al., 1988). D’autres glycoprotéines virales, gp42/38, gp85 (gH) et gp25 (gL) se 

fixent aux molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe II,  elles ont 
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un rôle de co-récepteurs, menant à l’internalisation du virus (Molesworth et al., 2000; Mullen 

et al., 2002). 

 

         

Figure 3 : Structure du virion de l’EBV. Schéma adapté du site http://web.njit.edu/~pkb3/ 

A.5 Génome 
Le génome de l'EBV comprend un ADN double brin linéaire d'environ 184kb de long 

(Baer et al., 1984; Raab-Traub et al., 1980), enroulé autour d'une protéine sous forme de core 

toroïdale (Epstein et al., 1965). Le génome est divisé en 2 domaines uniques, un long (UL) et 

un court (US), séparés par des séquences répétées ; l’UL est divisé en sous-domaines. La 

souche B95.8 constitue le premier virus prototype qui a été entièrement cloné et séquencé 

(Baer et al., 1984). Le génome peut présenter de manière rare une délétion de 11.8kb (Raab-

Traub et al., 1980).  

Durant l’infection cellulaire, le génome de l’EBV a tendance à se circulariser en utilisant ses 

séquences terminales (figure 4A). Ensuite, l’ADN viral forme un épisome (CCC) (Covalently 

Closed Circle) (Adams and Lindahl, 1975) et se lie à la chromatine cellulaire. L’EBV se 

maintient ainsi dans la cellule-hôte sans s’intégrer à son génome. L’ADN viral peut se 

répliquer à partir de deux origines de réplication (figure 4B) : une origine de réplication 

latente (OriP), qui permet le maintien du virus sous la forme épisomique et deux origines de 

réplication lytique (OriLyt), qui sont actives pendant la phase productive.  
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Figure 4 : Le génome du virus EBV, modifié d’après une revue expert  de médecine médicale 2001, 
Cambridge University. L’emplacement et la transcription des gènes de latence de l'EBV sur l’épisome 
de l'ADN viral double brin. L'origine de réplication du plasmide (oriP) est indiquée en orange. Les 
grands blocs solides (en violet) représentent les exons codants pour chacune des protéines latentes.  
Les flèches indiquent le sens de la transcription. Les protéines latentes comprennent les six antigènes 
nucléaires (EBNA1, -2, -3A, -3B et -3C, EBNA-LP) et les trois protéines latentes de membrane 
(LMP1, -2A, -2B). EBNA-LP est transcrite à partir d’un nombre variable d’exons répétitifs. Les gènes 
codants pour LMP2A et LMP2B sont composés de plusieurs exons situés de chaque côté de la 
répétition terminale (TR) de la région. Les flèches orange en haut représentent les ARN non-
polyadénylés très transcrits EBER1 et EBER2. La ligne extérieure longue indiquée par une flèche 
rouge représente la forme transcriptionnelle de l’EBV au cours de la latence appelée latence III. La 
flèche courte qui est intérieure à la ligne bleue représente la transcription EBNA1 provenant du 
promoteur Qp pendant les latences I ou II. La partie B du schéma montre l'emplacement des cadres 
ouverts de lecture pour les protéines latentes de l’EBV (génome du prototype B95.8) sur une carte de 
restriction d'endonucléase BamHI. Les fragments générés par BamHI sont nommés en fonction de leur 
taille, A étant le plus grand. Les lettres minuscules indiquent les plus petits fragments. A noter que les 
protéines LMP2 sont produites à partir d’ARNm épissés de TR dans le génome de l'EBV circularisé.  
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Tous les isolats sont très homologues et partagent une organisation commune du génome 

(Nonoyama and Pagano, 1973). Cependant, il y a 2 principaux types d’EBV, appelés type 1 et 

type 2, qui peuvent être subdivisés en différentes souches d’EBV (Sixbey et al., 1989). Les 

séquences diffèrant principalement entre les types 1 et 2 du virus, sont situées sur les gènes 

codant pour les antigènes nucléaires d’Epstein-Barr (EBNA-2, -3A, -3B et -3C).  Les souches 

d’EBV d'un type désigné peuvent être distinguées sur la base de changements de simples 

nucléotides, répétitions de séquences et, notamment, la présence ou l'absence d'une région de 

30pb au sein de la protéine latente de membrane 1 (LMP1) (Khanim et al., 1996). 

Bien qu'il ait été proposé que certains polymorphismes sur des gènes de l’EBV soient 

spécifiquement associés à certains cancers et confèrent un phénotype plus agressif, cela n'a 

pas été confirmé ; aucune preuve définitive ne montre qu'une souche donnée est plus 

«tumorigène» que l'autre. Au contraire, il semble que la majorité des polymorphismes du 

génome de l’EBV chez les porteurs sains du virus se trouvent à une fréquence similaire dans 

les tumeurs EBV + de la même région géographique (Khanim et al., 1996). 

 

A.6 L’infection par l’EBV 
Comme pour tous les membres de la famille des Herpesviridae, deux types d’infection 

sont décrits : une infection latente et une infection lytique. L’infection latente permet le 

maintien du génome viral sous forme d’épisome à l’intérieur des noyaux des cellules 

infectées, favorisant ainsi leur prolifération et la persistance de l’EBV. L’infection lytique 

déclenche la production et la libération de nouvelles particules virales, pouvant infecter les 

cellules voisines. 

A.7 L’infection latente 

   A.7.1 Expression des gènes de latence 

L’EBV infecte et immortalise les lymphocytes B in vitro. Des lignées cellulaires 

lymphoblastoïdes ou LCL (Lymphoblastoid Cell Lines) sont donc obtenues. Deux 

phénomènes sont essentiels pendant la période de latence : le maintien du génome viral sous 

forme épisomique dans les noyaux cellulaires et la répression du cycle lytique. De fait, ces 

LCL sont très peu permissives à la réplication virale. Lors de l’infection latente, seuls 

quelques gènes viraux, appelés gènes de latence, sont exprimés pour donner les protéines 

EBNA (Epstein-Barr Nuclear Antigen), les protéines LMP (Latent Membrane Protein), les 

ARN EBER (EBV-Encoded small nonpolyade nylated RNAs) et BART (BamHI A Rightward 
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Transcripts). L’expression de ces gènes de latence confère à l’EBV ses propriétés 

d’immortalisation. 

Suite à une infection in vitro des lymphocytes B primaires et après 12 à 16 heures, les 

génomes viraux circularisés apparaissent dans le noyau. À peu près au même moment, le 

promoteur W (Wp), active la transcription (Alfieri et al., 1991; Moss et al., 1981). L’existence 

de sites de liaison spécifiques d’activateurs (BSAP, ou Pax5) des cellules B, situés en amont 

de Wp  (Tierney et al., 2000; Tierney et al., 2007) explique la spécificité des lymphocytes B à 

ce promoteur. Wp favorise la transcription de l'ARN viral initial, qui est épissé de manière 

différentielle pour générer des ARNm codants pour EBNA-LP et les protéines EBNA2. La 

transcription est effectuée par l'ARN polymérase II de la cellule hôte. 

Après 24 à 36 heures d’infection des lymphocytes B, les niveaux de l’expression des 

protéines EBNA-LP et EBNA2 sont approximativement équivalents à ceux observés dans des 

LCL établies (Alfieri et al., 1991). Ces protéines latentes débutent à coopérer pour initier la 

transcription à partir du promoteur C de BamHI (Cp) (Bodescot et al., 1987; Jin and Speck, 

1992). L'exclusion mutuelle des activités de Wp et Cp est le résultat d’un remplacement 

dominant de Wp par Cp au niveau du promoteur de transcription des EBNA (Woisetschlaeger 

et al., 1989). 

L’expression des transcrits EBNA restants résulte du passage de Wp à Cp (Speck and 

Strominger, 1985). Tous les ARNm d’EBNA ont des exons en commun sur le fragment 

génomique W de BamHI, mais l’épissage alternatif dans un des 4 sites accepteurs de 

remplacement détermine la traduction en EBNA3A, 3B, 3C ou EBNA1 (Rogers et al., 1990). 

L'expression de ces EBNA se produit à environ 24h après l'infection et atteint un plateau 

après 48-72h. Une boucle de rétroaction positive médiée par EBNA2,  EBNA-LP et par 

EBNA1 (Johannsen et al., 1996), augmente l’activité du Cp. 

Dans les lignées LCL, la transcription des ARN qui codent pour les LMP est activée par 

EBNA2. L'expression et la régulation des LMP1 et LMP2 sont abordées plus loin sous les 

rubriques individuelles des gènes latents. La transcription des EBER1 et EBER2 vient en 

dernier, et atteint des niveaux substantiels de l’expression en 3 jours après l'infection.  

Cette transcription est médiée principalement par l'ARN polymérase III. Les EBER sont les 

ARN d’EBV les plus exprimés dans les LCL (King et al., 1980). 

Plus récemment, un nombre relativement important de microARN d’EBV (miR) a été 

identifié (Cai et al., 2006; Pfeffer et al., 2004). Ces microARN sont codés par les deux 
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transcrits primaires: le transcrit BHRF1 qui contient le cadre de lecture ouvert (ORF) de 

BHRF1 ; le miR-BART, résultant d’un épissage alternatif des BART qui contiennent deux 

groupes de miR, désignés par groupe 1 et groupe 2, et un miRBART2 isolé à partir de 

l'extrémité 3 'de la BART.  

   A.7.2 Les différentes latences virales 

Il existe différents types de latence virale selon le contexte de l’infection cellulaire et 

selon le jeu des gènes exprimés par l’EBV. Un tableau exact de l'expression des gènes de 

latence dans une tumeur peut généralement être établi en combinant une mise en évidence des 

protéines virales au niveau de la cellule et une RT-PCR quantitative pour analyser l'ensemble 

des transcrits latents exprimés. On distingue ainsi 4 types de latence : 0, I, II et III. Quel que 

soit le type de la latence, on observe l’expression des ARN EBER-1 et -2. Les ARN BART 

sont exprimés en partie dans les latences I, II et III. La nomenclature des phases de latences (I, 

II et III) a été établie à la suite des observations clés sur le modèle de l'expression des 

protéines EBNA et LMP dans le lymphome de Burkitt (BL) et les LCL (Rowe et al., 1992).  
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Figure 5 : Schéma représentant le profil de transcription des gènes viraux en fonction des différentes 
formes de latence (KieffEaRA. Epstein-Barr Virus and its replication. (ed 5th Edition): Lippincott-
Williams & Wilkins; 2007). En bleu, sont représentés les ARN EBER et BART non codants. En 
orange, sont indiqués les miARN de l’EBV et en noir, les ARN codant les protéines de latence. Les 
principales maladies associées aux différents types de latence sont décrites. NPC, carcinome 
indifférencié du nasopharynx; CG, centre germinatif; MNI, mononucléose infectieuse; SLPT, 
syndrome lympho-prolifératif post-transplantation; LCL, lignée lymphoblastoïde. 
 

   i. La latence de type I  

La caractérisation de l'expression des gènes de latence dans les lignées cellulaires 

établies à partir des biopsies de BL a permis la mise en évidence de la latence de type I. 

EBNA1 est la seule protéine constamment exprimée dans les BL (Rowe et al., 1987) en plus 

des ARN non codants, EBER et BART (Brooks et al., 1993) et des miRNA (Cai et al., 2006). 

Ce modèle restreint est caractérisé par une activité du promoteur Q, qui règle la transcription 

de l’EBNA1, et qui assure le silence des promoteurs Cp, Wp, et du promoteur de LMP 

(Nonkwelo et al., 1996). 

   ii.La latence de type II ou programme par défaut 

Un modèle intermédiaire de l'expression des gènes de l’EBV a été initialement 

identifié dans le carcinome nasopharyngé (NPC) (Fahraeus et al., 1988; Gilligan et al., 1990), 
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et par la suite dans les carcinomes gastriques associés à l'EBV (Imai et al., 1994), les 

lymphomes de Hodgkin (LH) (Niedobitek et al., 1991) et certains lymphomes NK/T (NKTL) 

extra-nodaux (Chiang et al., 1996). Thorley-Lawson et al., ont montré que la réponse d'une 

cellule B normale à un antigène conduit à la production des cellules mémoires spécifiques de 

ce dernier dans la circulation périphérique durant la latence de type II assurant ainsi la 

fonctionnalité du centre germinale (CG). Ce qui suggère le rôle important du CG dans le 

développement  des pathologies lymphoïdes associées à l’EBV (Thorley-Lawson, 2005). 

Par ailleurs, la latence de type II est caractérisée par l’expression des protéines EBNA1 

contrôlées par le promoteur Q, et comme dans le BL, l'expression d’EBNA1 est accompagnée 

par l’expression des EBER et des BART, mais on note en plus l’expression des LMP (LMP1, 

LMP2A et LMP2B). Les tumeurs dans lesquelles cette latence a été décrite proviennent des 

lignées cellulaires différentes dont les facteurs cellulaires régulant l'expression d’EBNA1, de 

LMP1 et de LMP2 ne sont pas encore définis. Il faut noter la présence d’une hétérogénéité 

dans les niveaux de l’expression des gènes viraux de latence pour chacun de ces cancers. Par 

exemple, l’expression de LMP2 dans les cellules malignes du cancer de l'estomac est à un 

niveau faible par rapport aux niveaux très élevés de l’expression des LMP1 et LMP2A dans 

les cellules de Reed-Sternberg du LH. En revanche, l'expression des protéines LMP2 dans le 

NKTL n'a pas été élucidée (Rickinson  et al., 2007). 

 

   iii. La latence de type III ou programme de croissance 

On la trouve dans les LCL transformés in vitro et les lymphoproliférations survenant 

chez les immunodéprimés. Suite à l'infection des lymphocytes B primaires in vitro, la quasi-

totalité du génome viral des cellules B positives expriment rapidement EBNA2 qui initie et 

anime le "programme de transformation virale’’, induisant ainsi l’expression des transcrits du 

cycle cellulaire qui permettent l'établissement des LCL, généralement dans les 48-72h 

(Shannon-Lowe et al., 2005). 

Les cellules B infectées expriment 6 antigènes nucléaires EBNA1, EBNA2, EBNA3A, 

EBNA3B, EBNA3C et EBNA-LP, et 3 LMP : LMP1, LMP2A et LMP2B (Rickinson et al., 

2007). Des travaux récents ont déterminé un dixième antigène latent qui est exprimé à partir 

du promoteur Wp responsable de la production de la protéine BHRF1 (un homologue viral de 

la protéine Bcl-2) qui participe à la survie des cellules tumorales et qui est aussi associée à 

une infection de latence de type III (Kelly et al., 2009). 

Le profil de l’expression génique virale vu dans la latence de type III au niveau des LCL est 

étroitement lié à un phénotype cellulaire caractérisé par la présence de marqueurs d'activation 
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et d'adhérence des lymphocytes B, généralement absents (ou faiblement exprimés) sur les 

cellules B au repos (Rowe et al., 1987). 

 

Les latences I, II et III sont donc typiquement associées à des pathologies, mais en fait elles 

seraient des étapes franchies par le virus lors d’une infection asymptomatique. L’expression 

exclusive d’EBNA1, protéine virale essentielle pour la réplication et le maintien de l’épisome, 

observée dans le BL, était pendant longtemps considérée comme la forme la plus restreinte de 

latence. La persistance asymptomatique de l’EBV chez des sujets sains s’effectue 

essentiellement dans les lymphocytes B mémoires, cellules qui ne se divisent pas (Tierney et 

al., 1994), et la latence y est de type 0. Ce type de latence est un terme appliqué à des cellules 

où aucune expression antigénique virale n’est vue. 

 

   A.7.3 Les gènes de la phase de latence 

 
Les produits des gènes de latence sont les protéines EBNA, les protéines LMP et les 

ARN EBER et BART. Les protéines de latence dérégulent les fonctions cellulaires en 

détournant notamment la régulation transcriptionnelle et les différentes voies de signalisation 

cellulaires qui aboutissent à l’immortalisation de la cellule hôte.  

Comme nous l’avons déjà mentionné, six protéines nucléaires EBNA sont décrites : EBNA1, 

-2, -3A, -3B, -3C et -LP. Toutes, sauf EBNA3B, sont essentielles à l’immortalisation des 

lymphocytes B infectés in vitro. Les trois protéines membranaires sont LMP1, LMP2A et 

LMP2B. LMP1 est la protéine la plus abondante durant la phase de latence, elle est nécessaire 

à l’immortalisation de la cellule infectée. Les ARN EBER sont des petits ARN non poly-

adénylés et non traduits, présents en grande quantité. 

   A.7.3.1Famille des EBNA 

 

    i. La protéine EBNA1 

Le gène codant la protéine EBNA1 est transcrite à partir du promoteur Wp puis à 

partir du promoteur Cp après circularisation du génome (Kieff E, Fields Virology 1996). La 

protéine est constituée de 641 aa (figure 6) (Morand et al., 1999), sa partie N terminale est de 

89 aa, séparée du reste de la molécule par une région de résidus glycine et alanine répétés ou 

par une région GAR (Glycine-Alanine Repeat) de 239 aa (résidus 89 à 325). 
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Figure 6 : Structure de la protéine EBNA1. La protéine EBNA1 est constituée de deux domaines 
d’activation transcriptionnelle : LR1 constitué de GR et de l’Unique Region 1, en position 40 à 89, et 
LR2 constitué de GR et de l’Unique Region 2, en position 325 à 367, d’un domaine riche en résidus de 
glycine et d’alanine G-G-A, en position 89 à 325, d’une séquence de localisation nucléaire NLS, en 
position 379 à 386 et d’un domaine de fixation à l’ADN qui sert aussi à la dimérisation (DNA-Binding 
& Dimerization,), en position 450 à 609 (Lindner and Sugden, 2007). 

La protéine EBNA1 est exprimée dans toutes les cellules infectées par le virus, à l'exception 

des lymphocytes B mémoires lors de la phase de latence 0 (Babcock et al., 1999), et est donc 

retrouvée dans toutes les pathologies associées à l’EBV.  La cellule infectée fonctionne pour 

maintenir et reproduire le génome viral épisomique. L’EBNA1 se fixe sur une région de 

répétitions dans l’origine de réplication plasmidique, OriP29 et sur les chromosomes de la 

cellule hôte lors de la mitose (Wu et al., 2002).  L'interaction de l'ADN cellulaire entre 

EBNA1 et oriP permet une seule réplication du génome d'EBV pendant la phase S, suivie par 

la séparation égale des génomes d'EBV répliqués dans les cellules de la descendance pendant 

la division cellulaire (Adams, 1987). Les fonctions d’EBNA1 et sa localisation cellulaire sont 

régulées de manière post-traductionnelle. Les domaines amino- et carboxy-terminaux 

d’EBNA1 sont séparés par une séquence de taille variable de répétitions Gly-Ala. La 

méthylation de certaines arginines permettrait la localisation au niveau des nucléoles. La 

phosphorylation de sérines régule les propriétés transactivatrices et de maintien du génome 

viral (Shire et al., 2006). 

La protéine EBNA1 est par ailleurs un activateur transcriptionnel en agissant au niveau des 

promoteurs cellulaires, augmentant l’expression de STAT1 et diminuant celle de TGFβ1 

(Wood et al., 2007), et de promoteurs viraux (Altmann et al., 2006), favorisant ainsi la 

tumorigenèse. EBNA1 n'est pas critique pour la transformation des lymphocytes B in vitro, 

mais semble essentielle pour promouvoir l'efficacité de ce processus (Humme et al., 2003). 

L’EBNA1 semble aussi impliquée dans l’inhibition de l’apoptose des cellules B infectées par 

l’EBV en quel que soit le type de latence (Kennedy et al., 2003). 

La fonction d’EBNA1 dans les NKTL a été en grande partie inexplorée. Un rapport isolé a 

montré que la répression partielle de l’expression d’EBNA1 dans une lignée cellulaire de 

NKTL induit l’accumulation des cellules dans la phase G0/G1 (Ian et al., 2008), bien que le 

mécanisme n’ait pas été clairement défini. 
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   ii. La protéine EBNA2 
La protéine EBNA2 est exprimée dès l’arrivée du génome viral dans le noyau et il a 

été démontré in vivo et in vitro, que la protéine EBNA2 possède une forme homodimèrique. 

Cette forme implique la partie amino-terminale qui est constituée de 2 à 230 aa (Figure 7) 

(Tsui and Schubach, 1994). La protéine EBNA2 est constituée d’une région d’homo-

dimérisation DIM, en position 1 à 58 (Zimber-Strobl and Strobl, 2001), puis d’une région 

riche en résidus proline en position 58 à 97 et enfin d’une région variable selon le type de 

virus, en position 135 à 280. La partie carboxy-terminale d’EBNA2 comporte quatre régions : 

une région d’interaction avec le facteur CBF1/RBP-Jkappa (280-337), une région riche en 

résidus Arginine- Glycine (RG, 341-355), un domaine de transactivation (TAD, 437-475) et 

une région contenant une séquence de translocation nucléaire (NLS, 477-483). 

 

 
 
Figure 7 : Structure d’EBNA2 (souche B95.8).  Schéma illustrant toutes les parties de la protéine 
EBNA2. Cette protéine est constituée d’un domaine d’homodimérisation (DIM), d’une région riche en 
résidus proline (PRO), d’une région variable selon le type de virus EBNA2A ou EBNA2B, d’un 
domaine d’interaction avec RBP-Jkappa (RBP-Jk), d’une région riche en résidus Arginine-Glycine 
(RG), d’un domaine de transactivation (TAD) et d’une région de localisation nucléaire (NLS). 
(Zimber-Strobl and Strobl, 2001). 

EBNA2 induit avec EBNA-LP le passage de la cellule de la phase G0 à G1 du cycle cellulaire 

(Zimber-Strobl and Strobl, 2001). La principale action d’EBNA2 sur les cellules B se traduit 

par la transformation cellulaire, ce qui a été montré par l'incapacité du virus mutant délété 

d’EBNA2, d'établir des cellules B transformées primaires (Cohen et al., 1989), le 

rétablissement de la région d'ADN supprimée restaurant les propriétés transformantes du virus  

(Hammerschmidt and Sugden, 1989). 

EBNA2 est un puissant activateur de la transcription des gènes viraux et cellulaires. 

Elle permet ainsi la régulation des antigènes spécifiques des cellules B tels que CD21 et 

CD23, ainsi que de c-fgr, c-Myc, et des protéines LMP1 et LMP2A pour le virus (Cohen et 

al., 1989) et la régulation des gènes EBNA par l’intermédiaire du promoteur Cp. EBNA2 

interagit avec le facteur de transcription RBP-JK pour promouvoir la conversion des 

lymphocytes B en cellules lymphoblastoïdes (Pegman et al., 2006). Enfin, EBNA2 augmente 

l’expression du facteur de transcription BATF permettant d’inhiber via la protéine Zta, 

l’entrée des cellules en cycle lytique (Johansen et al., 2003). 
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EBNA2 n'est pas exprimée dans les cellules lymphoprolifératives NK/T EBV +, ainsi 

que dans les tumeurs avec des motifs restreints de latence où les promoteurs Wp / Cp ne sont 

pas actifs.  

   iii. EBNA-LP (également connu sous le nom EBNA-5)  

EBNA-LP est une phosphoprotéine nucléaire, exprimée à partir du promoteur Wp. 

Elle est constituée d’une partie amino-terminale (N term) composée de séquences répétées en 

tandem codées par deux exons W1 (22 aa) et W2 (44 aa) dérivés de la région IR1, et d’une 

partie carboxy-terminale (C term) de 45 aa codés par deux exons uniques Y1 et Y2 (figure 8) 

(Ling et al., 2005; Sample et al., 1986). EBNA- LP possède, au sein des exons W2 et des 

régions conservées CR1 et CR2 (Conserved Region 1 et 2), des séquences basiques de 

localisation nucléaire ou NLS (Nuclear Localization Signal) (McCann et al., 2001; Peng et 

al., 2000). En collaboration avec EBNA2, EBNA-LP est la première protéine virale exprimée 

dans les cellules B fraîchement infectées. La co-expression d'EBNA-LP avec EBNA2 et le 

promoteur Cp, améliore l'activation transcriptionnelle médiée par EBNA2, notamment 

concernant LMP1 (Harada and Kieff, 1997; Nitsche et al., 1997; Peng et al., 2000);(Klein and 

Ernberg, 2007). La liaison de EBNA-LP et EBNA2, grâce aux domaines W1 et W2, est 

régulée par phosphorylation au niveau de résidus sérine S35 et S63 (McCann et al., 2001). 

EBNA-LP est également nécessaire pour l'immortalisation (Pokrovskaja et al., 2001). 

Cette protéine a été démontrée in vitro exercer un effet inhibiteur sur l'axe p53-Rb en ciblant 

la protéine p14 ARF, régulateur de p53. EBNA-LP peut se lier à MDM2, réprimant la 

dégradation de p53. Il a été suggéré que EBNA-LP participe à l'élimination de complexes p14 

ARF-MDM2-p53 et contribue ainsi à la régulation négative de p14 ARF et de la protéine p53 

dans les cellules B infectées par l’EBV (Kashuba et al., 2003) (figure 8). 
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Figure 8 : Schéma de la séquence primaire d’EBNA-LP de différents Lymphocryptovirus. EBNA-LP 
est constituée de domaines répétés en tandems W1 et W2 et de deux domaines uniques Y1 et Y2. Ces 
domaines sont composés de régions conservées CR1 à CR5 (Ling et al., 2005). 

 

    iv. Les protéines EBNA-3 

       La famille d’EBNA3 comprend trois grandes phosphoprotéines nucléaires de 140 à 180 

kDa : EBNA3A (ORF: BLRF3 + BERF1), EBNA3B (ou EBNA-4, ORF: BERF2a + BERF2b) 

et EBNA3C (ou EBNA-6, ORF: BERF3 + BERF4). Les trois protéines sont des protéines 

stables qui s'accumulent sous forme d’amas intranucléaires, épargnant le nucléole (Klein and 

Ernberg, 2007). Toutes les protéines EBNA3 se distinguent par une homologie limitée à une 

région proche de l'extrémité N-terminale, domaine conservé de liaison à CBF1/RBP-Jk. Elles 

agissent comme des répresseurs de la transactivation médiée par l’EBNA2.  

EBNA3A et EBNA3C ont un rôle important dans la croissance des cellules 

lymphoblastoïdes et leur survie. Elles interagissent avec RBP-JK modulant la transactivation 

d’EBNA2 dépendante des promoteurs cellulaires et viraux (Zhao and Sample, 2000). Ainsi, 

EBNA3C peut activer la transcription des gènes cellulaires et viraux comme CD21, CD23, et 

LMP1. Par ailleurs, EBNA3C agit physiquement via l’association avec l'histone déacétylase 

HDAC1, ce qui peut réprimer la transcription par la voie de signalisation Notch (Radkov et 

al., 1999). EBNA3C a aussi la capacité de perturber les points de contrôle du cycle cellulaire à 

plusieurs niveaux, elle supprime notamment l’arrêt en G2/M. Elle pourrait ainsi contribuer à 

l’accumulation de dommages d’ADN (Wade and Allday, 2000). Elle recrute le complexe 

SCFskp2 ubiquitine ligase, qui intervient dans l'ubiquitination et la dégradation de pRB 

(Knight et al., 2005). Enfin, EBNA3C peut réprimer le promoteur Cp (Lin et al., 2002). 
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EBNA3A et EBNA3C, mais pas EBNA3B, sont nécessaires à l'immortalisation in 

vitro (Tomkinson et al., 1993). 

    A.7.3.2 La protéine LMP1 

           Le gène et la protéine LMP1 sont détaillés ultérieurement. 

   A.7.3.3 Les protéines LMP2 

Deux ARN polyadénylés de 1,7 et 2.0 k ont été identifiés par Northern-blot en 1985. Il 

s'est avéré qu’ils sont exprimés de façon constitutive dans les lymphocytes B infectés par un 

virus dans un état de latence (Hudson et al., 1985). Ces transcrits sont fréquemment détectés 

dans les LH, le NPC et dans les cellules B (Bell et al., 2006). Une analyse ultérieure de la 

séquence d'ADNc de l'ARNm a montré que le gène était composé de 9 exons et que l'unité de 

transcription traverse le TR (Laux et al., 1988). Cette dernière observation suggère que la 

création d'une unité de transcription fonctionnelle requiert la circularisation de l'ADN viral 

linéaire dans la région TR. 

Cette protéine a été initialement appelée protéine terminale 1 (TP1) pour LMP2A et -2 (TP2) 

pour LMP2B. La caractérisation du plus petit transcrit, TP2, de 1,7 kb, a révélé sa relation 

étroite avec TP1. L’ARNm de TP2 a été trouvé exprimé par un promoteur différent avec un 

exon 5’ distinct de TP1, mais a également été trouvé lors de l’épissage des TR (Laux et al., 

1989; Sample et al., 1989). Les huit autres exons sont communs entre les ARN de TP1 et 

TP2. Le promoteur TP2 a été identifié à 3,3 kb en aval du promoteur TP1 et il fait partie d'une 

région promotrice bidirectionnelle de l’EBV latent, qui est capable de transcrire les ARN de 

TP2 et les LMP1 dans un sens bidirectionnel. Un cadre de lecture ouvert principal a été 

identifié dans chacun des ARNm de TP1 et TP2. Ces ARNm codent pour des protéines 

membranaires intégrales de 54kDa et 40kDa dans les cellules infectées de façon latente, ce 

qui conduit à la terminologie Latent Membrane Protein (Sample et al., 1989). La protéine 

LMP2B est donc une version tronquée de LMP2A à laquelle il manque tout le domaine 

amino- terminal cytosolique. 

La structure des protéines LMP2A et LMP2B de l’EBV est similaire. Les deux protéines ont 

12 domaines transmembranaires et une extrémité carboxy-terminale cytoplasmique de 27 

acides aminés. En outre, LMP2A possède un domaine cytoplasmique N-terminal de 119 

acides aminés qui contient huit résidus de tyrosine, dont deux (Tyr74 et Tyr85) formant un 

motif d'activation d’un immunorécepteur de tyrosine (ITAM-Immunoreceptor Tyrosine- 

based Activation Motifs). Ces motifs permettant de lier et de séquestrer les tyrosines kinases 

Lyn et Syk nécessaires à la signalisation du récepteur des lymphocytes B (BCR) sont présents 
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sur LMP2A. De cette manière, la protéine LMP2A bloque le passage de l’état latent au cycle 

lytique, normalement induit par la signalisation du BCR après stimulation antigénique 

(Merchant et al., 2001). LMP2A active aussi la dégradation des protéines Lyn et Syk par le 

protéasome en recrutant les ligases E3 permettant leur ubiquitinylation (Winberg et al., 2000). 

Par ailleurs, LMP2A fournit des signaux de survie mimant l’activation du BCR ; les 

lymphocytes B ne peuvent plus poursuivre leur développement normal dans les CG, ils ne 

meurent plus par apoptose en absence de sélection par l’intermédiaire du BCR (Merchant et 

al., 2001).  

Des travaux récents (Fukuda and Longnecker, 2007) ont montré que LMP2A active les voies 

de signalisation cellulaire PI3K-Akt et β-caténine participant ainsi à la transformation des 

cellules épithéliales et à leur pouvoir métastatique (figure 9). En plus d’un rôle dans le 

maintien de la latence chez les porteurs sains, LMP2A est donc aussi capable d’activer la 

carcinogénèse dépendante de l’EBV. Ceci a été confirmé par sa participation à la prolifération 

cellulaire et à l’accélération de la mise en place du lymphome, par protection contre 

l’apoptose induite par une translocation c-Myc, dans un modèle de cellules B (Bultema et al., 

2009).  

            

               Figure 9: Voies de signalisation induites par LMP2A (Lawrence et al., 2004). 
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 A.7.4 Les ARN non-codants 

     i. Les ARN codés par EBV : EBER 
 

        Les ARN EBER (EBV Encoded RNA) sont de petits ARN non-codants, non 

polyadénylés. EBER1 (166 nucléotides de long) et EBER2 (172 nucléotides de long) sont 

toujours exprimés en grande abondance (105-106 copies/cellule) dans les cellules infectées 

par l’EBV à l’état latent, quel que soit le phénotype cellulaire. Ils sont transcrits par l’ARN 

polymérase III et à un moindre degré par l’ARN polymérase II. Une prédiction structurale 

suggère qu'ils peuvent former une structure compacte avec cinq structures majeures en 

épingle à cheveux. Ils s’associent à des protéines nucléaires pour former des complexes ribo-

nucléo-protéiques très stables. Ils agissent comme régulateurs de la signalisation et des 

facteurs de transcription, ce qui entraîne la production d'interféron et des cytokines (Samanta 

et al., 2008). 

Les EBER induisent l’expression de l’interleukine 10 (IL10), cytokine anti-inflammatoire, qui 

est un facteur de croissance autocrine dans les cellules de BL. Cet effet est produit par le gène 

rétinoïque acido-inducible I (RIG-I, un capteur de l'immunité innée). Dans les lignées 

cellulaires qui dérivent de NPC, les EBER régulent l’expression de l'insuline-like growth 

factor 1 (IGF-1), qui agit également comme un facteur de croissance autocrine. Ceci est 

corroboré in vivo, car les biopsies NPC expriment constamment IGF-1 (Samanta et al., 2008; 

Wu et al., 2007). Les EBER peuvent également contribuer à la transformation des 

lymphocytes B, ce qui a été montré pour EBER2 via son induction efficace de l’expression de 

l'IL6 (Wu et al., 2007) (figure 10). 
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Figure 10 : Schéma illustrant la structure secondaire des EBER. La structure secondaire d’EBER1 et 

d’EBER2 est sous forme de trèfle (Rosa et al., 1981).  

 

   ii. Les ARN codés par EBV : BART 
Les ARN BART (Rightward Transcrits of the BamHI A region), comme les EBER, sont 

trouvés dans tous les types de latence, mais eux sont aussi exprimés au cours du cycle lytique. 

Ils sont faiblement exprimés dans les lymphocytes B et à un niveau plus élevé dans les 

cellules épithéliales. Ces ARN portent au moins 3 cadres de lecture ouverts codant 

respectivement pour : 

- la protéine BARF0, jamais retrouvée in vivo (van Beek et al., 2003),  

- RPMS1 exprimée dans les latences de type I, II et III et qui inhibe les transactivations 

Notch- et EBNA2-dépendantes (Zhang et al., 2001),  

- et BARF1 homologue soluble du récepteur au Colony Stimulating Factor 1, ayant ainsi les 

propriétés oncogènes d’un facteur de croissance surexprimé (Busson, Ookaet al. 2004), et 

dont l’expression est restreinte aux tumeurs d’origine épithéliale. 

Les introns BART codent pour des mi-RNA qui régulent le cycle viral tout 

particulièrement en contrôlant négativement l’expression de LMP1 et de LMP2A (Lung et al., 

2009).  
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   A.7.5 Les micro-ARN d’EBV 

Les micro-ARN sont de petits ARN non-codants, généralement 20-24 nucléotides de 

long. Ils peuvent réguler négativement la transcription de l'expression des ARNm via des 

séquences complémentaires. Le génome d’EBV code pour au moins 22 micro-ARN qui sont 

exprimés à des degrés divers dans toutes les formes de latence, et dans les tissus tumoraux 

(Grundhoff et al., 2006; Pfeffer et al., 2004). Toutes les tumeurs EBV+ expriment au moins 

une partie de ces micro-ARN. Il a été démontré qu’ils peuvent cibler plusieurs gènes 

cellulaires intéressants, et donc ils ont un rôle central dans la tumorigenèse de l'EBV. Les 

gènes cibles identifiés à ce jour comprennent le gène PUMA de la voie p53, et la chimiokine 

CXCL11 (Choy et al., 2008; Xiao et al., 2008). 

A.8 Le cycle lytique 

           L’étude de ce cycle a été le plus souvent réalisée sur lignées portant du virus latent et 

dans lesquelles la multiplication virale est induite par un agent extérieur, souvent chimique, 

car il n’existe pas de système de culture classique permettant d’obtenir un cycle lytique 

complet, qui de toute manière aboutit en général à la mort cellulaire dans le cas de cellules 

lymphoïdes. 

In vivo, l'activation du cycle lytique EBV est provoquée par la différenciation des cellules B 

infectées en plasmocytes après stimulation antigénique des BCR (Laichalk and Thorley-

Lawson, 2005) ou par la différenciation des cellules épithéliales infectées (Young et al., 

1991). Diverses méthodes ont été développées pour induire le cycle lytique in vitro, mais le 

plus étudié est l’engagement dirigé contre le récepteur des cellules B (Tovey et al., 1978) dans  

la lignée cellulaire Akata-BL,  qui se traduit par induction synchrone et rapide de jusqu'à 50% 

des cellules en réplication lytique (Takada and Ono, 1989). 

Comme pour les autres herpèsvirus, le cycle lytique du virus comprend l'expression 

séquentielle de protéines très précoces ou immediate early (IE), transactivateurs de 

l'expression des gènes viraux précoces, de protéines précoces ou early (E), comprenant les 

composants nécessaires du complexe de réplication de l'ADN viral et des transactivateurs des 

gènes tardifs, et les protéines tardives ou late (L) comprenant la plupart des protéines de 

structure des virions. Le génome est sous forme linéaire extra-chromosomique et le cycle 

lytique fait intervenir des enzymes virales et cellulaires. 
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   A.8.1. Les gènes du cycle lytique 

    i. Les gènes très précoces (IE)  

Les gènes BZLF1 et BRLF1 sont des facteurs de transcription, principaux régulateurs 

du cycle lytique de l'EBV. Ensemble, ils déclenchent une cascade de transcription des gènes 

viraux à partir de plusieurs gènes précoces après environ 2h. La protéine codée par le gène 

BZLF1 nommée Zebra, est un homologue viral de c-Jun et c-Fos, contenant 3 domaines 

fonctionnels distincts pour faciliter la reproduction, la régulation transcriptionnelle et 

l’homodimérisation (Sinclair, 2003). Cette protéine a le pouvoir de lever la latence du virus 

dans les lymphocytes B par sa liaison à l’origine de réplication OriLyt. Elle facilite également 

la communication entre la latence et le cycle lytique via son interaction au facteur NFκB qui 

régule négativement à son tour  le promoteur Cp des EBNA. Elle est aussi capable d’inhiber 

la cycline A et le pro-oncogene C-Myc ce qui va engendrer un blocage de translocation de la 

phase G1/S du cycle cellulaire (Israel et al., 2005). La protéine Rta codée par le gène BRLF1,  

a une certaine homologie avec C-Myc. Son expression est activée par la protéine Zebra.  Elle 

intervient également dans le passage de la latence au cycle lytique. Cette protéine a la capacité 

d’interagir en synergie avec la protéine Zebra dans la transactivation du promoteur précoce 

lytique BMLF1 (Kenney et al., 1992). Elle est aussi capable de rompre la latence virale dans 

les cellules épithéliales. La protéine Rta interagit avec la protéine Na (protéine codée par le 

gène BRRF1), l’ensemble est impliqué dans la transcription de la protéine Zebra. 

   ii. Les gènes Précoce (E) 

Des études sur l'ensemble du génome ont contribué à l'identification des premiers 38 

ARNm lytiques (Lu et al., 2006), dont ceux de l'ADN polymérase de l’EBV (BALF5), son 

facteur de processivité (BMRF1), la protéine de liaison d'ADN majeur (BALF2), la 

ribonucléotide réductase (BARF1), la thymidine kinase (BXLF1), l’exonucléase alcaline 

(BGLF5), le complexe hélicase/primase (BBLF4/BSLF1). L'expression précoce de ces 

protéines conduit à la production d’une molécule d’ADN linéaire d’EBV, la forme réplicative 

de l'ADN viral. Cette forme va ensuite s’encapsider dans les virions. D’autres protéines sont 

aussi impliquées dans la réplication lytique de l’EBV (Cho and Tran, 1993). 

En outre, deux autres protéines précoces sont codées par les gènes BMRF1 et BRRF1. 

Ces protéines sont impliquées dans la régulation du transport et la stabilité des ARN. En effet, 

la protéine EB2 (codée par BMRF1) se lie aux ARN non épissés, assure leur stabilité et leur 

translocation au cytoplasme (Gruffat et al., 2002) et facilite leurs traduction (Ricci et al., 
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2009). Cette protéine permet au virus de s’échapper de la régulation négative de PKR en 

inhibant cette dernière. Par ailleurs, la protéine codée par le gène BHRF1 a un rôle anti-

apoptotique, elle permet donc une bonne réplication de l’ADN de l’EBV dans la cellule hôte. 

En plus de cette action, le gène BARF1 code pour un récepteur du colony stimulating factor 1 

qui inhibe la sécrétion de l’IFNγ par les monocyte et les macrophages ce qui va engendrer 

l’échappement du virus à la réaction immunitaire (Cohen and Lekstrom, 1999). 

   iii. Les gènes  Tardifs (L) 

      Les protéines lytiques tardives sont produites à la suite de la réplication de l'ADN et sur 

les 40 gènes connus. Vingt huit sont transcrits en protéines du virion, y compris les 

glycoprotéines de l’enveloppe virale codées par les cadres suivantes : BLLF1, BALF4, 

BXLF2, BILF2 et BDLF3, des protéines de capside EBV codées principalement par BcLF1 et 

d’autre cadre de lecture tels que : BORF1, BDLF1, BFRF3, BdRF1 et la protéase BVRF2, des 

protéines membranaires et la kinase du virion. La protéase virale BVRF2 renforce 

l'assemblage des particules virales pour l’encapsulation de l'ADN viral. 

Les protéines tardives non structurales du cycle lytique comprennent BCRF1, qui est un gène 

viral hautement homologue de l'IL-10 (Hsu et al., 1990). L’IL-10 virale (vIL-10) est un 

facteur de croissance avec des effets autocrine et paracrine, y compris la promotion de la 

survie des cellules B et la prolifération (Stuart et al., 1995). L’IL-10 assure également la 

médiation d’effets multiples et complexes sur le système immunitaire, y compris la régulation 

négative de HLA-1 par inhibition de la transcription de TAP-1 (Zeidler et al., 1997) . À 

l'inverse,  elle peut favoriser l’activation des cellules T anti-EBV ainsi que les réponses des 

cellules NK (Stewart and Rooney, 1992). L’expression maximale des protéines tardives 

virales, comme les antigènes structuraux de la capside (VCA) et les glycoprotéines 

d'enveloppe peut se dérouler environ 12 heures après l'expression de BZLF et  BRLF1. 

Ensuite, la libération des virions peut être détectée après environ 24h, bien que les cellules 

infectées de manière lytique puissent survivre au-delà de cette libération (figure 11). 

Thorley-Lawson et al ont démontré également la voie par laquelle les cellules B spécifiques 

de l'antigène s'activent et se différencient en cellules productrices d'anticorps plasmatiques. La 

figure 12 montre l’excrétion des plasmocytes dans l’épithélium muqueux. En présence de 

l'EBV, les particules virales sont excrétées dans la salive à la place des anticorps ce qui va 

favoriser ainsi la contamination. 
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Figure 11: Schéma illustrant le processus d’assemblage et relargage du virion. Les précurseurs de 
capsides (pc) s'assemblent dans le noyau. L'ADN viral (génome linéaire) est empaqueté formant des 
nucléocapsides mûres (ncm) qui sortent du noyau par enveloppement de la membrane nucléaire 
interne et désenveloppement de la membrane nucléaire externe. Les glycoprotéines virales 
s'accumulent dans des vésicules post-Golgi (vpG). L'enveloppement secondaire est déclenché par 
l'interaction de la nucléocapside et/ou des protéines du tégument (pt) avec les domaines intra-
cytosoliques des glycoprotéines regroupées à un emplacement spécialisé (impliquant peut-être des 
radeaux lipidiques). Des protéines du tégument (pt) sont recrutées sur un échafaudage se prolongeant 
entre la capside et la membrane dans un processus pouvant impliquer les microfilaments d'actine (ac). 
La nucléocapside et son tégument sont ensuite internalisés dans la vpG. Finalement, les virions sont 
relargués dans l'espace extracellulaire par fusion de la membrane externe de la vpG avec la membrane 
plasmique (Grunewald et al., 2003). 
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Figure 12 : Modèle qui montre la réplication et le relargage des cellules B dans l’infection de la salive 
par l’EBV, figure extraite de (Thorley-Lawson, 2005). 
 

A.9 Physiopathologie de l’infection par le virus d’Epstein-Barr 

   A.9.1 L’infection cellulaire 

     A.9.1.1 Les lymphocytes B  

Les lymphocytes B sont les cellules cibles de l’EBV par excellence. Ils constituent le 

réservoir viral et chez l'adulte normal, environ 1 à 50 lymphocytes B par million sont infectés 

par l'EBV, le nombre de cellules infectées de façon latente chez une personne restant stable 

durant des années (Babcock et al., 1998; Birx et al., 1986). L'observation que l'EBV possède 

la capacité d'infecter et de transformer les lymphocytes B humains in vitro (Pope et al., 1968) 

a été une découverte essentiellement dans la compréhension de la pathogenèse de la 

lymphomagenèse B. Le tropisme des lymphocytes B pour l’EBV repose sur le tropisme de la 

glycoprotéine transmembranaire majeure gp350/220 de l'enveloppe virale pour la molécule de 

surface des cellules B, CD21 ou récepteur 2 du complément, CR2, qui constitue ainsi le 

récepteur cellulaire de l’EBV (Fingeroth et al., 1984; Frade et al., 1985; Weis et al., 1984). 

Ainsi, la glycoprotéine d'enveloppe virale gp42 (Molesworth et al., 2000; Oda et al., 2000) se 

lie à des molécules HLA de classe II présentes à la surface des cellules et constitue le 

corécepteur de l’EBV (Li et al., 1997). Survient alors la formation d’un complexe entre gp42 

et les protéines virales gH/gL, initiant, avec la gB, une fusion de l’enveloppe virale avec la 

membrane cellulaire permettant donc l'entrée virale dans la cellule. L'expression de CD21 au 
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cours du développement des lymphocytes B est en relation avec l'efficacité de l’infection 

virale : elle peut être considérablement réduite par l’utilisation d’anticorps bloquants anti-

CD21 (Jondal et al., 1976; Tanner et al., 1988). Cependant, bien que la gp350/220 représente 

le principal mécanisme par lequel l’EBV se lie aux cellules B, un knockout de ce gène d’EBV 

laisse aux cellules une certaine capacité d'infecter et de transformer des cellules B, mais avec 

une efficacité considérablement réduite (Janz et al., 2000) (figure13). 

In vitro, seulement 10-15% des génomes des virus liés atteindront le noyau de la cellule 

infectée (Shannon-Lowe et al., 2005). Cependant, en fonction de la multiplicité de l’infection, 

10-90% des cellules deviendront infectées d’une façon latente (Shannon-Lowe et al., 2005).  

Les lymphocytes B dérivés du sang périphérique, des amygdales ou de sang de cordon foetal 

peuvent tous être facilement infectés in vitro (Pope et al., 1968), aboutissant à une 

transformation cellulaire donnant des LCL, dans lesquelles le virus est présent à l’état latent 

(latence de type III). L’expression des protéines de latence modifie le phénotype et les 

fonctions des lymphocytes B ce qui se traduit par une augmentation de l’expression des 

molécules d’adhérence comme CD54/ICAM1, LFA1 et LFA3 (responsables de la croissance 

de ces cellules) ou de marqueurs d’activation (CD23, CD39 et CD40) (Abe et al., 1992). Les 

cellules ont également une dépendance moins forte au sérum pour leur prolifération et 

sécrètent moins d’immunoglobulines (figure 14). 
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Figure 13 : Inhibition de la différenciation des lymphocytes B par les lymphocytes infectés par l’EBV 
(Thorley-Lawson and Gross, 2004). 

 

 

Figure 14 : Schéma illustrant les étapes de l’infection des lymphocytes B par l’EBV in vitro. L’EBV 
se lie au lymphocyte B via le complexe gp350/220 du virus et CD21 de la cellule. Ensuite, la protéine 
gp42 du virus se fixe sur le CMH II de la cellule permettant ainsi la fusion de la membrane plasmique 
et de la nucléocapside. L’ADN viral linéaire intègre le noyau de la cellule. Après 4h, les protéines 
EBNA-2 et EBNA-LP sont exprimées. Après 12h d’infection, LMP-1 et les EBNA-3 sont exprimées. 
Le génome viral va ensuite se circulariser sous forme d’épisome puis il est maintenu par EBNA-1 et 
répliqué lors des divisions cellulaires environ 20h après l’infection. Les ARNm LMP-2, les ARN 
EBER et les BART sont les derniers transcrits de latence exprimés, ils complétent ainsi la latence de 
type III “programme de prolifération” (Middeldorp et al., 2003). 
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A.9.1.2 Les cellules épithéliales 

La transmission de l’EBV entre humains s’effectue généralement par un contact avec 

les sécrétions orales (Hoagland, 1955). Le virus se réplique à l'intérieur de l'oropharynx 

résultant en une excrétion active du virus chez la grande majorité des personnes séropositives 

(Yao et al., 1985). Il reste actuellement difficile de savoir si les cellules épithéliales 

oropharyngées ou les lymphocytes B sont le site primaire de réplication virale (Niedobitek et 

al., 1997; Sixbey et al., 1984). Mais une fois les cellules épithéliales infectées, le virus s’y 

réplique en effectuant un cycle lytique complet et il détruit les cellules. La manière dont le 

virus entre dans les cellules épithéliales est mal connue. En effet,  ces cellules n’expriment pas 

ou peu la molécule CD21. Un des mécanismes de l’infection ferait intervenir les lymphocytes 

B auxquels les cellules épithéliales se lient et serviront ainsi de véhicule de transfert 

(Shannon-Lowe CD, PNAS, 2006). Ce mécanisme nécessite la formation d’une synapse 

intercellulaire dans laquelle on trouve des complexes gp350/CD21 ainsi que les protéines 

virales gp85 et gp110. 

L’attachement du virus sur les cellules épithéliales nécessite la participation de la 

glycoprotéine virale gH, mais le récepteur cellulaire est inconnu. L’entrée du virus ne fait pas 

intervenir la gp42 comme pour les lymphocytes B mais uniquement un complexe formé de 

gH/gL (Molesworth et al., 2000). Des travaux ont montré que BMRF2 serait nécessaire à 

l’infection par des virus libres, mais cette protéine ne semble pas indispensable pour la fusion. 

Enfin, l’EBV peut passer au travers des membranes latérales à proximité des monosomes et 

des jonctions serrées pour se transmettre entre les cellules épithéliales adjacentes (Tugizov et 

al., 2003) (figure15). 
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Figure 15 : L’infection des lymphocytes B et des cellules épithéliales par l’EBV. L’EBV peut infecter 
les lymphocytes B via l’interaction de gp350 du virus et CD21 (CR2) de la cellule, et aussi entre le 
complexe gH/gL/gp42 du virus et le CMH II de la cellule B.  Les virions produits par la LCL sont 
dépourvus de la protéine gp42 qui est séquestrée par le CMH II et ce qui va leur permettre donc 
d’infecter les cellules épithéliales via leur interaction entre le complexe gH/gL du virus et leur 
récepteur sur les cellules. Les virions produits par la réplication virale dans les cellules épithéliales 
expriment de hauts niveaux de gp42 et peuvent ainsi infecter d’autres lymphocytes B (Farrell and 
Mertz, 2002). 
 

   A.9.1.3 Les cellules T 

            Dans le contexte de la primo-infection par l’EBV, Anagnostopoulos et al. ont examiné 

des coupes de tissus des amygdales excisées au cours de la phase aiguë de la mononucléose 

infectieuse (Anagnostopoulos et al., 1995). Les cellules T hébergeaient l’EBV et portaient des 

EBER révélés par HIS, il s’agissait de cellules CD45RO positives. Le nombre de cellules T 

infectées était plus faible que celui des cellules B au sein de la même amygdale. Des résultats 

similaires ont été rapportés par d’autres équipes notamment au niveau des ganglions 

lymphatiques (Tokunaga et al., 1993), ce qui a été contesté par d’autres auteurs (Niedobitek et 

al., 1997; Trempat et al., 2002; Verbeke et al., 2000). Dans le cas où l’EBV persiste, des 

études sur des tissus lymphoïdes primaires et secondaires (Hudnall et al., 2005) ou sur des 

ganglions réactionnels (Deamant et al., 1993), ont mis en évidence un faible pourcentage de 

cellules T EBER+, le plus souvent CD4+ (Hudnall et al., 2005). L’étude du programme 

d’expression des gènes viraux de latence a montré qu’il s’agissait généralement d’une latence 

de type II (Groux et al., 1997). 

Il a été montré que la molécule CD21 était exprimée par les cellules T de la lignée MOLT 4 

(Jondal et al., 1976; Uren et al., 1977), établie à partir du sang périphérique d'un patient qui 

présentait une leucémie lymphoblastique aiguë (Minowada et al., 1972). Ces cellules peuvent 
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lier l’EBV mais le CD21 ne semble pas faciliter l'entrée du virus dans la cellule (Shannon-

Lowe et al., 2005). Une expression variable de CD21 est trouvée sur différentes cellules T 

leucémiques lymphoblastiques ; les cellules HSB-2, Hut-78, CEM et T-ALL-1 sont négatives, 

alors que les cellules Jurkat expriment le CD21 à un niveau faible et que les cellules HPB-

ALL l’expriment de manière très importante (Fingeroth et al., 1988). Les lymphocytes T 

matures du sang périphérique semblent exprimer faiblement le CD21 (Fischer et al., 1991; 

Shannon-Lowe et al., 2005) mais il est possible d'infecter une petite proportion de ces cellules 

in vitro (Guan et al., 1996). Une infection convaincante de thymocytes primaires a pu être 

réalisée révélant une expression appréciable d’EBNA1 après 12 jours (Watry et al., 1991), Le 

niveau de l’expression de CD21 varie avec la maturité cellulaire (Tsoukas and Lambris, 

1988),  et au cours du développement des cellules T dans le thymus, l'expression transitoire de 

CD21serait suffisante pour permettre la liaison de l'EBV et, dans certains cas, l'entrée virale. 

Cependant, il n’est pas exclu qu’il y ait un mécanisme d'infection indépendant de CR2 

(Yoshiyama et al., 1997) ou peut-être la présence d'une molécule alterne avec une certaine 

homologie avec CR2 (Hedrick et al., 1992). 

   A.9.1.4 Les cellules NK 

            L’infection des cellules NK par l'EBV in vivo a également été étudiée en utilisant une 

approche IHC/HIS dans les tissus amygdaliens au cours de la MNI. Trempat et al ont utilisé 

un anticorps dirigé contre PEN5, épitope restreint aux cellules NK afin d'identifier les cellules 

NK EBER+ dans le contexte de l'infection primaire (Trempat et al., 2002). Dans les 6 cas de 

ganglions lymphatiques examinés, un petit nombre de petites cellules EBER+ et PEN5+ était 

reconnaissable. La grande majorité des cellules PEN5+ était toutefois EBER négatif, et aucune 

n’exprimait EBNA2. En appliquant une méthodologie similaire, Hudnall et al ont réalisé une 

approche globale, en faisant une analyse semi-quantitative sur 20 amygdales EBV+ provenant 

de donneurs ayant subi une amygdalectomie de routine (Hudnall et al., 2005). La majorité 

(82%) des cellules EBER+ exprimaient faiblement le CD20, tandis que les cellules NK 

positives pour PEN5 et EBER étaient très rares (1,7%); de nombreuses cellules NK identifiées 

sous l'épithélium des cryptes étaient EBER négatives. Ainsi, et dans les limites d’un double 

marquage IHC / HIS sur des coupes de tissus fixés, la présence de cellules NK et T infectées 

par l'EBV in vivo, au cours de la primo-infection et de la persistance, semble être un 

événement relativement rare. 

Notons que l’EBV est présent dans les cellules NK d’un grand nombre d’hémopathies 

touchant ces cellules (Arber et al., 1993; Quintanilla-Martinez et al., 1999).  
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Les molécules HLA de classe II sont exprimées à la surface cellulaire des cellules NK, ce qui 

n’est pas le cas de la molécule CD21. Le processus de liaison du virus et son entrée dans les 

cellules NK restent mal élucidés. Le mécanisme biologique de l'infection à EBV in vivo se 

manifeste par l'entrée du virus via une synapse immunologique.  

Dans les amygdales comme dans les ganglions lymphatiques, la formation des synapses entre 

les cellules NK et les cellules autologues EBER+ a été documentée dans le cadre de l’infection 

primaire (Trempat et al., 2002) et de la persistance chez le sujet sain (Hudnall et al., 2005). Le 

seul rapport existant de l’infection par l’EBV dans cellules NK in vitro a été publié en 

2004 (Isobe et al., 2004), il décrit de manière inattendue l’infection efficace de deux lignées 

cellulaires NK leucémiques EBV négatives et de cellules NK humaines primaires. Les stades 

précoces de l’infection montraient la coexistence d’une infection lytique et d’une infection 

latente. La plupart des cellules infectées entraient en apoptose après 72h, ce qui explique la 

difficulté à établir des sous-lignées. Deux clones isolés ont montré une latence de type I et de 

type II. Une étude ultérieure du même groupe a analysé des sous-clones qui avaient développé 

un modèle de latence II (Isobe et al., 2008). Le résultat a montré que 33 de ces sous-clones 

exprimaient une protéine LMP1 de bas poids moléculaire. Ces cellules ne présentaient aucun 

avantage prolifératif par rapport à la lignée parentale. 

 

A.10 Pathologie associée à l'infection in vivo par l'EBV 

   A.10.1 La primo-infection et la mononucléose infectieuse 

     A.10.1.1Les caractéristiques cliniques  

En raison des anticorps maternels spécifiques de l'EBV, transférés à l’enfant, les 

infections par l’EBV sont rares dans la première année de vie. Dans les pays en 

développement et les groupes socio-économiques défavorisés, la plupart des individus sont 

exposés à l'EBV dans l’enfance. Les infections primaires chez les jeunes enfants sont soit 

asymptomatiques, soit elles se manifestent par des maladies virales non spécifiques, dans 

lesquelles les symptômes caractéristiques de la MNI sont rares. Cependant, les MNI 

pourraient se produire rarement dans l’enfance (Chan et al., 2003). Le syndrome clinico-

immunologique de la mononucléose infectieuse est plus susceptible de se produire si 

l'infection par l’EBV survient pendant ou après la deuxième décennie de la vie. Grâce à des 

conditions économiques et sanitaires améliorées au cours des dernières décennies, l'infection 

par l’EBV est devenue moins fréquente pendant l’enfance (Takeuchi et al., 2006). De ce fait, 

davantage de personnes sont vulnérables à l'infection primaire et peuvent développer une 
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MNI. Une étude britannique récente menée sur 371 étudiants universitaires a montré que 25% 

de ces jeunes adultes (médiane de 19 ans) étaient EBV séronégatifs au moment de la rentrée 

universitaire et 46% d’entre eux présentaient une séroconversion après 3 ans. Parmi ces 

séroconversions "tardives", un quart des personnes avaient été diagnostiquées présentant une 

MNI  (Crawford et al., 2006).  

Pour la majorité des patients atteints, la MNI se manifeste par une fatigue, une 

lymphoadénopathie et une angine, sachant que l’hépato-splénomégalie est trouvée chez un 

tiers des individus, mais la fièvre est relativement rare (Macsween et al., 2010). Les 

complications sont peu courantes, comprenant une anémie hémolytique, plus rarement une 

anémie aplasique, une thrombopénie, une myocardite, une hépatite, des ulcères génitaux, ainsi 

que des ruptures de la rate ou des complications neurologiques comme le syndrome de 

Guillain-Barré (Luzuriaga and Sullivan, 2010). Les MNI fulminantes très rares, correspondent 

au développement de lymphoproliférations clonales de cellules T infectées et pourraient être 

associées à une mortalité élevée.  

La plupart des patients atteints de MNI ont une leucocytose absolue dans le sang périphérique, 

principalement représentée par une augmentation de cellules T et NK (CD8 +, γ δ et CD56+), 

mais produisent également de légères hausses de chiffres de monocytes (Macsween et al., 

2010), avec une légère neutropénie et une thrombocytopénie. La biochimie hépatique peut 

révéler une augmentation des transaminases. Les anticorps hétérophiles, sont présents dans les 

cas de MNI survenant chez des patients de plus de 5 ans. Les IgM anti-VCA sont très 

sensibles et offrent, de plus, une spécificité anti-EBV (Luzuriaga and Sullivan, 2010) . 

Les manifestations cliniques de la MNI pourraient être, au moins en partie, imputables à une 

réponse des cellules T et à la libération de cytokines associées en particulier à l’IFNγ et au 

TNFα (Foss et al., 1994). En outre, une corrélation entre l'intensité de l'activation des 

lymphocytes T et la gravité des symptômes a été décrite (Williams et al., 2004). La sensibilité 

à la MNI est liée à des polymorphismes dans les gènes codants pour la cytokine régulatrice 

IL-10 (Helminen et al., 1999). L’HLA de classe I (McAulay et al., 2007) pourrait avoir un 

impact sur l'efficacité de la présentation du peptide viral. 

Pour la majorité des personnes immunocompétentes, la maladie s’autolimite et la récupération 

survient au bout de quelques semaines, avec une reprise des activités normales après 2 à 3 

mois (Macsween et al., 2010). 

 



	
   49	
  

   i. La réponse des lymphocytes T CD8 + 

Au cours de l'infection aiguë, les populations de cellules T CD8+ élargies dans le sang 

périphérique, se sont avérées nettement oligoclonales au récepteur des cellules T (TCR) (Lin 

and Welsh, 1998). 

En outre, en utilisant des complexes tétramères de HLA de classe I, des auteurs ont démontré 

que les perforines des cellules CD8+ cytotoxiques constituaient fonctionnellement un épitope 

spécifique à l’EBV (Callan et al., 1998). Un ensemble complet de travail a caractérisé et 

quantifié de nombreuses spécificités de l’EBV dans le sang des MNI (Callan et al., 1998; 

Steven et al., 1996). Les réponses aux épitopes individuels peuvent représenter 1- 40% de la 

population totale des cellules T CD8+, avec une réactivité dominante vis-à-vis des antigènes 

précoces immédiats et de certains antigènes précoces lytiques. Les réponses aux protéines 

virales latentes sont quantitativement plus faibles, représentant 0,1 à 5% de la population des 

cellules T CD8 +. 

 

   ii. Réponse des cellules T CD4 + 

Contrairement à leurs homologues les cellules CD8+, les cellules T CD4+ 

n’augmentent pas beaucoup pendant la MNI et ne montrent pas la même inclinaison 

oligoclonale (Maini et al., 2000). Les spécificités des épitopes des cellules CD4 + ont été plus 

difficiles à caractériser ex-vivo. L’EBV stimule les cellules T CD4+ effectrices. Ces cellules 

spécifiques de l’EBV s’accumulent dans un compartiment de différenciation CD27+ CD28+. 

La réponse des lymphocytes T CD4 + induit un lysat comprenant des protéines EBV à la fois 

lytiques et latentes,  pouvant être détectées dans le sang des patients au moment de la MNI à 

des fréquences beaucoup plus basses que les CD8+ réactivées (Amyes et al., 2003). Les 

épitopes spécifiques du nombre des cellules CD4+ latentes et lytiques sont élevés durant la 

phase aiguë de la MNI et peuvent décliner rapidement par la suite (Hislop et al., 2007). 

En terme de lymphocytes T mémoire CD4+, une réponse spécifique contre les différents 

EBNA et LMP a été identifiée mais est estimée à au moins 10 fois inférieure à celle 

généralement observée pour les lymphocytes T CD8+ mémoires équivalents (Long et al., 

2005). 
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   A.10.2 Pathologies survenant chez l’immunodéprimé 

L'importance de l'immunité cellulaire T dans le contrôle de la transformation par 

l’EBV est illustrée par la survenue de maladies lymphoprolifératives liées à l’EBV dans le 

cadre de dysfonctionnement des cellules T ou d’immunosuppression T héréditaire ou acquise. 

 

   A.10.2.1 Syndrome lymphoprolifératif post-greffe (PTLD) 

Histologiquement les lymphoproliférations résultant de l'immunosuppression iatrogène 

après une transplantation d'organes solides (SOT) ou de cellules souches hématopoïétiques 

(HSCT) sont les mieux étudiées. 

Le risque des PTLD augmente avec le degré d'altération des cellules T, et avec  l'épuisement 

des lymphocytes T du greffon dans le cas d’une incompatibilité HLA durant la greffe ce qui 

nécessite une thérapie immunosuppressive plus importante et augmentera l’incidence des 

PTLD.  

Les PTLD constituent un spectre pathologique qui rassemble des proliférations lymphoïdes et 

plasmocytaires allant de formes spontanément résolutives à des formes réactives et à des 

formes néoplasiques proches des lymphomes non hodgkiniens. Ces lymphomes ne se 

développent pas dans les ganglions mais sont multifocaux et concernent souvent l’organe 

transplanté ou le tractus gastro-intestinal. L’incidence de survenue est directement en rapport 

avec l’immunosuppression et varie avec le type d’organe greffé. La majorité d’entre eux se 

développe dans les douze premiers mois suivant la greffe et ceux qui surviennent précocement 

après la greffe sont très souvent associés à l’EBV inversement à ceux qui surviennent plus 

tardivement. Une importante minorité des cas (20-30%) suivant SOT sont EBV négatifs, alors 

que presque tous les cas post-HSCT sont associés à l'EBV (Swerdlow SH., 2010). La plupart 

des PTLD post-SOT sont occasionnés par des cellules du receveur alors que les PTLD post-

HSCT, découlent d’une transformation de lymphocytes du donneur (Swerdlow SH., 2010) 

Les tumeurs EBV-positives se produisent plus tôt après les allogreffes (3-6 mois pour HSCT, 

12-24 mois pour SOT) (Evens et al., 2010; Styczynski et al., 2009). 

Les PTLD peuvent dériver d’un large spectre de cellules B et non seulement du pool de 

cellules mémoires sélectionnées par l’antigène, que l’EBV colonise habituellement chez les 

individus immunocompétents. Le développement de la tumeur semble souvent être associé à 

l'expansion des lymphocytes B qui ont échoué au processus physiologique de sélection au 

niveau du CG (Timms et al., 2003). 
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Les PTLD à cellules T constituent l’un des types majeurs des PTLD monomorphes, alors que 

les PTLD à cellules NK sont rares. Les PTLD à cellules T représentent environ 7-15% de tous 

les PTLD survenant post-SOD dans les pays occidentaux. Ils semblent être plus fréquents au 

Japon, bien que les données d'incidence soient limitées (Swerdlow, 2007). Les  PTLD NK/T 

ont tendance à se produire plus tardivement dans la période post-transplantation (médiane 5,5 

ans) que leurs homologues B et sont moins souvent associés à l'EBV (30-40% des cas). Le 

lymphome à cellules T périphériques indéterminé et les lymphomes hépatospléniques sont les 

sous-types les plus fréquemment trouvés (Kwong et al., 2000; Swerdlow, 2007). 

   A.10.2.2 Lymphomes associés à l’EBV chez le malade du SIDA 

Les lymphomes du patient atteint du syndrome d’immunodéficience acquise sont 

divers et comprennent les lymphomes diffus à larges cellules, le LH, le BL et le lymphome à 

épanchement primaire. Les lymphomes du système nerveux central (SNC) sont assez 

fréquents. Tous ces lymphomes constituent un groupe hétérogène. Leur tumorigenèse est 

variable et dépend de chaque type de lymphome. Les lymphomes du SNC sont généralement 

associés à l’EBV, ce qui est peut-être dû à l’augmentation du trafic des cellules B infectées 

par l’EBV dans le cerveau. Des études ont démontré que chez les patients sidéens atteints de 

l’EBV, la grande majorité des lymphomes y compris le LH diffèrent au niveau de la 

morphologie immunoblastique. Ces pathologies n’apparaissent que quand le patient est 

sévèrement immunodéprimé, généralement en stade final de l’infection à VIH. En revanche, 

les BL et LB-like, ne sont associés à l’EBV que dans 30% à 50% des cas (Diebold et al., 

1997). Dans ces cas, l’association de l’EBV et de l’immunosuppression peut éventuellement 

augmenter le nombre de cellules B, et augmenter ainsi le risque de translocation C-Myc. Ceci 

ne serait pas la cause primaire du développement de la prolifération maligne. 

 

   A.10.2.3 Leïomyosarcomes liés à l’immunodéficience 

Les patients immunodéprimés présentent rarement des néoplasmes des cellules 

musculaires lisses contenant un génome d’EBV clonal (McClain et al., 1995). Ces tumeurs 

sont plus souvent localisées dans le tractus gastro-intestinal ou l’arbre bronchique des enfants 

ayant une transplantation d’organe ou atteints du SIDA. Le programme de latence est alors de 

type III (Rogatsch et al., 2000). Il a été démontré que ces cellules tumorales se caractérisent 

par une expression variable du CD21, récepteur de l’EBV (Rogatsch et al., 2000). Cependant, 

aucune infection des cellules musculaires lisses normales adjacentes à la tumeur EBV+ n’a été 
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détectée. L’immunosuppression semble donc la seule cause qui pourrait être responsable de 

l’entrée anormale de l’EBV dans les cellules musculaires lisses, apportant alors un risque 

d’une transformation maligne. 

   A.10.2.4 Leucoplasie orale chevelue 

Chez les patients immunodéprimés, les cellules épithéliales de la muqueuse 

squameuse peuvent aussi être atteintes d’une pathologie proliférative. Cette pathologie est 

associée à l’infection lytique par l’EBV (Greenspan and Greenspan, 1989). Des études ont 

démontré que les stades les plus avancés de la réplication virale se localisent majoritairement 

dans les couches épithéliales les plus différenciées, ou il y a une expression des gènes viraux 

lytiques (Walling et al., 2001). De manière plus détaillée, les altérations se développent à 

partir des cellules épithéliales en phase de l’infection latente ce qui va favoriser ainsi la 

réplication virale lytique provoquée par la réactivation liée à l’immunosuppression. Cette 

dernière pourrait également favoriser l’infection anormale des cellules épithéliales de la 

langue. Un traitement par acyclovir pourrait aider à diminuer les lésions, mais celles-ci 

réapparaissent fréquemment suite à l’arrêt du traitement (Walling et al., 2003). 

 

A.11 Pathologies de l’hôte immunocompétent 
          Les trois principales pathologies malignes qui sont associées à l’EBV chez l’hôte 

immunocompétent sont le LB,  le LH, et le NPC. Elles apparaissent tardivement après 

l’infection primaire.  

   A.11.1 Lymphome de Hodgkin (LH) 

Il s'agit d'une tumeur maligne rare composée d’un clone de cellules multinucléées ou 

cellules de Reed-Sternberg (RS), ne comptant que pour une minorité au sein du tissu tumoral, 

et entourées de cellules inflammatoires réactives. Le LH classique (LHc), par opposition au 

LH à prédominance lymphocytaire, est subdivisé en 4 sous-types en fonction de critères 

histologiques. Environ 40% des cas de LHc dans le monde développé sont associés à l'EBV 

qui est tout particulièrement trouvé associé aux formes à cellularité mixte. Les LH des 

personnes VIH séropositives sont presque toujours associés à l’EBV (Dolcetti et al., 2001; 

Kutok and Wang, 2006). Le LH est plus fréquent chez les patients ayant bénéficié d’une SOD 

ou d’une HSPT. Le risque de développer un LH EBV+ est augmenté chez les personnes qui 
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ont manifesté une MNI au moment de l'infection primaire par l’EBV, et d’autant plus que les 

signes étaient importants (Hjalgrim et al., 2007). 

Les cellules RS sont des cellules B comme il a été démontré par des techniques de 

microdissection unicellulaire (Kuppers, Rajewskyet al. 1994). La présence de réarrangements 

clonaux des gènes d’immunoglobulines a été détectée sans aboutir à une synthèse des chaînes 

légères et des chaînes lourdes d’immunoglobulines. La cellule de Reed-Sternberg dériverait 

en fait d’un lymphocyte B du CG anormalement rescapé de l’apoptose et maintenu en survie 

grâce à l’infection par l’EBV. Dans les tumeurs EBV-positives, le génome viral clonal est 

présent dans toutes les cellules RS et les protéines latentes EBNA1, LMP1 et LMP2 sont 

exprimées en plus des EBER non codants et des BART, modèle de latence de type II (Chiang 

et al., 1996) (figure 17). LMP1 s’agrège dans la membrane cellulaire RS et imite le récepteur 

actif CD40, induisant ainsi une activation constitutive de NFκB (Kilger et al., 1998). En plus, 

l’expression de LMP2A sert à substituer le BCR (Caldwell et al., 1998; Mancao and 

Hammerschmidt, 2007) et peut fournir aussi une variété de signaux pro-prolifératifs (Fukuda 

and Longnecker, 2007; Mancao et al., 2005; Portis and Longnecker, 2004). En revanche, 

l'expression et le rôle de LMP2B dans le LH n'ont pas encore été établis. Étant donné que 

BCR et CD40 sont deux signaux de survie majeurs pour les lymphocytes B du CG  (Liu et al., 

1989), l'hypothèse principale est que l'EBV pourrait détourner ces voies pour faciliter la 

survie des cellules CG (Kuppers, 2009). Il a également été proposé que les LMP1 et LMP2A 

reprogramment les cellules B EBV+ pour leur donner le phénotype des cellules HRS 

(Vockerodt et al., 2008). 

              

Figure 16 : Expression de la LMP1 (coloration rouge) et des EBER (coloration marron : noir) dans les 
cellules de Reed-Sternberg (Baumforth et al., 1999) 
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   A.11.2 Le lymphome de Burkitt (BL) 

Le BL est une forme rare de lymphome malin non-Hodgkinien à cellules B matures, 

de haut grade. Sur le plan histologique, il est constitué d’un infiltrat diffus et monomorphe de 

cellules lymphoïdes atypiques. Ces cellules sont très prolifératives. De nombreux histiocytes 

phagocytaires sont présents et donnent un aspect en ciel étoilé (Pelc, De Maertelaere et al. 

1983). Il existe trois formes de BL : la forme endémique, la forme sporadique et le BL des 

immunodéprimés. La forme endémique, qui constitue la 1ère forme reconnue et décrite par 

Denis Burkitt, est géographiquement localisée aux régions d’Afrique équatoriale et de 

Papouasie Nouvelle-Guinée. L’EBV y est trouvé dans 100% des cas dans les cellules 

tumorales. La forme sporadique est surtout rencontrée chez les enfants et les jeunes adultes. 

Elle ne présente pas de distribution géographique particulière et elle est associée à l’EBV dans 

15 à 30% des cas (Gutierrez, Bhatia et al. 1992; Hecht and Aster 2000). Dans les cas de BL 

survenant dans un contexte d’immunodépression, comme la baisse des CD4 chez les patients 

VIH séropositifs, l’association à l’EBV est plus fréquente (Young and Rickinson, 2004).  

Le trait commun de tous les BL est la translocation C-Myc qui juxtapose l'oncogène MYC/c-

Myc (situé en 8q24) près du gène de la chaîne lourde des immunoglobulines (situé en 14q32) 

(Zech et al., 1976). La translocation peut concerner plus rarement le chromosome 2 (chaîne 

kappa des immunoglobulines) ou 22 (chaîne lambda des immunoglobulines). Les cellules sont 

alors conduites vers le cycle cellulaire du fait de la dérégulation de l’expression de C-Myc qui 

active les voies anti-apoptotiques. Il a été observé que les translocations surviennent dans des 

régions qui subissent des cassures chromosomiques pendant la maturation des centres 

germinatifs (Hecht and Aster,  2000). Ceci laisse penser que de telles translocations sont des 

erreurs survenant durant le développement normal des cellules B. . 

Bien que la dérégulation du proto-oncogène C-Myc, survenant généralement en association 

avec des défauts de la protéine p53 (Lindstrom and Wiman, 2002), soit d'une importance 

fondamentale dans la pathogenèse du BL (Polack et al., 1996), l’EBV pourrait jouer ici un 

rôle clé. Dans la plupart des cas de BL EBV+, le programme de latence exprimé est de type I : 

expression de EBNA1 initiée à partir du promoteur Qp, en plus des EBER non codants, des 

BART et des miRNA. Cependant, deux autres types d’expression des gènes latents ont été 

décrits en association avec les BL. Le premier concerne l'expression de l'ensemble des six 

EBNA en l'absence de LMP1 et LMP2. Ceci est considéré comme très rare et peut survenir à 

la suite de l'intégration du génome viral dans un chromosome cellulaire (Kelly et al., 2006). 
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Le second est une infection latente qui manque d’EBNA2 et LMP1, LMP2, mais exprime 

anormalement des protéines EBNA3. Ceci pourrait se produire dans environ 15% des cas de 

BL endémiques (Kelly et al., 2005) et est du à une délétion incluant le gène EBNA2. Dans ce 

cas, le promoteur Wp plutôt que le promoteur Qp initie la transcription d’EBNA, d'où le 

terme «Wp-restriction ». Une telle restriction de Wp dans les cellules BL entraîne 

l’expression constitutive en tant que protéine de latence de la protéine BHRF1, protéine virale 

homologue de Bcl2 et que l'on croyait exclusivement lytique (Kelly et al., 2009). 

Concernant l’EBV, deux hypothèses pourraient contribuer à la pathogenèse des cellules BL. 

La première est que le virus pourrait augmenter la probabilité de survenue des translocations 

C-Myc caractéristiques, et la seconde que l'EBV pourrait compléter l'activité de C-Myc, peut-

être en supprimant l'activité apoptotique de l'oncoprotéine, «  une caractéristique de MYC qui 

coexiste avec son effet prolifératif puissant» (Rowe et al., 2009). Le(s) médiateur(s) viral(aux) 

putatif(s) de la complémentation MYC ne sont pas connus : le rôle d’EBNA1 dans ce cadre 

demeure controversé, BHRF1 a une activité anti-apoptotique, mais n'est exprimé que dans le 

sous-type Wp-restreint, et les fonctions des EBER, BART et le miRNA restent sous enquête 

dans ce contexte (Rowe et al., 2009; Young and Rickinson, 2004). 

   A.11.3 Carcinome du nasopharynx (NPC) 

          L’infection par l’EBV des cellules épithéliales a été associée à diverses tumeurs, 

notamment le carcinome du nasopharynx (NPC), le sous-ensemble des adénocarcinomes 

gastriques et certains carcinomes de la glande salivaire (Raab-Traub, 2002). Quoique 

relativement rares, les NPC sont beaucoup plus fréquents dans certaines régions, comme dans 

le Sud-Est asiatique, au Maghreb, en Afrique de l’Est, au Groenland et en Alaska. Cette 

répartition géographique pourrait tenir à des habitudes alimentaires ou à une prédisposition 

génétique. La forme indifférenciée de NPC (OMS type III) est la plus systématiquement 

associée à l'EBV (Yu and Yuan, 2002). Les tumeurs du NPC contiennent typiquement un 

grand infiltrat lymphocytaire aux côtés des cellules du carcinome indifférencié. L'expression 

des gènes de latence de l’EBV dans le NPC (latence II) est principalement limitée à EBNA1, 

LMP2A et les transcrits BamHIA, tandis que près de 20% des tumeurs expriment la protéine 

LMP1 (Raab-Traub, 2002) et une minorité, expriment également des niveaux relativement 

faibles de LMP2B (Brooks et al., 1992). L’hybridation de l'ADN de NPC par Southern-blot 

confirme  la monoclonalité virale, indiquant la présence de l'EBV, avant l'expansion du clone 

malin (Raab-Traub, 2002). Des études séro-épidémiologiques dans les régions à forte 

incidence ont montré que les titres élevés d'anticorps spécifiques de l'EBV, en particulier IgA 

dirigés contre l'antigène viral de capside et les antigènes précoces ont prouvé leur utilité dans 
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le diagnostic et le suivi de l'efficacité du traitement (Young and Rickinson, 2004). Les 

carcinomes présentant des caractéristiques similaires à un NPC indifférencié, se produisant à 

différents sites anatomiques dont le thymus, les amygdales, les poumons et la peau, ont été 

désignés comme lympho-épithéliomes : ils sont aussi associés à l'EBV (Young and Rickinson, 

2004). 

 

A.12 Diagnostic 
En raison du polymorphisme des manifestations associées à EBV, le diagnostic de 

l’infection repose sur une stratégie différente en fonction de la situation clinique. Le 

diagnostic de primo-infection par l’EBV chez le patient immunocompétent est basé sur la 

mise en évidence d’un profil d’anticorps caractéristique. Le rôle de l’EBV vis-à-vis des 

manifestations atypiques peut être confirmé par la mise en évidence directe du virus dans un 

site particulier. Chez le patient immunodéprimé la réponse anticorps au cours de la primo-

infection peut être atypique imposant la mise en évidence directe du virus (Erlich, 1987). 

   A.12.1 Test sérologique : détection des anticorps  

C’est une méthode qui analyse des marqueurs sérologiques permettant le diagnostic de 

primo-infection par l’EBV dans la majorité des cas. En effet, la cinétique de différents 

anticorps permet de dater l’infection. Les anticorps anti-capside (VCA), de classe IgM (anti-

VCA-IgM), apparaissent environ 15 jours après le contact infectieux tandis que les IgG de 

même spécificité apparaissent quelques jours après les IgM. Ils sont présents dans la majorité 

des cas au moment de l’apparition des signes cliniques qui surviennent après une incubation 

d’environ un mois. Les anticorps anti-EBNA2 apparaissent précocement et sont détectés chez 

30 % des patients au moment de l’apparition des symptômes. Les anticorps anti-EA (IgG et 

IgA) sont souvent présents lors de la phase aiguë tandis que les anticorps anti-EBNA1 

apparaissent plus tardivement. Au décours de l’infection les anticorps anti-VCA et anti-

EBNA persistent tandis que les anticorps anti-EA disparaissent. Ces derniers peuvent être 

détectés lors des réactivations virales (Hess, 2004; Svahn et al., 1997). 

De nombreux réactifs permettant la détection des différents anticorps sont commercialisés. La 

méthode de référence reste l’immunofluorescence indirecte (IF) pour les anticorps anti-VCA 

et anti-EA ou l’immunofluorescence anti-complémentaire pour les anticorps anti-EBNA,  

réalisée sur des cellules exprimant les antigènes VCA, EA ou EBNA. Seul un pourcentage des 

cellules expriment ces antigènes ; la qualité des lames est variable et la lecture parfois 

difficile. Dans le cas de l’antigène EBNA plusieurs antigènes EBNA sont exprimés, en 
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particulier EBNA 1 et 2 ; les anticorps anti EBNA2 apparaissent précocement au cours de 

l’infection et les anticorps anti-EBNA1 sont plus tardifs. Des cellules exprimant uniquement 

EBNA1 ont été développées par transfection mais ne sont pas commercialisées. 

Les techniques ELISA sont de plus en plus utilisées ; la préparation des antigènes est très 

variable, les antigènes natifs à partir des cellules infectées ou protéines recombinantes ou 

peptides. Les tests sont développés le plus souvent par comparaison avec les techniques d’IF ; 

toutefois des discordances sont observées en fonction des réactifs utilisés (Svahn et al., 1997). 

Des immunoblots ont été développés. Ils permettent la détection simultanée de différents 

anticorps et les résultats sont corrélés à ceux obtenus par IF (Buisson et al., 1999). Mais ces 

techniques ne sont pas utilisées couramment pour le diagnostic. 

La détection des anticorps hétérophiles, anticorps non spécifiques de l’EBV, de classe IgM 

dirigés contre des hématies de mouton, de cheval, ou de bœuf, détection s’effectuant après 

adsorption des anticorps anti-Forssman sur extrait de rein de cobaye, est simple et permet un 

diagnostic rapide de primo-infection par l’EBV. Ces anticorps peuvent persister 6 à 12 mois 

(Svahn et al., 1997). Toutefois ils sont inconstants : ils sont présents chez 85 à 90% des 

adolescents infectés, plus rarement chez le jeune enfant et le sujet âgé. De plus, ils sont 

présents chez 2 à 3% des patients avec une pathologie auto-immune. Ils témoignent de la 

stimulation polyclonale associée à l’infection par l’EBV. Même s’ils sont présents, le 

diagnostic de primo-infection par l’EBV doit être confirmé par la recherche d’anticorps 

spécifiques. 

   A.12.2 Les méthodes de biologie moléculaire. 

    A.12.2.1 Réaction de polymérisation en chaine (PCR) 

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est la méthode de choix (Shibata et al., 

1993). C’est une technique extrêmement sensible qui peut détecter une cellule infectée parmi 

106 non infectées (Gulley et al., 1992). Mais la PCR n'identifie pas l’origine cellulaire des 

séquences spécifiques d'acides nucléiques de l'EBV, un signal positif peut représenter une 

infection réplicative ou latente dans la population des cellules néoplasiques ou dans un 

lymphocyte non néoplasique.  

Pour palier à ce problème, c’est la PCR quantitative qui est désormais utilisée. C’est 

actuellement la meilleure technique qui permet de déterminer la charge virale ou la quantité 

de virus présente dans un échantillon biologique. Elle est surtout utilisée dans le suivi régulier 
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au niveau sanguin des patients immunodéprimés (greffés principalement) pour déterminer s’il 

y a réactivation. Un seuil de 1000 copies/mL est souvent retenu pour dire qu’il existe une 

réactivation significative. 

    A.12.2.2 Hybridation in situ 

L'hybridation in situ (HIS), en particulier EBER-ARN HIS, est devenue la technique 

de référence pour la détection de l'EBV dans des biopsies et elle permet de déterminer si la 

tumeur est associée à l'EBV (Green and Eversole, 1989; Guarner et al., 1991; Hamilton-

Dutoit et al., 1991; Hamilton-Dutoit et al., 1993; Pallesen et al., 1991; Shibata et al., 1993). 

Elle consiste en une perméabilisation des cellules dans des coupes de tissus par une protéase, 

suivie de l'hybridation de l'ARN à une sonde d'acide nucléique complémentaire marquée, dans 

le tissu. La sonde non hybridée est éliminée par lavage et la sonde qui a été hybridée à la cible 

d'intérêt est révélée (Knecht et al., 1993). L’avantage principal de l'HIS est sa capacité à 

fournir des informations sur la localisation de séquences spécifiques d'acides nucléiques au 

sein des cellules (Knecht et al., 1993; Uner et al., 1994). Elle peut être réalisée sur un tissu 

frais, congelé ou fixé, et seulement une petite quantité de l'échantillon est nécessaire (Uner et 

al., 1994). 

 

A.13 Traitement  
L’EBV provoque la mononucléose infectieuse et la leucoplasie chevelue de la 

langue  et il est associé à un certain nombre de tumeurs malignes. Cependant il n’y a pas de 

médicaments approuvés pour le traitement des maladies liées à l'EBV.  

Les médicaments candidats pour le traitement de l'infection par l'EBV se répartissent en deux 

groupes. Le premier groupe comprend : 

- des analogues acycliques de nucléosides, aciclovir, ganciclovir, penciclovir, ainsi que leurs 

prodrogues famciclovir (Vere Hodge et al., 1989), valaciclovir (Purifoy et al., 1993), 

valganciclovir (Jung and Dorr, 1999), 

-  des analogues acycliques de nucléotides, cidofovir (Snoeck et al., 1988) et adéfovir (Snoeck 

et al., 1988) 

-  des analogues  de pyrophosphates, acides phosphonoformique (foscarnet) (Datta and Hood, 

1981) et phosphonoacétique (Yajima et al., 1976) et éventuellement 4-oxo-

dihydroquinolines (PNU-182171 et PNU-183792) (Brideau et al., 2002; Oien et al., 2002). 
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Tous ces composés ciblent l'ADN polymérase virale. Les analogues acycliques 

nucléosidiques ou nucléotidiques agissent à deux niveaux: en tant que substrats alternatifs 

compétitifs en concurrence avec GTP sur le site de liaison au substrat de l’ADN polymérase, 

et en tant que terminateurs de la chaine d’ADN, par incorporation dans la chaine naissante 

d’ADN et blocage de son élongation grâce à leur activité acyclique (De Clercq, 2004). Ces 

molécules nécessitent une phosphorylation et deviennent actifs sous forme tri-phosphorylée. 

Dans le cas des analogues nucléosidiques, la spécificité antivirale est basée en partie sur le fait 

que les kinases virales sont efficaces pour catalyser la première étape intracellulaire du 

métabolisme des médicaments (mono-phosphorylation), et que ces composés sont 

spécifiques. L’EBV code deux kinases: la thymidine kinase (produit du gène BXLF1) et une 

protéine kinase (produit du gène BGLF4). Cependant, contrairement à tous les autres 

herpèsvirus, on ne sait pas laquelle de ces enzymes est responsable de la mono-

phosphorylation et de l'activation de ces analogues nucléosidiques (Gustafson et al., 1998; 

Moore et al., 2001).  La spécificité est aussi conférée par la cible de ces médicaments, l'ADN 

polymérase virale. L’acide phosphonoacétique interagit directement avec le site de liaison 

pyrophosphate de l'enzyme. 

Le deuxième groupe contient des composés de nature mixte ayant une structure 

distincte, comme le maribavir (Townsend et al., 1999), laβ-L-5-iododioxolane uracile (Kira et 

al., 2000) et l’indolocarbazole NIGC-I (Gershburg et al., 2004; Zimmermann et al., 2000). 

Tous les composés précédents sont de puissants inhibiteurs de la réplication de l'EBV, mais la 

toxicité varie selon les produits, ce qui a été montré, chez des jeunes en bonne santé ou 

atteints de MNI. 

Les antiviraux qui ont été utilisés jusqu'à présent pour inhiber la réplication de l'EBV, 

appartiennent au premier groupe ciblant l'ADN polymérase virale. Malgré leur puissance in 

vitro, ces médicaments ont une utilisation limitée in vivo dans le traitement de l'infection 

primaire aiguë par l'EBV ainsi que dans les tumeurs malignes associées à l'EBV. 

Tous ces composés présentent un certain nombre d'inconvénients : effets secondaires 

toxiques, mauvaise biodisponibilité orale et risque d'émergence de souches virales résistantes. 

Ces effets ont stimulé la recherche de nouveaux composés plus spécifiques dans leur action 

antivirale et ne présentant pas les inconvénients des médicaments utilisés actuellement. Il 

convient de noter, cependant, étant donné que les maladies liées au cycle lytique de l’EBV se 

produisent moins fréquemment que pour les autres herpèsvirus, que cette recherche a été 

principalement dirigée vers l'herpèsvirus simplex de type 1 (HSV-1), le HSV-2, le virus de la 
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varicelle et du zona (VZV) et le cytomégalovirus humain (HCMV), et seuls les candidats de 

premier plan ont été testés pour leur efficacité possible dans le traitement des infections par 

l’EBV. Cette approche réduit un peu le nombre total de molécules antivirales testées, et réduit 

la sélection de celles qui sont potentiellement plus efficaces. 

Cette recherche a abouti à un certain nombre de nouveaux composés qui montrent des modes 

d'action uniques. Des études antérieures avec le benzimidazole D-ribonucléosides 2,5,6-

trichloro-1-bD-ribofur-anosylbenzimidazole (TCRB) et le 2-bromo-5 ,6-dichloro-1-bD-

ribofuranosylbenzimidazole (BDCRB) ont démontré l’efficacité de ces molécules dans 

l'inhibition de la réplication du HCMV (Townsend et al., 1995). Cependant, ils n'ont pas 

inhibé la réplication de l’EBV (Zacny et al., 1999). Ces composés empêchent le traitement et 

la maturation de l'ADN viral concatémère en génome monomérique (Krosky et al., 1998; 

Underwood et al., 1998). La  demi-vie plasmatique courte de ces composés a conduit à la 

conception d'analogues supplémentaires, y compris le maribavir (Townsend et al., 1999), qui, 

contrairement au BDCRB est un L-ribonucléoside. 
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B. La Protéine LMP1 
La protéine virale LMP1 est décrite comme impliquée dans le processus d’immortalisation 

des cellules par l’EBV, du fait de sa capacité à transformer les cellules.  Kaye et al., 1993 ont 

réalisé une étude sur des cellules exprimant LMP1 qui sont par la suite injectées dans des 

souris nude ce qui a induit l’apparition de tumeurs. 

En outre, la protéine LMP1 a été identifiée dans des biopsies de patients atteints de LH ou de 

NPC. Ceci confirme donc l’implication de LMP1 dans les maladies associées à l’EBV. 

B.1 Le gène BNLF1 

   B.1.1 Structure génétique 

Le gène codant la protéine LMP1 est BNLF1. Il est constitué de trois exons. Deux 

promoteurs contrôlent son expression pendant la phase de latence : le promoteur ED-L1 

(EcoRID fragment-located LMP-1 promoter) et le promoteur TR-L1 (Terminal Repeat-

located LMP-1 promoter). A partir de ces deux promoteurs, deux transcrits sont produits. Le 

premier est initié à partir d’ED-L1, il fait 2,8 kb et l'autre est initié à partir de TR-L1, il fait 

3,5 kb. Un autre promoteur situé dans le premier intron du gène BNLF1, appelé ED-L1A, est 

actif lors de la phase lytique et permet l’expression d’une protéine tronquée appelée lyLMP-1. 

Cette forme est traduite à partir du site d’initiation interne situé au niveau de la méthionine 

129 (Figure17).  

 

Figure 17 : Structure schématique du gène BNLF1. Le gène BNLF1, retrouvé au niveau de la région 
U5, est constitué de trois exons codant les différents domaines de la protéine LMP1 : exon 1, 
nucléotides 169546 à 169236 ; exon 2, nucléotides 169157 à 169071 ; et exon 3, nucléotides 168994 à 
168071. TR-L1, ED-L1 et ED-L1A sont les trois promoteurs fonctionnels.  
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   B.1.2 Régulation de l’expression de LMP1 

Le promoteur ED-L1 dirige l’expression de LMP1 dans les LCL (latence de type III).  

C’est un promoteur bidirectionnel qui dirige aussi l’expression de LMP2B. Le principal 

transactivateur est la protéine EBNA2 (Wang et al., 1990). Différents sites de fixation pour 

des facteurs de transcription sont décrits (Figure 18), de l’amont vers l’aval : deux sites de 

fixation pour la protéine RBP-Jκ, un élément de réponse ISRE (Interferon-Stimulated 

Response Element), un site de fixation à AML1 (Acute Myeloid Leukemia 1 ou RUNX1 

RUNt-related Transcription Factor 1), un site de fixation à SPI1 (Spleen focus forming virus 

(SFFV) Proviral Integration) appelé PU-box (PUrinerich), deux sites de fixation à AP-2 

(Activating Protein 2), un site de fixation à NFκB, un site de fixation E-box (site consensus : 

CANNTG) permettant la fixation de facteurs à domaine BR-HLH (Basic Region-

HelixLoopHelix) tels que Myc/Mad/Max, un site de fixation ATF/CRE (Activating 

Transcription Factor / Cyclic AMP Response Element) et un site de fixation au facteur de 

transcription Sp1 (site CpG) (Jansson et al., 2007; Johansson et al., 2009; Sjoblom et al., 

1998). 

 

         Figure 18 : Séquences régulatrices du promoteur ED-L1, d’après (Sjoblom et al., 1998). 

L’ARNm LMP1 de 2.8kb est exprimé à partir du site ED-L1 après activation de la 

transcription par la protéine EBNA2, qui interagit avec des facteurs de transcription 

cellulaires tels que le répresseur RBP-J kappa (CBF1 - impliqué dans la voie de signalisation 

Notch) et PU-1 (SPI1). Les deux protéines cellulaires se lient à des sites distincts dans le 

promoteur de LMP1 (Abbot et al., 1990).  

En revanche, la régulation de l'expression de LMP1, EBNA2 indépendante par le promoteur 

L1-TR est moins bien comprise. PL1-TR est le promoteur le plus distal, situé à l’extrémité TR 

du génome viral. Il est transcriptionnellement actif dans les cellules épithéliales (latence de 

type II), comme démontré dans les NPC (Gilligan et al., 1990; Sadler and Raab-Traub, 1995), 

et il semble positivement régulé dans certains cas de BL et de LH (Chen et al., 2001). Sadler 

et al. ont détecté l’initiation de la transcription dans les premiers TR et non dans les éléments 
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distaux suggérant que des séquences uniques adjacentes à ces TR contribueraient à l’activité 

promotrice (Sadler and Raab-Traub, 1995). Cette région contient des éléments riches en GC 

qui peuvent interagir avec le facteur de transcription sp1. 

Les deux promoteurs ED-L1 et L1-TR de LMP1 répondent à l'activation de la voie JAK / 

STAT (Chen et al., 2003). Ceci est en accord avec le fait que STAT régule positivement la 

transcription d’EBNA1 médiée par Qp (Chen et al., 1999). Plus précisément, STAT3 est 

impliqué en tant que candidat pour l'activation des promoteurs Qp et L1-TR (Chen et al., 

2001).   

La perturbation de la fonction du réticulum endoplasmique ou de l’homéostasie induit un stress 

qui se manifeste par l’activation d’une réponse de protéines dépliées dans les cellules stressées. 

Ce type de réponse est de plus en plus suspecté jouer un rôle dans les cancers. Ainsi, la protéine 

non repliée XBP-1 est capable de se lier et de transactiver le promoteur L1-TR entraînant une 

production de LMP1 (Hsiao et al., 2009). 

Le promoteur transcriptionnel pL1-TR serait activé de manière prédominante dans les cellules 

NK EBV+ exprimant LMP1, et aussi dans les lymphocytes T des syndromes 

lymphoprolifératifs. L’expression de LMP1 dans les lignées cellulaires NKTL peut être 

régulée par des cytokines comme l’IL10, un puissant activateur de STAT3 (Kis et al., 2006), 

l’IL15 et l’IFNγ (Takahara et al., 2006).  Ces cytokines ne sont pas suffisantes pour la 

prolifération de ces cellules en absence d'IL2. Des travaux récents réalisés sur des lignées de 

BL ont constaté que l'IL21 pourrait induire une expression puissante de LMP1 (en l'absence 

d’EBNA2), avec une majorité d'ARNm LMP1 provenant du promoteur ED-L1 (Kis et al., 

2010). Il est possible de dire que si la protéine LMP1 est associée à la latence de type II de 

l’EBV, son expression semble être dynamique et influencée par des signaux extracellulaires. 

Goormachtigh et al. ont démontré que LMP1 est capable de réguler l’activité de son propre 

promoteur par l’induction des voies JNK et NF-lB dans un modèle cellulaire de latence de 

type II (figure 19) (Goormachtigh et al., 2006). 
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Figure 19 : Modèle illustrant un mécanisme d’autorégulation de la protéine LMP1. Régulation du 
promoteur de LMP1 par induction des voies de signalisation JNK et NFκB, d’après (Goormachtigh et 
al., 2006). 

L’expression du LMP1 est contrôlée par EBNA2 qui agit principalement comme un activateur 

de transcription via son interaction avec la protéine RBP-Jk. Elle lève la répression de la 

transcription médiée par un grand complexe multiprotéique composé de SMAT, Sin3A, 

HDAC1 et HDAC2 (Wang et al., 1990). SKIP est une autre protéine qui se lie à la protéine 

RBP-Jk qui interagit également avec le complexe co-répresseur SMRT-HDAC. EBNA2 

abolit la répression de RBP-J médiée par une compétition du complexe co-répresseur SMRT-

HDAC en se liant à la fois aux protéines RBP-J et SKIP130 (figure 20a). 

Le domaine acide d’EBNA2 recrute ensuite la machinerie de transcription basale (TFIIB, 

TFIIH et p300; non représenté) pour activer la transcription. EBNA-LP interagit avec EBNA2 

dans l'activation transcriptionnelle de RBP-Jk médiée par l'interaction avec le domaine 

d'activation acide d’EBNA2 (Wang et al., 1990). La famille de protéines EBNA3 module 

l’activation de RBP-Jk médiée par EBNA2 via son interaction avec RBP-Jk et la compétition 

pour la liaison et l'activation par EBNA2. L’homologue de la RBP-Jk chez la drosophile est 

impliqué dans la transduction du signal du récepteur Notch, une voie qui est importante pour 

la détermination du devenir cellulaire chez la drosophile et a également été impliquée dans le 

développement de tumeurs des cellules T chez l’homme (Artavanis-Tsakonas et al., 1995). 

Fonctionnellement la protéine EBNA2 peut remplacer la région intracellulaire de Notch 

(Sakai et al., 1998).  La protéine BTM est une machinerie basale de transcription qui interagit 

d’une part avec la protéine CIR et d’autre part avec la protéine  RBP-Jk. C’est deux dernières 
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fixent le co-répresseur; SAP qui est une protéine associée à SIN3 (Eliopoulos et al., 1997) 

(figure 20b). 

 

 

                     

                            Figure 20 : Régulation de l’expression de LMP1 par EBNA2. 

 

B.2. Structure 
La prédiction protéique à partir de l'ORF montre que LMP1 est composée de six 

domaines transmembranaires hydrophobes, d’une extrémité amino-terminale et d’une 

extrémité carboxy-terminale (figure 21). L’utilisation d’un anticorps monoclonal S12, a 

confirmé que LMP1 est distribuée à travers la membrane cytoplasmique et est retrouvée dans 

le plasma, où elle forme des agrégats visualisables (Liebowitz et al., 1986; Mann et al., 1985).  

Une caractérisation plus poussée de la structure a confirmé que LMP1 est une protéine 

membranaire de 63 kDa composée de 386 aa. Elle définit trois domaines distincts : la queue 
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amino-terminale cytoplasmique (1-23 aa) qui se fixe à la membrane plasmique et oriente la 

protéine, six boucles transmembranaires hydrophobes (24-186 aa) qui sont impliquées dans 

l'homo-oligomérisation et l'auto-agrégation, une partie cytoplasmique carboxy-terminale 

allongée (187-386 aa) qui gère la plupart de l'activité de signalisation de la molécule 

(Eliopoulos and Young, 2001).  

 

             Figure 21 : Structure schématique de la protéine LMP1 d’après (Izumi et al., 1997). 

Les analyses mutationnelles de LMP1 indiquent que la partie C-terminale cytoplasmique et 1e 

domaine transmembranaire 1 (TM1) sont essentiels pour la transformation des cellules B 

(Kaye et al., 1993; Kaye et al., 1995). La délétion de l'extrémité N-terminale cytoplasmique 

n'a par contre pas empêché la transformation (Izumi et al., 1994). In vivo, la survenue de 

lymphomes chez des souris transgéniques exprimant LMP1 sous le promoteur de la chaîne 

lourde d'Ig monoclonales des cellules B, a confirmé le potentiel oncogène de cette seule 

protéine virale (Kulwichit et al., 1998). 

   B.2.1 Le domaine amino-terminal 

Le domaine amino-terminal cytoplasmique est constitué de 24 acides aminés 

(MEHDLERGPPGPRRPPRGPPLSSS). Plusieurs études ont montré que ce domaine interagit 

avec le premier domaine transmembranaire pendant le processus transformant de LMP1 

(Izumi et al., 1994). La délétion de l'extrémité N-terminale cytoplasmique n'a pas empêché la 

transformation. Enfin, des données in vitro et in vivo ont montré que ce domaine sert de site 
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d’ubiquitinylation pour permettre la dégradation de LMP1 par le protéasome (Aviel et al., 

2000). Ce domaine oriente la protéine à la membrane ce qui est nécessaire à son agrégation 

(Coffin et al., 2001). 

   B.2.2 Les 6 domaines transmembranaires 

Les domaines transmembranaires (TM) permettent la localisation de la protéine 

LMP1 dans la membrane cellulaire au niveau des radeaux lipidiques, ce qui favorise ainsi 

l’agrégation et la signalisation de LMP1 (Ardila-Osorio et al., 1999). Soni et al. ont montré 

que les quatre acides aminés du TM1 (38FWLY41) et l’acide aminé 98W du TM 3 sont 

essentiels à l’association des domaines TM 1 et 2 avec les domaines TM 3 à 6 (soni et al., 

2006). De même, un motif de 6 résidus leucine (29LLLLLL34) dans le TM1 contribue à 

l’agrégation de LMP1. L’auto-agrégation et la localisation de LMP1 dans les radeaux 

lipidiques semblent donc nécessaires au recrutement des protéines adaptatrices et à 

l’activation de la voie NFκB (Song et al., 2006). Les domaines TM de LMP1 entraîneraient 

une altération morphologique cellulaire suite à une réorganisation du cytosquelette (Puls et 

al., 1999). Enfin les domaines TM et le domaine amino-terminal seraient responsables de la 

prolifération cellulaire et de l’inhibition de l’expression de certains gènes cellulaires (Kaykas 

and Sugden, 2000). 

   B.2.3 Le domaine carboxy-terminal 

Le domaine cytoplasmique carboxy-terminal est formé de 200 acides aminés. 

L’oligomérisation du domaine C terminal est nécessaire à la signalisation induite par LMP1 

(Gires et al., 1997). Ce domaine est constitué de trois sous-domaines essentiels appelés 

Carboxy-Terminal Activating Regions (CTAR) (Gires et al., 1999; Huen et al., 1995). La 

région CTAR1 se situe entre les acides aminés 187 à 231 et la région CTAR2 entre les acides 

aminés 352 à 386. La troisième région, CTAR3, se situe entre les acides aminés 232 et 350. 

CTAR1 et CTAR2, contrairement à CTAR3, sont essentielles à l’immortalisation du 

lymphocyte B (Izumi and Kieff, 1997). La signalisation de LMP1 se fait par l’intermédiaire 

des CTAR et grâce au recrutement des adaptateurs TRAF (TNF Receptor Associated Factors), 

TRADD (TNF Receptor-Associated Death Domain) et RIP (Receptor Interacting Protein). 

LMP1 induit plusieurs voies de signalisation impliquées dans la survie et l’apoptose de la 

cellule : les voies classique et alterne d’activation de NFκB, la voie JNK (c-Jun amino-

terminal Kinase), la voie p38 MAPK (p38 Mitogen Activated Protein Kinase), la voie ERK 

(Extracellular signal-regulated Kinase), la voie de la PI3K (Phosphatidylinositol 3 Kinase) et 

la voie des JAK-STAT (Janus Activated Kinase - Signal Transducers and Activators of 

Transcription) (figure22). 
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 Figure 22 : Structure et fonctions de la protéine LMP1. LMP1 est une protéine composée d’une 
région N-terminale cytoplasmique, de 6 domaines transmembranaires et d’une partie C-terminale 
cytoplasmique constituée de deux régions CTAR (C Terminal ActivatingRegion) qui sont 
responsables du recrutement de TRAF et TRADD. Ces protéines permettent par la suite l’activation 
des voies PI3K, MAPK et NFκB (Young and Rickinson, 2004). 
 
B.2.4 Forme lytique de la protéine LMP1 

Ce variant, appelé lyLMP1, est à l’origine d’une forme tronquée de la protéine qui 

correspond à la délétion complète de la partie amino-terminale et des 4 premiers domaines 

transmembranaires de LMP1. Elle est traduite à partir du site d’initiation interne qui est situé 

au niveau de la méthionine 129 (129Met). Cette forme de protéine LMP1 est détectée très tôt 

lors de l’infection par l’EBV et pourrait être présente dans le virion (Erickson and Martin, 

1997). Dans les cellules épithéliales, lyLMP1 n’est pas oncogène et inhibe la voie de 

signalisation NFκB induite par LMP1 sans perturber l’oligomérisation de cette dernière 

(Erickson and Martin, 2000). Donc, lyLMP1 inhibe les propriétés oncogènes de LMP1 et 

diminue sa demi-vie (Pandya and Walling, 2004; Pandya and Walling, 2006). Les résultats 

sur cette forme tronquée sont en faveur d’un modèle où lyLMP1 serait un dominant négatif 

naturel de LMP1. L’expression de LMP1 est inversement proportionnelle à celle de lyLMP1, 

comme il a pu être montré par des expériences de transfection transitoire. Ainsi, lyLMP1 

favoriserait la progression du cycle lytique en levant l’inhibition du cycle lytique induite par 

LMP1 (Erickson and Martin, 2000). De plus, le modèle LMP1-31 CT (délété des parties 

amino-terminale et transmembranaire) élaboré par le groupe de Jean Coll à Lille, suggère que 

la protéine tronquée capte les protéines adaptatrices dans le cytoplasme mais ne traduit pas le 

signal, car la protéine ne s’oligomérise pas (Adriaenssens et al., 2004). 
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B.3 LMP1 et voies de signalisation 

Des études faites sur les lymphocytes B ont montré que LMP1 a des effets pléiotropes 

sur le phénotype de ces cellules, et qu’elle entraîne l'expression de molécules d'adhésion, et la 

régulation positive de protéines anti-apoptotiques (comme par exemple Bcl2) (Yoshiyama et 

al., 1997). Des études réalisées sur des souris transgéniques pour LMP1, ont montré que cette 

protéine induit à la fois des signaux de croissance et de différenciation des cellules B (Uchida 

et al., 1999).  LMP1 active un grand nombre de voies de signalisation, comme déjà mentionné 

(Gires et al., 1997; Mosialos et al., 1995) et entraîne l’activation constitutive du récepteur du 

facteur de nécrose tumorale (TNFR). LMP1 ne partage pas d’homologie de séquence, mais 

plutôt de propriétés fonctionnelles avec d’autres protéines, comme par exemple avec la 

protéine CD40, membre de la "super famille" des récepteurs au TNFα.  

Il a été décrit que LMP1 active une cascade de signalisations qui induisent la dégradation de 

IkBa, inhibiteur du facteur NFkB. Ce dernier, ubiquitaire, est impliqué dans de nombreux 

processus cellulaires comme la prolifération, l’apoptose et la réponse immunitaire (figure 24). 

Cette cascade est similaire à celle induite par le TNFα. Classiquement, après liaison du ligand 

TNFα, le récepteur de TNF, TNF-R1 recrute TRADD et par la suite TRADD recrute RIP et 

TRAF2. TNF-R2 recrute directement TRAF1 recrutant à son tour TRAF2. TRAF2 à son tour 

initie une cascade de kinases (kinase NIK-like et le complexe kinase IkB contenant IKKα et 

GIQF) afin d’activer NFκB (NIK). Le complexe IKK-α/β activé peut phosphoryler IkBα sur 

les sérines 32 et 36 ce qui entraîne son ubiquitination et par la suite sa dégradation par le 

protéasome. NFκB est donc libéré et va diffuser vers le noyau où il se lie aux régions 

promotrices/régulatrices de nombreux gènes.  

Les domaines TES1/CTAR1 et TES2/CTAR2 de LMP1 activent NFκB. A partir du domaine 

CTAR1/TES1, LMP1 peut induire également une voie d’activation de NFκB par un processus 

non-canonique (figure 25).  CTAR1/TES1 interagit donc avec les protéines TRAF1, TRAF2, 

TRAF3 et TRAF5. Seule TRAF3 est indispensable à l’activation de la voie NFκB dans les 

lymphocytes B (Xie et al., 2008). Cette protéine recrute la kinase NIK (NFκB-Inducing 

Kinase), qui va activer par la suite la kinase IKKα via une phosphorylation de résidus sérine. 

A son tour, IKKα phosphoryle p100 (NFκB2) induisant ainsi la fixation de la sous-unité 

active p52 avec les sous-unités RelA ou RelB (Luftig et al., 2004). En plus, les protéines 

STAP-2 et BS69 régulent négativement la signalisation via TRAF3 et via TRADD. Le 

domaine intermédiaire, CTAR3, permettrait le recrutement de la protéine kinase JAK3 (figure 

23). 
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De manière plus large, les virus EBV présentant des mutations de LMP1 dans les domaines 

CTAR1/TES1 ont une capacité réduite à activer NFκB. Les EBV recombinants qui sont 

construits avec les mêmes mutations, sont défectueux pour transformer les lymphocytes B. 

Ces résultats relient la transformation par l’EBV à l'activation médiée par NFκB. Ainsi, la 

délétion des acides aminés 185-211 empêche la liaison de TRAF au domaine CTAR1/TES1 et 

abolit l’activation de NFκB par le domaine CTAR1/TES1, mais elle n'affecte pas l’activation 

médiée par CTAR2/TES2 via TRADD. Les recombinants EBV qui possède cette délétion 

dans le domaine CTAR1/TES1 sont incapables de transformer les lymphocytes B. 

L'activation de NFκB médiée par CTAR1/TES1 est donc critique pour la transformation des 

lymphocytes B. Des recombinants qui n’expriment que l'extrémité N-terminale de LMP1 et 

les six domaines transmembranaires (appelés MS187) ou cette même région et CTAR1/TES1 

(appelés mutants MS231) ont été construits (Kaye et al., 1995). Les virus MS187 étaient 

incapables de croître sans l’aide de virus sauvages, alors que les MS231 pouvaient 

transformer des lymphocytes B primaires cultivés sur une monocouche de fibroblastes (Kaye 

et al., 1995). Ces résultats montrent que la région 232-386, absente de MS187, est nécessaire 

pour la croissance et que la signalisation induite par la liaison aux protéines TRAF (mutant 

MS231) entraîne une modification suffisante pour établir la transformation.  

En outre, le domaine CTAR2/TES2 lie les protéines TRADD et RIP, qui vont à leur tour 

recruter TRAF2 et TRAF5. Par ailleurs, LMP1 se fixe à TRAF6, protéine impliquée dans la 

signalisation du récepteur de l’IL1 (IL1-R) (Luftig et al., 2003). Ensuite, TRAF6 recrute un 

complexe protéique constitué de TAB1, TAB2 et TAK1. Ce complexe active par 

phosphorylation le complexe des kinases IKK (IKKα/IKKβ/IKKγ) (figure26). La 

surexpression de mutants dominants négatifs de TRAF2, NIK, IKKα et GIQF peut inhiber 

l'activation de NFκB induite par LMP1 (Izumi and Kieff, 1997). 

En prenant en compte toutes ces données, il semble clair que LMP1 utilise sa position au sein 

de la membrane plasmique pour agir sur de nombreuses voies de signalisation et ainsi 

influencer un grand nombre de gènes cellulaires afin de promouvoir la transformation des 

cellules B et des cellules épithéliales.  
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Figure 23 : Représentation schématique du recrutement des protéines TRAF par LMP1 (Mosialos, 

2001). 

 

 

 

                   

Figure 24 : Processus cellulaires induits par la voie NFκB. Le facteur NFκB régule l’activité 
transcriptionnelle de chacun des gènes responsables des processus cellulaires physiologiques et 
pathologiques : survie, prolifération, angiogenèse, métastase, inflammation et immortalité.  
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Figure 25 : Schéma de l’activation de la voie non-canonique par LMP1 (Jost and Ruland, 2007). 

 

                                 
Figure 26 : Schéma de l’activation de la voie canonique par LMP1 (Jost and Ruland, 2007). 
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B.4 Propriétés fonctionnelles de la protéine 
 

   B.4.1 LMP1 induit des altérations phénotypiques 

Des études ont démontré que LMP1 est impliquée dans l’expression de plusieurs 

protéines importantes de l’activation immunitaire. En premier lieu LMP1 active l’expression 

du CMH de classe I (Zhang et al., 1994) et elle induit aussi l’activation de plusieurs antigènes 

activateurs des lymphocytes B : les CD21 (récepteur de l’élément C3d du complément), 

CD23 (récepteur de basse affinité des IgE), CD80 et CD83 (molécules de co-stimulation des 

lymphocytes B) (Dudziak et al., 2003), CD30 (membre de la famille du TNF-R1), CD39, 

CD40 et CD44. Elle active aussi  des transporteurs d’antigènes TAP1 et TAP2 (Transporter-

associated with Antigen Processing 1 and 2), régulant l’immunogénicité des cellules 

infectées. En outre, LMP1 induit une surexpression de molécules d’adhésion qui servent à 

l’activation des cellules immunitaires comme LFA1/CD11, LFA3/CD58, ICAM1/CD54, et de 

molécules anti-apoptotiques comme Bcl2 (Henderson et al., 1991) ou A20 (Laherty et al., 

1992). 

 

   B.4.2 LMP1 régule l’expression et la production de cytokines 

LMP1 induit l’expression des chimiokines CCL3, CCL4, CCL5, CCL20, IP10. Les 

chimiokines sont des cytokines de petite taille (8 à 16 kDa) et leur rôle est de recruter les 

cellules du système immunitaire. Ces chimiokines attirent les lymphocytes T et les cellules 

NK, éliminant ainsi les cellules infectées (Nakayama et al., 2004). Cependant, LMP1 contrôle 

également l’expression de CCL17 et CCL22 qui attirent des lymphocytes T en particulier, les 

lymphocytes T régulateurs (Nakayama et al., 2004), permettant aux cellules infectées 

d’échapper au système immunitaire. De plus, LMP1 induit l’expression et la sécrétion de 

RANTES (ou CCL5). Ce dernier se fixe sur son récepteur CCR5, présent sur les monocytes, 

les éosinophiles ainsi que sur les lymphocytes T CD4+ et les LCL (Uchihara et al., 2005). 

LMP1 contrôle l’expression de certaines interleukines (IL10, IL6, IL8, TNFα). L’IL10 est une 

interleukine immunosuppressive impliquée dans l’expression de LMP1 (Lambert and 

Martinez, 2007), alors que l’IL6, l’IL8 et le TNFα sont des cytokines pro-inflammatoires qui 

maintiendraient un état d’inflammation chronique propice à la survie de la tumeur (Aarts and 

van Schagen, 2006). 

   B.4.3 LMP1 contribue au pouvoir métastatique des cellules infectées 

Les capacités métastatiques et invasives des cellules infectées par l’EBV, notamment 
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les cellules de carcinome du rhinopharynx, sont accrues par l’expression de LMP1 (U et al., 

2008). L’action de LMP1 se situe à trois niveaux : 

- Certains facteurs angiogéniques sont induits par LMP1 (HIF1α, VEGF, FGF2, COX2) et 

pourraient contribuer au processus de métastases (A et al., 2008), 

- LMP1 régule l’expression de métalloprotéases MMP (Matrix Metallo Proteases) comme 

MMP9 (Murono et al., 2000), ou MMP1. Ces MMP sont nécessaires au remodelage et à la 

dégradation de la matrice extracellulaire (collagène) préalable à l’invasion cellulaire. 

L'activateur du plasminogène de type urokinase (uPA, urokinase-type Plasminogen Activator) 

et la mucine MUC1 sont deux autres protéines régulées par LMP1 qui semblent jouer un rôle 

important dans ce processus (Park et al., 2000), 

- Enfin, LMP1 est capable d’inhiber l’expression des suppresseurs de métastases RECK1 et 

de l’E-cadhérine (Hayashi et al., 2003). RECK1 (RE version inducing Cysteine-

richproteinwithKazal motifs 1) bloque l’activité des MMP2 et MMP9 (Ala-Aho et al., 2002). 

L’E-cadhérine est une protéine d’adhérence assurant le contact intercellulaire qui est réprimée 

dans de nombreux cancers agressifs. La répression de l’E-cadhérine augmente la capacité 

migratoire des cellules de CRP (Tsai et al., 2002). 

   B.4.4 Expression de LMP1 et fonction des lymphocytes T et NK 

Les études portant sur le rôle de l’expression de LMP1 dans les cellules T sont limitées à 

des modèles in vitro, comme l’expression de LMP1 dans des lignées T lymphoblastiques 

EBV-négatives (Chuang et al., 2005; Kaplan et al., 1974;Lay et al., 2003). Très peu d’études 

ont été réalisées sur les cellules NK. Une observation initiale d’une infection in vitro de ces 

lignées par l'EBV a conduit à une augmentation de l’expression de TNF-α ; il a ensuite été 

démontré que la protéine responsable était LMP1 (Lay et al., 2003). D'autres travaux 

complémentaires sur la pathogenèse de l’EBV dans la lymphohistiocytose hémophagocytaire 

HLH (Hemophagocytic Lymphohistiocytosis) ont démontré que les cellules T qui expriment 

LMP1 étaient relativement résistantes à l’apoptose induite par le TNFα. Cette résistance 

pourrait être due à la régulation négative du TNFR1. En outre, la protéine TRADD avait été 

recrutée d’une manière constitutive par LMP1 dans les cellules T, ce recrutement étant 

accompagné par une suppression de l'activité des caspases apoptotiques (Ardila-Osorio et al., 

2005). Ces résultats suggèrent un mécanisme potentiel par lequel les cellules T exprimant 

LMP1 dans l'HLH liée à l’EBV pourraient échapper aux modifications induites par les 

cytokines, mais il faut noter que le modèle de l'expression des gènes de l'EBV dans l'EBV-
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HLH n'a pas été clairement élucidé (Yoshioka et al., 2003). LMP1 peut inhiber au niveau 

transcriptionnel l’expression de SAP/SH2D1A et activer les molécules en aval ERK et IFNγ 

(Chuang et al., 2005). Les signaux médiant cette activation agissent via la voie TRAF2-

TRAF5/NFκB, et le répresseur transcriptionnel ATF5 (Chuang et al., 2008). Un dominant 

TRAF2/5 négatif et un inhibiteur de NFκB peuvent restaurer l’expression de SAP et diminuer 

l’expression de l’IFNγ. La suppression du gène SAP médiée par LMP1 conduit à une 

activation de la cellule T et à une sécrétion accrue des cytokines Th1 en réponse à l’infection 

par l’EBV.  

 

B.5 LMP1 et  apoptose 
LMP1 protège les cellules contre l'apoptose dans un certain nombre de systèmes 

modèles. In vitro, le récepteur des cellules B (BCR) et CD40 activent la prolifération des 

lymphocytes B, tandis que la stimulation par BCR seul induit son apoptose (Banchereau et al., 

1991). L’expression de LMP1 peut substituer le CD40 et protège par la suite les cellules 

lymphomateuses B WEHI 231 de l’apoptose gérée par BCR (Busch and Bishop, 1999).  

Rel/ NFκB est un membre de la famille NFκB qui joue un rôle essentiel dans la protection 

d'une variété de cellules contre l'apoptose médiée par le TNFα, dont les cellules de LH EBV+. 

La capacité de LMP1 à prévenir l'apoptose est liée à l’activation de NFκB. L’expression de 

LMP1 dans les lymphomes B augmente l'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, 

Mcl-1, A20 et TRAF1 (Devergne et al., 1998; Devergne et al., 1996).  

 

C. Les cellules NK (NATURAL KILLER) 

   C.1 Définition 
Les lymphocytes circulant dans le sang sont des constituants du système immunitaire qui 

défendent l'hôte contre une attaque par des agents pathogènes viraux, bactériens ou 

parasitaires, ainsi que contre le cancer. Les lymphocytes sont généralement classés en 

lymphocytes T, B et NK (Natural Killer). Les lymphocytes T et B sont des effecteurs de 

l'immunité adaptative, tandis que les cellules NK sont impliquées dans la réponse immunitaire 

non spécifique. Par conséquent, les cellules NK diffèrent des lymphocytes T et B par la 

présence permanente d'une fraction substantielle instruite de cellules sensibilisées (Di Santo, 

2006). 
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Les cellules NK ont la capacité de reconnaître et de détruire un large éventail de cellules 

pathologiques, y compris les cellules néoplasiques, les cellules infectées par des virus, des 

cellules recouvertes d'anticorps, les greffes étrangères ainsi que des cellules "stressées", sans 

endommager les tissus sains normaux composés de cellules du "soi" c’est-à-dire appartenant à 

l'organisme (Caligiuri, 2008). Les cellules NK sont donc caractérisées par plusieurs fonctions 

effectrices importantes ; elles peuvent initier et amplifier la réponse inflammatoire, la 

production de cytokines et de chimiokines ainsi que la lyse des cellules cibles. 

Les cellules NK sont définies maintenant comme une sous-population de lymphocytes TCR(-) 

BCR(-), ce qui signifie qu'ils n’expriment pas les gènes codant pour le récepteur des cellules T 

(TCR), ni pour le récepteur des cellules B (BCR) (Caligiuri, 2008). Les marqueurs moléculaires 

qui définissant le mieux les cellules NK sont les molécules CD16 et/ou CD56 et l'absence de 

molécules de surface cellulaire CD3 (Wu and Lanier, 2003). CD16 (FcyRIII) est un récepteur 

de faible affinité de la chaîne lourde des immunoglobulines de classe G. Il est présent à la 

surface des cellules NK mais aussi d’autres cellules de l’immunité innée comme les 

macrophages, les monocytes et les polynucléaires neutrophiles. De cette manière, les cellules 

NK sont capables de tuer les cellules recouvertes d’anticorps : c’est le phénomène de 

cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) nécessitant une ospsonisation préalable 

(Cooper et al., 2001a). La fonction biologique de CD56 (molécule d'adhésion cellulaire neurale, 

N-CAM) n'a pas encore été établie de façon formelle. Sur la base des niveaux d’expression des 

molécules CD16 et CD56, les cellules NK peuvent être subdivisées en deux types, avec des 

fonctions distinctes et différentes propriétés. La majorité des cellules NK expriment de faibles 

niveaux de CD56 (CD56dim) et des niveaux élevés de CD16 (CD16bright). Ces cellules NK 

CD56dim/CD16bright sont hautement cytotoxiques. Le second type de 

lymphocytes NK contient des cellules CD56bright n’exprimant pas ou exprimant de faibles 

niveaux de la molécule CD16. Ils sont moins efficaces dans la cytotoxicité que les cellules 

CD56dim/CD16bright, mais sont très puissants comme producteurs de cytokines (Fan et al., 2008; 

Larosa and Orange, 2008). De plus, ces types de cellules NK diffèrent dans leurs trafic : les 

cellules NKCD56bright sont situées principalement dans les organes lymphoïdes, tandis que les 

cellules NK CD56dim sont le type le plus important de la circulation sanguine des cellules NK. 

Ces types diffèrent considérablement dans leur réponse proliférative à l'IL2, la capacité 

cytotoxique intrinsèque, le répertoire des récepteurs NK et l’expression de la molécule 

d'adhésion (figure27). 
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Figure 27 : Les principaux types de cellules NK. Représentation d’une production de cytokines par les 
cellules NK CD56Bright stimulées. L'expression de CD16dim absente ou diminuée dépend notamment de 
la faible cytotoxicité des anticorps et de la faible cytotoxicité naturelle. L’expression de CD94 et des 
récepteurs de haute affinité d’IL2 (IL2αβγ) est élevée. L’expression des KIR est faible (Cooper et al., 
2001b). 

 

C.2 Origine et développement des cellules NK 
Il a été généralement décrit que le développement des cellules NK se produit 

principalement dans la moelle osseuse (BM) à partir des précurseurs hématopoïétiques 

CD34+ (CPH). Elles divergent des autres lignées lymphocytaires au cours du premier stade de 

leur développement (Fietta and Delsante, 2009). Dans la moelle osseuse les cellules NK 

CD34+ se développent à partir des cellules progénitrices et expriment le phénotype CD34+ 

CD45RA+ (Figure29). Chez la souris, la co-expression de CD122 en l'absence d'autres 

marqueurs des cellules NK matures identifie ces cellules pré-NK (Gumenscheimer et al., 

2007). Chez les humains, les cellules pré-NK n'expriment pas le CD122 et donc 

l'identification de ces cellules pré-NK semble être plus difficile (Gumenscheimer et al., 2007). 

Certaines études ont suggéré que la co-expression de CD7, CD10, CD117 et CD45RA sur des 

cellules CD34+ est associée à une restriction importante vers le développement des cellules 

NK (Gumenscheimer et al., 2007). Néanmoins, ce phénotype n'est pas spécifique de la lignée 

de cellules NK car les lymphocytes B et T et les cellules dendritiques (CD) pourraient dériver 

de cette population cellulaire (Galy et al., 1995). Les cellules NK fonctionnelles peuvent être 

obtenues in vitro à partir d’une culture de cellules CD34+, sous une stimulation par de 

l’interleukine-2 (IL2) ou de l'IL15 (Mingari et al., 1997). Les caractéristiques phénotypiques 

et fonctionnelles de ces cellules NK ressemblent aux caractéristiques des cellules NK CD56+ 

(Carson, 1997). L'extension et la différenciation des cellules pré-NK CD34+ CD45RA+ sont 

soutenues par des facteurs de croissance dans le micro-environnement médullaire comprenant 

les ligands c-kit (KL), le ligand flt-3 (FL) et les cytokines l'IL-2, IL-7, IL-15 et IL-21 (Fietta 
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and Delsante, 2009). Les ligands c-kit et flt-3 sont cruciaux dans l'engagement précoce des 

cellules progénitrices CD34+ (CPH) vers la lignée de cellules NK. Ils régulent également 

l'expression du récepteur de l'IL15 sur les précurseurs des cellules NK. 

Des études récentes indiquent que seuls les premiers stades du développement des cellules 

NK surviennent au sein de la moelle osseuse. Les tissus lymphoïdes secondaires (TLS) et le 

thymus sont les sites de base pour la maturation des lymphocytes NK (Fietta and Delsante, 

2009). Les cellules NK CD34+ CD45R + se trouvent non seulement dans la moelle osseuse, 

mais aussi dans le thymus (Sanchez et al., 1994) et le sang de cordon (Canque et al., 2000) à 

des concentrations plus élevées que celles trouvées dans la moelle osseuse.  

Des études ont démontré l’existence de deux sous-groupes de cellules NK, appelées 

«  cellules NK CD56 bright/dim». Les cellules NK CD56dim présentent un stade de maturation 

ultérieur que les cellules NK CD56bright (Toledo and Barela, 2010). Cette information est 

renforcée par des données montrant que seules les cellules CD56bright sont générées in vitro à 

partir de cellules prés-NK CD34+ CD45+ après traitement par l'IL2 et/ou l'IL15 (Carson, 

1997), et que les cellules NK CD56bright expriment le marqueur c-kit des cellules immatures 

(Cooper and Scott, 2001). Il est important de noter que les cellules NK CD56bright semblent 

être les seules cellules immunitaires qui présentent une expression constitutive de haute 

affinité de l'IL2R. En revanche, les cellules NK CD56dim expriment une affinité intermédiaire 

pour l’IL2R et n'expriment pas le marqueur c-kit (Cooper and Scott, 2001). Cela pourrait 

expliquer, d’une part, la cause de la différenciation préférentielle des cellules précurseurs 

hématopoïétiques CD34+ en cellules NK dans les nœuds lymphoïdes, et d’autre part la cause 

de la faible prolifération des cellules NK CD56dim en réponse à de fortes doses d’IL2 ou 

d’IL15. Les cellules NK CD56bright ont été trouvées majoritairement dans les tissus 

lymphoïdes secondaires (Freud and Caligiuri, 2006) et les cellules NK CD56dim sont plus 

abondantes dans le sang périphérique (figure28). 
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Figure 28 : Les différents stades de développement des cellules NK. Les cellules pro-NK CD34+ 
CD45RA+ quittent la moelle osseuse et circulent dans le sang, puis atteignent les tissus lymphoïdes 
secondaires. Les cellules pro-NK sont activées via leur contact avec les cellules dendritiques (CD) et 
évoluent ainsi dans leur étape de maturation. Les cellules deviennent ainsi des NK immatures (iNK), 
avec un CD56bright puis un CD56dim. Les cellules NK matures CD56dim reviennent dans la circulation 
via la lymphe efférente alors que la plupart des cellules NK CD56bright restent dans les tissus 
lymphoïdes secondaires (Caligiuri, 2008).  

 

C.3 Régulation des cellules NK par les cytokines 
Le développement et l’activation des fonctions des cellules NK sont influencés par 

plusieurs cytokines telles que les interleukines IL2, IL12, IL15 et IL18, les interférons de type 

1 (IFNs), ainsi que des chimiokines (Trinchieri et al., 1984). Ces médiateurs d'activation ne 

sont pas produits par les cellules NK elles-mêmes, mais ils dépendent d'autres types de 

cellules. La stimulation des cellules NK par les cytokines permet de réguler de façon positive 

leur activité cytolytique, démontrant l’augmentation de la prolifération et la production de 

leurs propres cytokines immunomodulatrices et/ou d’autres médiateurs immuns telles que : 

l'interféron-gamma (IFN-γ), le facteur de nécrose tumorale (TNF-α), le facteur de stimulation 

des colonies de granulocytes et des macrophages (GM-CSF), l'interleukine 10 (IL10), 

l'interleukine 3 (IL3), les monokines induites par la protéine 1α  et 1β  (MIP-1α et -1β), ou 

RANTES. 

Parmi les cytokines, l'IL2 et IL15 sont notamment connues pour augmenter la  cytotoxicité 

des cellules NK. Elles sont également impliquées dans les interactions entre les cellules NK et 

d'autres cellules immunitaires au cours du développement de la réponse immunitaire 

adaptative (Trinchieri et al., 1984). Cependant, il est également connu que de fortes doses 

d'IL2 peuvent inhiber directement les fonctions effectrices des cellules NK, ce qui semble être 

un système inhibiteur qui régule négativement l'activité des cellules NK.  
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Au niveau du site de l'inflammation, les lymphocytes T activés (CD4+ CD25+) sécrètent une 

grande quantité d'IL2 qui peut activer la migration des cellules NK (Ralainirina et al., 2007). 

Une amélioration de la sécrétion de cytokines par les cellules NK a été observée lors de 

combinaison de IL2/IL15 avec de l'IL12. L’IL12 agit en synergie avec l'IL15 ou l'IL2 dans la 

synthèse d’autres cytokines, telles que le TNF-α, l’IFN-γ et le GM-CSF (Trinchieri et al., 

1984). L’IL12 seul induit une prolifération très faible de cellules NK au repos ; il peut même 

inhiber la prolifération des cellules NK induite par l'IL2. Néanmoins, en réponse à des 

concentrations sub-optimales d'IL2, l’IL12 peut réguler l'expression du récepteur de l'IL2 sur 

les cellules NK et augmente ainsi la prolifération des cellules NK (Robertson and Ritz, 1996). 

L’IL21 est une autre cytokine qui a la capacité de moduler l’activité des cellules NK. Cette 

cytokine agit en synergie avec l'IL2 pour stimuler l'activité cytolytique des cellules NK (de 

Rham et al., 2007).  La cytotoxicité des cellules NK peut être également stimulée par IFN-α/β. 

Ces cytokines régulent positivement la prolifération des cellules NK (Biron et al., 1999). Pour 

arbitrer leur fonction cytolytique efficacement, les cellules NK doivent être recrutées au site 

de l’infection.  

Le processus de migration des cellules NK est régulé principalement par la sécrétion des 

chimiokines. Ces dernières sont une famille de petites cytokines exerçant leurs effets 

biologiques en se liant à des récepteurs spécifiques de surface cellulaire, sachant qu’un 

récepteur a la capacité d’interagir avec plusieurs chimiokines. Les cellules circulantes sont 

attirées au sein du site de l'inflammation par des chimiokines. À ce moment, l’interaction des 

chimiokines produites par les cellules endothéliales avec leurs récepteurs exprimés par les 

cellules NK (CCR2, CCR5, CX3CR1 et CXCR3 notamment) permet non seulement le 

recrutement des cellules NK, mais aussi l’interaction avec les molécules d'adhésion des 

cellules vicinales et divers types de cellules immunitaires inflammatoires (Robertson, 2002). 

D’autres molécules sont supposées être impliquées dans la reconnaissance des cellules cibles 

et la fourniture de signaux de modulation de la cytotoxicité des cellules NK, comme des 

récepteurs de lectine de type C (CTLR), tels que CD161, CD69 et CD94 (Houchins et al., 

1997). Ces molécules ne sont pas des cytokines, elles appartiennent à la famille des lectines et 

peuvent notamment reconnaître un ligand glucidique sur les cellules cibles mais aussi 

interagir avec leurs ligands protéiniques (Plougastel and Yokoyama, 2006). 
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C.4 Mode d’action des cellules NK 

 
           Des études récentes démontrent que les cellules NK exercent leur activité biologique 

via plusieurs fonctions : cytotoxicité, sécrétion de cytokines et co-stimulation d’autres cellules 

immunitaires. En effet, les cellules NK peuvent éliminer leurs cellules cibles par différentes 

voies. 

    C.4.1 La voie des Perforine / granzymes / granulysine 

Les cellules NK contiennent des granules cytoplasmiques enfermant des enzymes 

protéolytiques comme la perforine, les granzymes et la granulysine. Lors d’une simulation 

immunitaire, les cellules NK libèrent leurs composants granulaires. La perforine est une 

protéine cytolytique. Activée en présence de cations calciques, elle forme un canal en se 

polymérisant dans la membrane plasmique de la cellule cible, ce qui induit la perméabilisation 

de la membrane de cette cellule, entraînant directement sa mort. Elle facilite aussi de cette 

manière la pénétration efficace des granzymes (sérines protéases exogènes) dans la cellule 

cible induisant une apoptose de celle-ci (Trapani and Smyth, 2002). 

Récemment, il a été émis l’hypothèse que le récepteur mannose 6-phosphate (RMP) pourrait 

être le récepteur de surface cellulaire des granzymes (Lieberman, 2003). Il a été suggéré que 

dans des conditions physiologiques, le granzyme B se fixe au complexe par des 

glycosaminoglycanes qui sont finalement endocytés via le RMP activé par l’héparane sulfate 

de la surface cellulaire (Veugelers et al., 2006). 

Par ailleurs, les granzymes sont secrétés dans les cellules cibles pour induire leur apoptose, 

soit par activation des caspases cellulaires (directement ou indirectement, par l'intermédiaire 

des mitochondries), ou par l'intermédiaire des voies indépendantes des caspases (Lieberman, 

2003). En outre, la granulysine est un membre de la famille saposine-like protein. Sa structure 

suggère un mécanisme d'action potentiel ainsi que des fonctions de molécule lytique (Dong et 

al., 2005). La granulysine chargée positivement se lie à la membrane de la cellule cible qui est 

chargée négativement. Lors de la liaison, la granulysine induit une augmentation du calcium 

intracellulaire et un efflux du potassium intracellulaire. Ces changements induisent 

rapidement une lyse cellulaire impliquant l'activation des caspases via la voie mitochondriale 

(Dong et al., 2005). 
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   C.4.2 L'activation de la voie des caspases cellulaires 

L’apoptose des cellules cibles est effectuée principalement via des protéases et des 

nucléases qui sont les caspases (cysteinyl-aspartate-cleavingproteases). Ces protéases 

aspartate spécifiques sont exprimées dans la plupart des types cellulaires. Afin d’éviter la 

mort cellulaire non programmée, les caspases effectrices (caspase-3, caspase-6 et la caspase-

7) sont maintenues à l’état de zymogènes. Les zymogènes doivent préalablement subir un 

clivage protéolytique par les caspases initiatrices (caspase-8 et caspase-9). 

Chaque caspase initiatrice contient un long pro-domaine. Leur activation est le résultat de la 

dimérisation du zymogène sur un adaptateur dédié (Gradzka, 2006). L’initiateur caspase-8 est 

responsable du clivage et de l’activation directe de la caspase-3 ou, à défaut, il déclenche une 

voie apoptotique mitochondriale. Les caspases exécutrices à leur tour activent le CAD 

(deoxyribo nuclease caspase-activated) qui dégrade l'ADN. 

   C.4.3 Voie mitochondriale 

Les granzymes peuvent promouvoir la mort cellulaire par deux voies principales: la 

voie d'activation directe de la caspase ou la voie mitochondriale. Dans cette seconde, le 

granzyme B induit la protéolyse de la protéine pro-apoptotique Bid (via le domaine  

d’interaction BH3 agoniste de mort) membre de la famille Bcl-2, qui recrute par la suite les 

protéines Bax et Bak, qui modifient la perméabilité de la membrane mitochondriale. Cela 

induit la libération de cytochrome C et d'autres facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie. 

La sécrétion du cytochrome C initie la formation d'un complexe de signalisation heptamérique 

(apoptosome) composé de la proteine Apaf-1 (facteur d'activation de la protéase apoptotique) 

et de la procaspase-9. Ceci active à son tour la caspase-3. Cette caspase clive les lamines 

nucléaires, en provoquant la rupture du noyau qui va aboutir finalement à la fragmentation 

internucléosomale de l'ADN génomique (Gradzka, 2006). 

 

   C.4.4 La voie indépendante des caspases 

Cette voie est induite principalement via des protéines pro-apoptotiques qui sont des 

facteurs AIF et des endonucléases G libérés à partir de la mitochondrie vers le cytoplasme 

comme les  granzymes. Ces facteurs ont des activités nucléolytiques suffisantes pour induire 

l'apoptose, impliquant la condensation de la chromatine et la fragmentation de l'ADN à grande 

échelle qui se traduit par la génération de coupures d'ADN simple brin (Gradzka, 2006). 
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   C.4.5 Cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps  

L’antigène CD16 est un récepteur de la partie constante Fc des immunoglobulines de 

faible affinité, qui reconnaît les cellules cibles recouvertes d'anticorps (Cooper and Scott, 

2001). C'est l'un des récepteurs de la membrane le plus caractérisé impliqués dans la 

cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante. La liaison de CD16 sur les cellules NK avec des 

cellules cibles recouvertes d'anticorps résulte en la sécrétion de cytokines régulatrices (IFN-γ) 

ainsi que de granules cytotoxiques contenant la perforine et les granzymes, qui vont à leur 

tour déclencher l’apoptose des cellules (Lanier, 2005). Certains autres types de cellules, par 

exemple les macrophages et les polynucléaires, peuvent également servir de médiateurs de 

cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps. Cependant, ces types de cellules exigent des 

niveaux plus élevés de fixation d'immunoglobulines sur les cellules cibles que les cellules NK 

(Szelc et al., 1992) (figure29). 

 

Figure 29 : Schéma illustrant les différentes voies d’apoptose activées par les cellules NK (Demedts et 
al., 2006). 

   C.4.6 L’induction de la cytotoxicité et les fonctions effectrices par les cytokines  

A côté de cette activité cytotoxique, les cellules NK peuvent également produire 

différentes cytokines (Smyth et al., 2005). Les cellules NK ne nécessitent pas de contact direct 
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avec les cellules cibles pour induire l'apoptose médiée par des cytokines, contrairement à ce 

qui a été décrit pour la cytotoxicité dépendant des anticorps. Lors de la stimulation, les 

cellules NK peuvent rapidement commencer à produire de nombreuses cytokines et des 

chimiokines, dont INF-γ, TNF-α, IL-3, GM-CSF, IL-10 et MIP-1. Grâce à la libération des 

cytokines, les cellules NK peuvent initier d'autres composantes du système immunitaire 

adaptatif inné comme les cellules dendritiques ou des lymphocytes T et B (Inman et al., 

2007). Il semble que dans les infections virales et bactériennes, l’IFN-γ produit par les 

cellules NK soit reconnu comme un médiateur clé dans la défense contre ces infections (Biron 

et al., 1999). 

 

C.5 Rôle des cellules NK dans le contrôle de l’EBV 
Les cellules NK semblent jouer un rôle important dans le contrôle précoce de 

l’infection par le cytomégalovirus (CMV) à la fois chez la souris et chez l’homme (Braud et 

al., 2002; Lee et al., 2001). Ce rôle semble être moins crucial pour le contrôle de l’infection 

par le virus de l'herpèsγ-2 MHV 68 chez la souris (Usherwood et al., 2005). 

Le nombre de cellules NK (mais pas des cellules NKT CD1-restreintes) est augmenté dans le 

sang des patients au cours de la MNI. Dans une petite étude chez des patients ayant une 

infection primaire à EBV, une augmentation relative du type CD56brighta été observée. 

In vitro, les cellules NK peuvent inhiber la transformation EBV-induite des cellules B au 

repos, si elles sont introduites au tout début de l'infection. Ceci serait médié au moins en 

partie, par la libération d'IFN-γ (Lotz et al., 1985). Conformément à cela, les cellules NK 

amygdaliennes peuvent inhiber efficacement la transformation in vitro des lymphocytes B 

infectés par l’EBV en présence de cellules dendritiques matures (Strowig et al., 2008). 

Collectivement, ces données suggèrent que les cellules NK peuvent partiellement limiter 

l'infection primaire par l'EBV jusqu'à ce que le système immunitaire adaptatif établisse 

spécifiquement le contrôle du virus. 

Toutefois, des signes cliniques indirects vont à l'encontre d'un rôle majeur pour les cellules 

NK dans le contrôle des événements de transformation in vivo. En effet, chez les receveurs de 

greffes de cellules souches T-déplétées, l'EBV peut conduire à un syndrome 

lymphoprolifératif qui survient le plus souvent dans les 3-6 premiers mois post-

transplantation période à laquelle les patients ont récupéré un nombre de cellules NK normal, 

mais restent profondément déficients en cellules T (O'Reilly et al., 1997). 
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Alors que des cellules B EBV-positives infectées de manière latente sont résistantes à la lyse 

de cellules NK (aussi bien de lignées NK que de cellules NK primaires), ces effecteurs tuent 

efficacement les cellules activées dans lesquelles le virus est entré en cycle lytique 

(Pappworth et al., 2007). Une stratégie d'évasion immunitaire NK par l'EBV n'a pas encore 

été identifiée, contrairement aux nombreux mécanismes d'évasion vus pour les deux CMV 

murin et humain (Braud et al., 2002; Vidal and Lanier, 2006), scénarios dans lesquels la 

réponse NK semble être critique. 

 

D. Le lymphome NK/T extra-ganglionnaire, type nasal 
Définition de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 

«C’est un lymphome de prédominance extra-ganglionnaire, caractérisé par une atteinte 

vasculaire, avec une nécrose importante, de phénotype cytotoxique et d'association au virus 

d'Epstein-Barr (EBV). Il est désigné «NK/T» (au lieu de "NK"), parce que, tandis que la 

plupart des cas semblent être de véritables tumeurs des cellules NK, certains cas montrent un 

phénotype de cellules T cytotoxiques » (Salto-Tellez et al., 2007). 

D.1 Historique 
Le Lymphome NK/T Extra-Nodal (ENKTL) est une entité clinico-pathologique 

relativement récemment caractérisée et a été officiellement intégré dans la classification OMS 

des tumeurs hématopoïétiques et lymphoïdes en 1999 (Harris et al., 1999). Cependant, 

l’histoire de la médecine, particulièrement de la clinique descriptive, laisse penser que cette 

entité a été reconnue plus d'un siècle plus tôt. De nombreuses tentatives ont été faites pour 

caractériser, classifier et comprendre cette pathologie. 

La première description clinique d'une maladie qui ressemble à ce qui est maintenant reconnu 

comme la manifestation la plus commune du NKTL a été publiée en 1897 par McBride. Il a 

décrit un patient chez lequel un ulcère se développait sur la surface latérale gauche du nez, 

ulcère qui, au bout d’un an, au moment de sa mort, s’était étendu aux deux joues, causant des 

dommages tissulaires étendus sur le nez et la lèvre supérieure. Bien que la syphilis et la 

tuberculose ne soient pas spécifiquement exclues des diagnostics, un pathologiste, le Dr. 

Muir, après examen des coupes de tissus, était «tout à fait d'avis que la maladie ne correspond 

pas à n'importe quel type nous étant familier ». 

Un papier peut-être plus clair a ensuite été publié par Sir Robert Woods en 1921 (Woods, 

1921) qui a décrit deux patients atteints de lésions destructrices nasales, chez lesquels la 
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syphilis avait été exclue, car aucun organisme infectieux n'avait pu être identifié. Il a décrit la 

lésion comme une «vague de tissu granuleux progressant irrégulièrement au sein du tissu sain, 

s’effaçant au fur et à mesure qu’il avançait, de sorte qu'il n'y ait jamais une grande épaisseur 

de cette croissance pathologique." Le terme « granulome malin» a été proposé par son 

collègue, le Dr O'Sullivan (Friedmann, 1955; Kassel et al., 1969). 

Cependant, en dépit de la reconnaissance croissante de cette maladie comme une entité 

distincte, la confusion sur la nature de la lésion est restée. Il a été reconnu que les patients 

atteints par un «granulome nasal Stewart» peuvent finir par mourir d'un lymphome malin 

diffus (Walton, 1960), mais des difficultés subsistaient pour distinguer un lymphome malin 

nasal d’un lymphome non malin telle la granulomatose de Wegener (Harrison, 1974).  

Harrison a suggéré que cela était probablement dû à la taille de la biopsie disponible pour 

étude anatomopathologique, souvent «sous-représentative » (Harrison, 1974), et a passé en 

revue les cas cliniques et pathologiques de 28 patients avec des non-guérisons de granulomes. 

Il a proposé que lorsque la lésion reste localisée au nez ou au pharynx, quelles que soient les 

apparences histologiques, cette lésion soit considérée comme une tumeur, probablement 

atténuée à des degrés divers par les propres défenses immunitaires de l'individu. Harrison a 

également fait le constat prémonitoire que les patients atteints d'un lymphome localisé 

peuvent avoir un pronostic étonnamment bon lorsqu'il est traité par radiothérapie. Une 

réponse à la thérapie par le radium a également été documentée et décrite par Robert Woods 

(Woods, 1921). 

D.2 Epidémiologie 
Le lymphome NK/T extra-ganglionnaire est une tumeur maligne agressive avec une 

répartition géographique particulière, étant rare dans les pays occidentaux et plus 

fréquemment rencontrée en Asie orientale et centrale et en Amérique du Sud (Arber et al., 

1993; Au et al., 2009; Quintanilla-Martinez et al., 1999). Seules des études appliquant les 

critères de diagnostic de l'OMS (Harris et al., 1999) peuvent être tenues pour fournir une 

estimation significative de l'incidence. Ainsi, il a été rapporté que le NKTL représentait 

6,27% des 1000 cas de LNH chinois étudiés, ce qui équivaut à plus d'un tiers de l'ensemble 

des lymphomes T dans cette population LNH chinoise (Au et al., 2005). 

Des données similaires sur l'incidence ont été récemment publiées par une étude coréenne 

dans laquelle le NKTL représentait 4% de tous les cas de LNH et 30% des néoplasmes de 

cellules matures NK et T. En revanche, la meilleure estimation de l'incidence en Europe et 
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aux États-Unis montre que les NKTL représenteraient 4% de l'ensemble des lymphomes NK 

et T (Au et al., 2005). En France, il existe environ 35 nouveaux cas par an. 

Les patients atteints de NKTL sont généralement immunocompétents. L'âge moyen de la 

présentation est 45-50 ans, avec un ratio hommes: femmes de 2-3:1 (Au et al., 2005), mais il 

convient de souligner que la plupart des données démographiques de base sur cette maladie 

concernant l'incidence en fonction de l'âge, du sexe et de l'appartenance ethnique du patient ne 

sont pas bien caractérisées en dehors de l'Asie. 

D.3 Phénotype et génotype 
Suite à l'élaboration et l'application de techniques immunologiques pour le diagnostic 

pathologique, une étude réalisée par Ishii et al. (Ishii et al., 1982) a été la première à 

démontrer que les cellules malignes dans les cas de «granulome médian létal» ou «rhinite 

gangrenosa progressiva» ont réagi avec des anti-sérums dirigés contre des cellules T, et pas 

les cellules B. Surtout, une analyse distincte de l'ADN provenant de ces tumeurs a trouvé des 

preuves de gènes TCR réarrangés indiquant une prolifération clonale des lymphocytes T 

(Gaulard et al., 1988). 

L'apparente origine cellulaire T de ce lymphome a été corroborée par d'autres études 

pathologiques en Asie de l'Est (Chan et al., 1987; Yamanaka et al., 1985) et aux États-Unis 

(Lippman et al., 1987). Cependant, un signal positif obtenu avec des anticorps dirigés contre 

l'antigène CD56 a posé question quant au phénotype T des cellules malignes (Ho et al., 1990). 

Un ensemble de preuves est alors apparu appuyant l'idée que la majorité de ces tumeurs sont 

originaires des cellules tueuses naturelles, avec des configurations de la lignée germinale 

exprimant le gène du récepteur des cellules T (Jaffe, 1995). L’observation de la réactivité des 

anticorps anti-CD3 avec la sous-unité cytoplasmique (ε-chaîne) de la molécule CD3 en tissus 

fixés au formol correspondrait à cette hypothèse, la plus plausible pour l'interprétation de 

l'origine phénotypique (Chan et al., 1996). 

Emile et al. (Emile et al., 1996) ont émis l'hypothèse que si les lymphomes NK existent, les 

cellules les composant peuvent exprimer certains antigènes des lymphocytes T associés, mais 

pas les protéines αβ ou γδ. Parmi les 35 lymphomes « T périphériques muets» identifiés qu’ils 

ont étudiés, 16 cas étaient CD56+ et CD5- et parmi eux, 8 sur les 9 cas analysés pour 

réarrangements de leurs gènes TCR γ, étaient négatifs, portant ainsi le phénotype de cellules 

NK normales. Fait à noter, tous ces cas sauf un avaient une présentation extra-ganglionnaire, 

et 11 sur 16 remplissaient les critères de l'entité appelée lymphome NK/ T de type nasal 
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(Jaffe, 1996). Cette étude a apporté son soutien à l'idée que le lymphome NK/ T de type nasal 

est une entité distincte et soutenu l’idée que les cellules dérivaient de cellules NK plutôt que 

de cellules T. Mais elle n'a pas enquêté sur l'état des tumeurs vis-à-vis de l’EBV. 

Dans la Classification Européenne et Américaine Révisée des lymphomes (REAL) (Harris et 

al., 1994), la terminologie «lymphome angiocentrique » a été utilisée, mais il a depuis été 

reconnu que cette description pathologique n'est pas unique au NKTL. 

Le phénotype caractéristique des NKTL comprend maintenant les marqueurs CD2, CD56, 

avec absence de CD3 de surface (comme l'ont montré les études sur tissus frais ou congelés) 

et présence de CD3e cytoplasmique (comme l'ont montré les études sur tissus fixés inclus en 

paraffine). Bien que CD56 soit un marqueur très utile pour les cellules NK, il peut également 

être exprimé sur d’autres cellules, en particulier les cellules périphériques dans les lymphomes 

à cellules T, notamment ceux qui expriment le récepteur δ des cellules T. 

La plus grande étude clinico-pathologique sur les NKTL, depuis leur incorporation dans la 

classification OMS (Harris et al., 1999), a fourni des informations sur le phénotype des 

cellules tumorales. Le projet international des cellules T a étudié 136 cas de NKTL et a 

confirmé l'expression de CD56 et des marqueurs cytotoxiques (TIA-1, granzyme, perforine) 

dans la majorité des cas, mais il a aussi identifié une minorité de tumeurs (14%) avec un 

phénotype CD8 +. Les gènes des récepteurs des cellules T réarrangés (analyse par Southern-

blot) ont été retrouvés dans environ un tiers des 52 cas testés (Au et al., 2009). Il est à noter 

qu'une telle proportion de cas avec des réarrangements du TCR est plus grande que prévu par 

les études phénotypiques, ce qui indique que d'autres études plus détaillées des corrélations 

phénotypes/génotypes sont nécessaires. 

 

D.5 L’Association avec l’EBV 
La première preuve irréfutable que l'infection par l’EBV pourrait être impliquée dans 

le développement de lymphomes NK/T est née d'un rapport qui décrit 3 patients avec des 

signes cliniques et sérologiques suggérant un EBV chronique actif (CAEBV), patients qui par 

la suite ont développé un lymphome T fatal (Jones et al., 1988). Ces tumeurs ont révélé 

contenir l’EBV. Des études ultérieures chez des enfants et des adultes ont identifié le génome 

de l’EBV et/ou des EBER dans les cellules NK/T tumorales qu’il s’agisse de tumeurs nasales 

ou extra-nasales (Chan et al., 1994; Harabuchi et al., 1990; Su et al., 1990). La suspicion du 

rôle causal du virus dans la pathogénie de la maladie a été renforcée après la mise en évidence 
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de la forme épisomique clonale du virus dans les cellules tumorales (Minarovits et al., 1994; 

Tao et al., 1995), ainsi que l'expression de transcrits d'EBV (Kagami et al., 1998; Kanegane et 

al., 1998). 

Bien que l'incidence du NKTL soit plus élevée en Asie de l'Est et en Amérique du Sud qu'en 

Europe et en Amérique du Nord, une association invariable à l'EBV est évidente quelle que 

soit l’origine géographique (Au et al., 2009). En conséquence, la démonstration de la présence 

du virus dans les cellules malignes, généralement par l’intermédiaire de l’hybridation in-situ 

des EBER, est pratiquement une condition nécessaire pour le diagnostic. 

D.6 L’expression des gènes viraux dans le NKTL 
Les premières analyses qui ont porté sur six cas de NKTL, dont la présence du virus 

dans les cellules malignes avait été confirmée (Tao et al., 1995), ont trouvé de nombreuses 

cellules positives par immunomarquage de LMP1 dans quatre des six cas. Une étude conduite 

à Hong-Kong a analysé 23 cas de NKTL, pour mettre en évidence l'expression des gènes 

viraux tant au niveau de transcrits que de protéines (Chiang et al., 1996). 

L’immunohistochimie pour la protéine LMP1 a révélé un marquage membranaire hétérogène 

dans une sous-population de cellules EBER+, dans 15 des 23 cas. Cependant, les deux cas de 

tumeurs extra-nasales analysés étaient LMP1 négatifs et, surtout, aucun des 23 cas 

n’exprimaient les protéines EBNA2 ou BZLF1. Une caractérisation plus poussée a été 

effectuée au niveau des transcrits par les méthodes classiques de RT-PCR. Les BART étaient 

exprimés dans la majorité des cas, tandis que les transcrits de EBNA1 étaient présents dans 

15/23 cas. Les transcrits de LMP1 ont été facilement détectés dans tous les cas. Les ARNm de 

LMP2A et LMP2B étaient faibles ou absents dans la majorité des tumeurs (Schaefer et al., 

1995). Une étude similaire ayant examiné des cas japonais de NKTL a trouvé des résultats 

comparables : des transcrits de LMP1 et d’EBNA1 ont été détectés dans les sept cas (van 

Gorp et al., 1996). Les données d'une étude européenne comportant aussi 7 cas étaient 

également en accord avec les données de l'Asie orientale (Oudejans et al., 1996) : EBNA1 

était présent dans la majorité des cas, LMP1 était variablement exprimé au niveau des 

transcrits dans 5 des 7 biopsies examinées. En revanche, une petite étude n'a pu trouver aucun 

ARNm ou protéine LMP1 dans 4 cas (Suzushima et al., 1995), mais deux des tumeurs 

n’étaient pas phénotypiquement caractéristiques de NKTL (CD4 positives CD56 non testé). 

Par ailleurs, les analyses d'expression génique avaient été réalisées sur les cellules tumorales 

circulantes, plutôt que sur le tissu de la tumeur primaire, et pouvaient donc ne pas être 

représentatives de la population d'origine maligne. 
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Pris ensemble, les résultats publiés (Harabuchi et al., 1996; Kanegane et al., 1996; Minarovits 

et al., 1994; Oudejans et al., 1996) sont compatibles avec un type d'expression virale de 

latence II, apparenté à ce qui est trouvé dans le LH (Deacon et al., 1993) et le NPC (Brooks et 

al., 1992), bien qu’une hétérogénéité intra-tumorale existe. En particulier, l'expression de 

LMP1 est variable et hétérogène au niveau des cellules des NKTL (Harabuchi et al., 1996), 

alors que les niveaux d'ARNm de LMP2 semblent être faibles ou absents dans les cas 

analysés (Kanegane et al., 1996; Oudejans et al., 1996). 

D.7 Caractéristiques cliniques 
Le NKTL concerne généralement les voies aéro-digestives supérieures, 

particulièrement la cavité nasale, mais la maladie extra-nasale, touchant par exemple la peau, 

le tube digestif, les testicules, peut représenter jusqu’à un quart des cas (Au et al., 2009). 

L’envahissement ganglionnaire primaire, en l'absence de maladie extra-ganglionnaire, est 

rare. L’atteinte de la moelle osseuse au moment du diagnostic, survient dans une minorité (6-

14%) des cas (Au et al., 2009), bien que cela puisse être une sous-estimation (Huang et al., 

2005). La présentation clinique est généralement rapportée à des symptômes locaux 

provoqués par la masse nasale (Hennessy et al., 1984), y compris les symptômes d'obstruction 

et le saignement. Un enrouement de la voix, une dysphagie, une exophtalmie, une 

ophthalmoplégie et une dysphonie peuvent également se produire en fonction de l’invasion 

locale par la tumeur (Liang, 2009). Les résultats cliniques ne sont pas prédits avec une 

précision par l'index pronostique traditionnel (IPI) (Ansell et al., 1997), contrairement au cas 

des sous-types de lymphomes de haut grade les plus répandus. Cela est en partie attribuable à 

l'âge moyen des patients atteints de lymphome NK/T et à la fréquence de la phase I/II de la 

maladie présente pour environ les trois quarts des patients (Au et al., 2009; Lee et al., 2006). 

Les données publiées suggèrent que le pronostic est fonction de l’envahissement local, de 

l’élévation sérique de la LDH et de la présence de symptômes B (Lee et al., 2006). 

D. 8 Le traitement des lymphomes nasaux   
          Au stade précoce localisé le traitement par la chimiothérapie combinée à la 

radiothérapie est standard. Il s’est avéré que le lymphome NK/T est radiosensible. En se 

basant sur ce fait, des études ont été réalisées utilisant un traitement par la radiothérapie seule 

(généralement autour de 50 Gy), le taux de réponses globales varient entre 77% et 100%, avec 

une réponse complète allant de 52% à 100% des cas (Cheung et al., 2002; Kim and Kim, 

2010; Li et al., 2006; Wang et al., 2009). La dose et le champ de rayonnement utilisés durant 

ce traitement sont des conditions qui sont très importants. La dose de rayonnement ≥50 Gy a 



	
   91	
  

donné un meilleur taux de réponse que des doses inférieures (Cheung et al., 2002; Isobe et al., 

2006; Kim and Kim, 2010; Li et al., 2006;Wang et al., 2009). Un champ étendu des lésions 

macroscopiques des sinus paranasaux et du nasopharynx a donné lieu à un taux d'échec 

inférieur lorsque la radiothérapie a été utilisée toute seule comparativement à la 

chimiothérapie (Isobe et al., 2006). Cependant, dans les stades plus avancés du cancer un 

traitement par chimiothèrapie est utilisé. Deux études prospectives récentes ont étudié la 

chimiothérapie administrée de façon concomitante à la radiothérapie (Kim et al., 2009; 

Yamaguchi et al., 2009). Mais ce lymphome est très résistant à la chimiothérapie. 

Un nouveau schéma thérapeutique : chimiothérapie basée sur L- asparaginase 

Le principal progrès dans le traitement du lymphome NK/T en dehors de la radiothérapie est 

basé sur l’utilisation d’un régime contenant de la L-asparaginase. Les protocoles de 

chimiothérapie établis généralement pour traiter les lymphomes ne présentent pas une bonne 

efficacité chez les patients atteints de lymphome NK/T. Cependant, les mécanismes de 

résistance du lymphome extranodal NK/T à la chimiothérapie conventionnelle pourraient être 

liés à l'expression fréquente de la P-gp par les cellules du lymphome responsables de la 

résistance aux traitements (Yamaguchi et al., 1995). La L-asparaginase n'est pas affectée par 

les mécanismes de résistances et dispose d’un effet anti-tumoral par un autre mécanisme. En 

effet, les cellules tumorales sont incapables de synthétiser la matrice L-asparagine lorsque 

leurs réserves de cette dernière sont épuisées sous l’effet de la L-asparaginase. Cette protéine 

enzymatique, induit l'apoptose in vitro de lignées cellulaires de lymphome NK/T et des 

cellules tumorales de patients (Ando et al., 2005). 
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Les lymphomes NK extra-ganglionnaires sont des pathologies rares dont l’évolution 

est très rapidement fatale. Ils surviennent principalement chez des patients d'âge moyen, sont 

particulièrement rares dans les pays occidentaux et plus fréquents en Europe centrale / 

Amérique du Sud et surtout en Asie du Sud-Est, où ils représentent jusqu’à 8,7% de tous les 

lymphomes non hodgkiniens (Ko, Kim et al. 1998). Ces lymphomes sont caractérisés par une 

participation fréquente de la cavité nasale et des voies aérodigestives supérieures, plus 

rarement, ils peuvent affecter différents organes.  

Leur développement est rapidement mortel sans traitement, et la durée médiane de survie a été 

rapportée comme étant seulement de 7,8 mois (Au, sang 2009). La chimiothérapie 

conventionnelle est peu efficace, en particulier dans la maladie disséminée, tandis que la 

maladie localisée peut bénéficier d’une radiothérapie. Au cours des dernières années, des 

progrès ont été réalisés par l'administration de L-asparaginase. Comme les cellules tumorales 

NK sont dépourvues d'activité asparagine synthétase, l’administration de L-asparaginase 

conduira à la mort de ces cellules lorsque leur stock d’asparagine sera épuisé, ce qui a été 

montré in vitro (Ando, Br J Haematol 2005). La L-asparaginase n’est pas administrée seule, 

mais associée à une chimiothérapie. Deux essais français (Jaccard, 2009 ; Jaccard, 2011) 

successifs ont montré l’efficacité et les limites d’un traitement à base de L-asparaginase 

associée à la dexaméthasone et au méthotrexate. Ce traitement a montré une bonne efficacité 

chez des patients réfractaires au traitement classique, puisque 46% des 15 patients testés dans 

ce contexte étaient en rémission à la fin du 1er essai (Jaccard, 2009). Le deuxième essai a été 

réalisé sur 19 patients et a confirmé les résultats précédents en montrant que plus de 60% des 

patients étaient en rémission complète après 3 cures (Jaccard, 2011). La médiane totale de la 

survie était de 1an. Depuis ces deux essais, de nombreux hématologues utilisent ce traitement 

tout particulièrement chez les patients qui ne répondent pas au traitement classique. 

Les NKTL sont décrits pour être associés au virus d’Epstein et Barr (EBV) dans le monde 

entier et la présence des EBER dans les cellules tumorales est rapportée dans 100% des cas. 

L’EBV est également présent dans le sang chez 70% des patients NKTL. 

L’EBV est un γ herpèsvirus humain, dont la primo-infection peut entraîner la MNI et qui est 

associé à plusieurs cancers humains, dont le NCP, le BL et certains cas de LH ou de 

lymphomes non hodgkiniens (LNH) dont les lymphomes NK extra-ganglionnaires. L’EBV 

peut être typé en types A ou B en se basant sur les différences observées dans les gènes de 

protéines nucléaires comme EBNA2 ou EBNA3. Le type A est beaucoup plus répandu dans le 

monde développé alors que le type B est surtout rencontré en Afrique équatoriale et 
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particulièrement en Guinée. Une prédominance de l’EBV de type A a été trouvée dans les 

NKTL en Corée, au Japon et en Malaisie (Peh et al., 1995), plus généralement en Asie. 

Inversement, plusieurs études ont montré la présence d’EBV de type B dans les lymphomes 

des patients immunodéprimés (Boyle et al., 1991). 

L’infection de lymphocytes B par l’EBV in vivo est plus souvent non lytique et entraîne 

l'expression d'un nombre limité de protéines de latence nucléaires et de membrane. In vitro, le 

virus est un agent puissant de transformation des lymphocytes B humains, une propriété qui 

est facilement démontrée par une infection expérimentale de cellules B au repos, ce qui se 

traduit par l’établissement de LCL. Dans ces lignées, le virus est maintenu à l’état d’infection 

essentiellement non-productive par l'expression d'un certain nombre de protéines de 

l’infection latente (Kieff, E. 1996,). 

Parmi les produits des gènes viraux connus pour être essentiels pour la transformation des 

lymphocytes B (35), la protéine LMP1 a un intérêt particulier car il s'agit d'un oncogène 

classique en raison de sa capacité à transformer des fibroblastes de rongeurs (Wang, 

Liebowitz et al. 1985; Baichwal and Sugden 1988; Kaye, Izumi et al. 1993). En effet, des 

expériences de transfection de gènes suggèrent que LMP1 est un effecteur majeur de la 

transformation des cellules B humaines induite par l’EBV. Ces changements comprennent la 

régulation positive d'un certain nombre de marqueurs d'activation des lymphocytes et des 

molécules d'adhérence (Wang, Liebowitz et al. 1988; Wang, Gregory et al. 1990; Peng and 

Lundgren 1993), ainsi que l'activation de la survie des cellules B par l'induction de gènes anti-

apoptotiques comme Bcl-2, A20 et Mcl-1 (Henderson, Rowe et al. 1991; Laherty, Hu et al. 

1992; Rowe, Peng-Pilon et al. 1994; Wang, Rowe et al. 1996). 

LMP1 est un puissant inducteur du facteur nucléaire kB (NFkB) médié par la transcription 

(Hammarskjold and Simurda 1992; Mitchell and Sugden 1995), une propriété qui est 

essentielle pour que l'EBV transforme les cellules lymphoblastoïdes (Cahir-McFarland, 

Davidson et al. 2000). La promotion des tumeurs est médiée par l'activation aberrante de 

NFkB dont les fonctions anti-apoptotiques sont associées à la tumorigenèse (Hoffmann and 

Baltimore 2006; Perkins and Gilmore 2006). Il a été montré que ce facteur de transcription est 

essentiel pour la progression des lymphomes associés à l'EBV in vivo (Keller, Hernandez-

Hopkins et al. 2006). 

Le gène LMP1 du prototype B95.8 code une protéine de 386 aa comprenant un court domaine 

N-terminal cytoplasmique, six hélices traversant la membrane, et un grand domaine 

cytoplasmique C-terminal d'environ 200 aa (Fennewald, van Santen et al. 1984; Mann, 
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Staunton et al. 1985). Deux régions dans le domaine C-terminal ont été identifiées comme 

essentielles à la fonction de la molécule (Herrero, Mathew et al. 1995; Mitchell and Sugden 

1995). Désignés CTAR1 (région d'activation C-terminale 1) et CTAR2, ces domaines 

comprennent les résidus 187-231 pour CTAR1 et les 55 derniers aa (352-386) pour CTAR2. 

Les CTAR1 et CTAR2 sont capables d'activer NFκB indépendamment dans certaines 

cellules, mais la région de LMP1 majeure pour l’activation de NFκB apparaît être dans le 

CTAR2 (Huen, Henderson et al. 1995; Mitchell and Sugden 1995; Brodeur, Cheng et al. 

1997). Le CTAR1 peut se lier à quatre membres de la famille des facteurs de nécrose 

tumorale (TNF) qui sont associés aux récepteurs (TRAF1, TRAF2, TRAF3 et TRAF5) 

(Mosialos, Birkenbach et al. 1995; Devergne, Hatzivassiliou et al. 1996; Kaye, Devergne et 

al. 1996; Brodeur, Cheng et al. 1997; Sandberg, Hammerschmidt et al. 1997). Bien qu'il n'y 

ait aucune preuve du lien direct des différents TRAF avec CTAR2, la liaison directe de la 

protéine à domaine de mort associé au récepteur du TNF (TRADD) à CTAR2 a été 

récemment rapportée (Izumi, Kaye et al. 1997). Des études avec un mutant dominant négatif 

de TRAF2 (Kaye, Devergne et al. 1996; Eliopoulos, Stack et al. 1997; Izumi, Kaye et al. 

1997) ont mis en cause TRAF2 comme un médiateur commun d’activation de NFκB par les 

domaines CTAR1 et CTAR2. Bien que le mécanisme diffère probablement pour chaque 

domaine, TRAF2 ne peut se lier directement qu'au CTAR1. Par conséquent, la nature exacte 

de l'implication de TRAF dans la signalisation médiée par LMP1 reste incertaine (Brodeur, 

Cheng et al. 1997; Sandberg, Hammerschmidt et al. 1997) . 

Le gène BNLF1 codant la protéine LMP1 est relativement bien conservé dans sa région 

codante, montrant généralement plus de 95% d'identité de séquence d'acides aminés entre les 

différents isolats d’EBV (Miller, Edwards et al. 1994; Sample, Kieff et al. 1994). Un intérêt 

considérable est apparu il y a quelques années dans la possibilité que le polymorphisme 

naturel de LMP1 affecte sa fonction et influe sur le développement de certaines pathologies 

liées à ce virus. En particulier, l'attention s'est focalisée sur un variant délété (del-LMP1) qui a 

été initialement identifié dans les tumeurs de patients chinois atteints de NCP et qui se 

caractérise par une délétion de 30 pb correspondant aux codons 343 à 352 de la protéine 

LMP1 de la souche de référence B95.8, avec des points riches en mutations ponctuelles 

(Chen, Tsai et al. 1992; Knecht, Bachmann et al. 1995) (Sandvej, Peh et al. 1994). L’étude de 

la répartition géographique de ce variant montre que la majorité des patients atteints de NCP, 

chinois, ou plus largement, asiatiques, sont porteurs d’une souche possédant le gène del-

LMP1. LMP1 est exprimé dans environ 65% des NPC indifférenciés et semble influer sur la 

croissance et l'évolution clinique du cancer. Le gène del-LMP1 a également été identifié dans 
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un certain nombre d’autres pathologies associées à l'EBV, y compris dans le LH, et ici aussi il 

a été suggéré que les variations de séquence de LMP1 puissent contribuer au processus malin 

(Knecht, Bachmann et al. 1993; Kingma, Weiss et al. 1996; Knecht, Raphael et al. 1996).  

Il n'y a que peu de rapports d'association de ces variants avec des données clinico-

pathologiques dans les NKTL et tout particulièrement en Europe. L'objectif de notre étude est 

de déterminer l’incidence des variants de LMP1 dans une population de NKTL français, de 

décrire l’éventuelle relation entre les variants de LMP1 et les caractéristiques des patients et 

tout particulièrement de suivre l’évolution de ces variants chez les patients  sous traitement.  
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Le travail a été réalisé sur le sang total des patients inclus dans les deux essais 

thérapeutiques français contenant de la L-asparaginase, Il s’agissait d’essais multicentriques 

conduits entre 2003 et 2006 pour le premier (Jaccard et al., 2009) et 2008-2010 pour le second 

(Jaccard et al., 2011). Chaque patient a bénéficié au moment de l’inclusion, d’une charge 

virale sanguine. Seuls 13 patients sur 32 testés, ayant une charge virale positive, ont été inclus 

dans ce travail. Parmi ces patients se trouvaient 9 hommes et 4 femmes. La médiane d’âge 

était de 58 ans (extrêmes 23-79). Neuf patients étaient d’origine française, 3 venaient 

d’Afrique du Nord et un de Madagascar. Parmi ces 13 patients, 8 avaient des charges virales 

positives au moins une fois sous traitement. Pour ces 8 patients, l’étude des échantillons 

prélevés sous traitement a permis d’établir le suivi de l’étude du polymorphisme viral sous 

traitement. La durée du suivi était de 4 semaines à 21 mois selon l’évolution clinique. 

L’évolution clinique à la fin de l’essai a été notée. 

 Par ailleurs, des échantillons de sang total de 21 patients (8 adultes, 13 enfants) sans 

aucun signe de malignité connue, d’âge médian 13 ans avec des extrêmes de 7 à 68 ans, ayant 

une charge virale EBV positive, ont été utilisés comme contrôles.  

C. Méthodes 

C.1 Extraction de l’ADN 

          L’ADN a été extrait par la technique classique d’extraction au phénol-chloroforme 

(Sigma-Aldrich- Saint-Quentin Fallavier-France). Pour cela, à un volume (250µL) de sang 

total, deux volumes de tampon de lyse et 10 unités de protéinase K (Invitrogen-Cergy 

Pontoise-France) ont été ajoutés. Le tampon de lyse utilisé, de pH8, était composé de 

trishydroxyméthylaminométhane-HCl (Tris-HCl) 10mM, NaCl 10mM, EDTA 10mM, et d’un 

détergent fort le SDS à 0,5%. Le mélange sang-tampon de lyse a été incubé à 37ºC pendant 

une nuit.  

La protéinase K (invitrogen) a alors été inactivée par un chauffage à 90ºC pendant 10min. Un 

millilitre d’un mélange phénol (sigma) à pH > 7,6 – chloroforme - alcool isoamylique 

(24mL : 25mL : 1mL) (sigma) a été ajouté à chaque tube, puis une agitation par retournement 

doux et régulier pendant 10min a été effectuée. Les tubes ont été centrifugés à température 

ambiante pendant 10 min à une vitesse de 700g. La phase aqueuse a été récupérée 

délicatement et transférée dans un nouveau tube. Une nouvelle extraction a été réalisée dans 

les mêmes conditions par un mélange chloroforme – alcool isoamylique (24mL : 1mL). 

L’ADN a ensuite été précipité dans la dernière phase aqueuse par 1 mL d’éthanol absolu 

glacial en présence d’acétate de sodium 0,1M. Après agitation par retournement un filament 
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d’ADN a été observé. Les échantillons ont alors été placés une nuit à -20ºC. Une 

centrifugation des tubes à 4ºC pendant 30min à 4500g a été réalisée. Ensuite 1mL d’éthanol 

glacial à 70% a été ajouté à chaque culot ; puis après remise en suspension, une seconde 

centrifugation à 4ºC et à 4500g a été réalisée durant 10min. Le surnageant a été éliminé par 

retournement et le culot contenant l’ADN extrait a été séché sous vide. Le culot a été remis en 

solution dans 40µL de tampon d’échantillon (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8) et stocké à 

4ºC avant son utilisation. 

C.1.1 Dosage de l’ADN  

Pour chaque échantillon, l’absorbance relative de l’ADN et des protéines a été mesurée 

au spectrophotomètre à 260nm et 280nm en utilisant un Nano Drop® ND-1000 

Spectrophotometer. Les échantillons montrant un rapport DO 260/DO 280 entre 1,7 et 2 ont été 

soumis à l’amplification. Le dosage à 260nm a par ailleurs permis de calculer la concentration 

en ADN de chaque échantillon. Une réaction de PCR a ensuite été réalisée pour chaque 

échantillon. 

C.2 L'analyse du type de l’EBV 

L'analyse du type de l’EBV a été réalisée par la détermination de la divergence de 

séquence 3’ du gène EBNA2 par PCR, comme décrit par Borisch et al. (Borisch et al., 1993). 

La région EBNA2 a été amplifiée en utilisant les amorces gen1 : 5’-

AGGGATGCCTGGACACAAG-3’ et gen2 : 5’-GTGCTGGTGCTGCTGGTGG-3’ comme 

amorces externes avec 250 µg d'ADN génomique. Le mélange réactionnel contenait 1,5 mM 

de MgCl2, 0,4 mM de chaque dNTP, 200 uM de chaque amorce et 2,4 unités de Taq ADN 

polymérase HiFi® (Roche-Boulogne-Billancourt-France). Après la première dénaturation à 

94°C pendant 2 minutes, la PCR a été réalisée pour un total de 35 cycle s: dénaturation à 94°C 

pendant 30 secondes, hybridation à 55°C pendant une minute une extension à 72 de 45s, et 

une extension finale à 72°C pendant sept minutes.  

Après cette 1ère PCR, 1 µL de l’amplicon a été mélangé avec des amorces spécifiques de 

chaque type pour effectuer la PCR nichée afin d’identifier les types A et B. Les amorces 

utilisées pour le type A étaient  les amorces EBNA2 A1 : 5′ 

TCTTGATAGGGATCCGCTAGGATA 3′ et EBNA2 A2 : 5′ 

ACCGTGGTTCTGGACTATCTGGATC 3′. Pour le type B les amorces EBNA2 B1 : 5′ 

CATGGTAGCCTTAGGACATA 3′  et EBNA2 B2 : 5′ AGACTTAGTTGATGCCCTAG 3′ 

ont été utilisées. La PCR utilisée ici permet l’amplification de la cible en incorporant de loin 
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en loin du dUTP-11-digoxigénine. Le kit PCR ELISA, DIG-Labeling® (Roche) a été utilisé en 

suivant les recommandations du fabricant. Pour cette PCR, les conditions utilisées étaient les 

suivantes : 2,5 mM de MgCl2, 0,16 mM de dATP, dCTP, dGTP, 0,152 nM de dUTP et 8 µM 

de dTTP, 1,2 nM de chaque amorce et 0,5 mU de Taq ADN polymérase. Après la première 

dénaturation à 94°C pendant 6 minutes, la PCR a été effectuée pour un total de 40 cycles : 

dénaturation à 94°C pendant 45 secondes, hybridation à 55°C pendant 45 secondes, et 

extension à 72°C pendant 45 secondes, suivis par une extension finale de 10 minutes à 72°C. 

Cette étape d’amplification a ensuite été suivie d’une révélation par hybridation en milieu 

liquide et technique immunoenzymatique qui utilise le kit PCR ELISA, DIG-Detection® de 

Roche. Les sondes utilisées pour cette hybridation sont : 5′-

CTCTGTCACAACCGAGGCTTACC-3′ pour l’EBNA2 du type A et 5′-

AGGCCTACTCTTCCTCAACCCAG-3′ pour l’EBNA2 du type B. Après une hybridation de 

3h en milieu liquide, les sondes biotinylées sont accrochées à leur cible qui est l’ADN 

amplifié. L’ensemble est alors disposé en plaque ELISA. Les puits de la plaque sont 

recouverts de streptavidine ; la sonde hybridée à l’ADN amplifié se fixe ainsi sur ce support. 

La révélation est alors effectuée à l’aide d’un anticorps anti-digoxigénine qui reconnaît la 

digoxigénine incorporée dans la chaîne au cours de l’amplification. Un anticorps secondaire 

marqué à la peroxydase puis finalement le substrat chromogène de cette enzyme sont ensuite 

ajoutés. La mesure de la densité optique permet de déterminer la positivité. 

C.3 Clonage et séquençage du gène LMP1  

C.3.1 Amplification du gène LMP1 de l’EBV par PCR nichée 

L’amplification du gène de la protéine LMP1 de l’EBV a été réalisée en utilisant une 

réaction de polymérisation en chaîne nichée (Nested-PCR). La première PCR a été réalisée en 

utilisant l’amorce sens LMP1/1315 : 5’-TGGTATGCCAGTACCCTGTGG-3’ et l’amorce 

anti-sens LMP1/3154 : 5’-CTGTACCCGTACTGCCTCCG-3’. Pour la seconde PCR 

l’amorce sens LMP1/9580 5’-CCAAGAAACACGCGTTACTCTGACGTAGCC-3’, et 

l’amorce anti-sens LMP1/7832 5’-GCCTGGTAGTTGTGTTGTGCAGAGGTC-3’, ont été 

utilisées. 

Les deux réactions de PCR ont été développées chacune sous un volume de 50µL en utilisant 

le mélange réactionnel suivant (tableau II) :  
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 Mix (première PCR) Mix (seconde PCR) 
Tampon Taq 1x 1x 

MgCl2 2mM 2mM 
dNTP 200µM de chaque 200µM de chaque 

Amorces 0.4µM de chaque 0.4µM de chaque 
Taq ADN polymérase  

1 unité 1 unité 
de haute fidélité (Roche) 

ADN 250ng 1.5µL amplifiat de première PCR 
Eau ultra pure qsp 50µL qsp 50µL 

Tableau II : Les différentes concentrations des mélanges réactionnels utilisés pour la première et la 
seconde PCR amplifiant le gène LMP1 de l’EBV. 

Les conditions d’amplification pour les deux réactions sont respectivement les 

suivantes (tableaux III et IV) :  

  Température Temps Cycles 
Dénaturation initiale 94°C 2min.  

Dénaturation 94°C 15sec. 
25x Hybridation des amorces 56°C 30sec. 

Elongation 72°C 45sec. + 5sec. /cycle 
Elongation Finale 72°C 7min.  

Tableau III : Conditions d’amplification pour la PCR externe amplifiant le gène LMP1 de l’EBV. 

 

  Température Temps Cycles 
Dénaturation initiale 94°C 3min.  

Dénaturation 94°C 1min. 
25x Hybridation des amorces 59°C 30sec. 

Elongation 72°C 45sec. + 5sec. /cycle 
Elongation Finale 72°C 15min.  

Tableau IV : Conditions d’amplification pour la PCR interne amplifiant le gène LMP1 de l’EBV. 

A la fin de cette seconde PCR, de la Taq ADN polymérase (Qiagen, Hilden, Allemagne) a été 

ajoutée au mix (1 unité par tube), puis les tubes de PCR ont été mis dans le thermocycleur à 

72ºC pendant 9min, ceci afin d’ajouter une queue poly-A au fragment déjà amplifié (sans 

amplification). 

C.3.2 Gel d’électrophorèse 

L’ADN étant chargé négativement, les fragments amplifiés migrent tous de l’anode (-) 

vers la cathode (+).  
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Les fragments d’ADN, déposés dans un gel d’agarose sont donc séparés en fonction de leur 

taille ; plus un fragment est petit, plus sa vitesse de migration est élevée et plus il migre loin. 

Après électrophorèse, les fragments sont ensuite visualisés par exposition aux rayons ultra-

violets (UV) grâce au bromure d’éthidium (BET) incorporé dans le gel d’agarose et qui 

s’intercale entre les paires de bases de l’ADN. En étant excité par les UV, le BET émet une 

fluorescence rouge orangée. La migration s’effectue en présence de marqueurs de poids 

moléculaires, de taille et de concentration connues (SmartladderTM, Invitrogen ; PCR DNA 

Ladder, Gen Script), permettant ainsi de déterminer approximativement la taille et la 

concentration de l’ADN amplifié. 

Les fragments amplifiés dans la première et la seconde PCR (volume de 5µL) ont été 

visualisés par comparaison à un marqueur de taille, sous lumière UV après électrophorèse de 

30 min sous 100mV en gel d’agarose à 2%, bromure d’éthidium 0.7mg/mL. Leur taille 

respective était de 1839pb et 1748pb. 

C.3.3Purification 

Le produit de PCR obtenu a ensuite été purifié à l’aide du kit QIAquick PCR® 

(Qiagen) en suivant les recommandations du fabricant, afin de pouvoir effectuer le clonage. 

 

C.3.4 Clonage des gènes LMP1 

i. Principe 

Les clonages ont été effectués a l’aide du kit TOPO TA Cloning®, Five-minute 

Cloning of Taq polymerase-amplified PCR products (Invitrogen). Le kit contient tous les 

éléments nécessaires pour le clonage : le vecteur pCR 2.1, la ligase et son tampon de ligation, 

de l’eau distillée DNase free et du milieu SOC.  

Le plasmide utilisé est le plasmide pCR 2.1 (figure 30). Ce plasmide double brin a la 

particularité d’être sous forme linéaire et de posséder à ses extrémités 3’ des résidus 

déoxythymidine lui permettant d’être plus particulièrement adapté pour l’insertion et la 

ligation d’inserts comportant à leurs extrémités des résidus déoxyadénosine. Ce plasmide 

possède également un marqueur de sélection, le gène de résistance à l’ampicilline, permettant 

la sélection des bactéries portant le plasmide. Il possède également un gène rapporteur, le 

gène Lac-Z, au sain duquel se trouve le site d’insertion. Ce gène ne peut ainsi s’exprimer que 
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si l’insert n’a pas été intégré dans le plasmide. Plus concrètement, en présence de X-Gal 

(Sigma), chaque colonie bleue est constituée par un clone de cellules qui a déjà synthétisé la 

β-galactosidase, qui à son tour catalyse l’hydrolyse du substrat X-Gal, ce qui va libérer un 

produit bleuté. Autrement dit, chaque colonie bleue ne possède pas d’insert. A l’inverse, 

chaque colonie blanche est constituée par un clone de cellules qui n’a pas synthétisé la β-

galactosidase fonctionnelle donc ne peut hydrolyser le X-gal et ne peut présenter la couleur 

bleutée : chaque colonie blanche possède un insert dans le gène Lac-Z. 

Pour chaque échantillon testé, dix clones bactériens contenant les plasmides avec les inserts 

ont été congelés sur cryobilles et stockés à -80ºC. Le séquençage a été réalisé sur 6 clones 

différents et de manière indépendante, pour chaque échantillon. 

 

Figure 30 : Schéma de l’organisation du vecteur pCR 2.1® (d’après Invitrogen). 

 

ii. Souches de bactéries utilisées 

Le clonage s’effectue dans des bactéries Escherichia coli Top 10® (Invitrogen). Ces 

dernières sont directement compétentes et ont la particularité de ne pas exprimer de répresseur 

de Lac-Z, si bien qu’il n’est pas nécessaire d’utiliser d’inducteur IPTG pour la sélection des 

colonies de bactéries transformées. L’IPTG joue le rôle d'inducteur de l'opéron lac. Il a la 
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capacité de se lier au répresseur de l'opéron et ainsi permettre la synthèse de la β-

galactosidase. Un avantage de l'IPTG pour les études in vivo, c'est que comme il ne peut pas 

être métabolisé par E. coli, il reste de concentration constante ; c’est un inducteur non 

métabolisable. Dans notre travail, la souche d' E. coli TOP10 (F- mcr A Δ (mrr-hsdRMS-

mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) 

endA1 nupG) a été transformée par le plasmide pCR® 2.1-TOPO®.  

iii. Ligature du fragment amplifié dans un plasmide pCR®2.1-TOPO® 

La ligature des inserts a été réalisée selon le rapport insert vecteur 3/1, rapport qui a 

été retenu comme donnant les meilleurs résultats après plusieurs essais. Elle a été effectuée 

dans un volume final de 6 µL avec un volume d’insert calculé, 1µL d’une solution de sels, 

(NaCl 1.2M, MgCl2 0.06M), du vecteur pCR2.1 qui a été sorti au moment de pipeter avec un 

volume 3 fois moindre que celui de l’insert, et de l’eau distillée DNase free qsp 6 µL.  

La quantité de produit de PCR purifié utilisé dans la réaction dépend de sa concentration : il a 

donc été quantifié au préalable par migration dans un gel d’agarose à 2% en présence du 

marqueur PCR DNA Ladder® (Gen Script, Etats-Unis), permettant ainsi d’évaluer sa quantité 

en ADN (en ng). Nous avons pu calculer le volume d’insert nécessaire à la ligature selon le 

rapport I/V 3/1 par la relation suivante : 

Volume d’insert (µL)= 3 × (A/(Tp/Ti) × Y 

dans laquelle A représente la concentration de plasmide (50ng/µL), Tp la taille du plasmide 

(3900 pb), Ti la taille de l’insert et Y la concentration d’insert estimée à partir du gel.  

La réaction a été mélangée délicatement et incubée à température ambiante (22-23ºC) pendant 

30min. La queue poly-T du plasmide rend possible la ligature avec la queue poly-A du 

fragment amplifié par PCR.          

 

 

 

iv. Transformation des bactéries compétentes Escherichia coli TOP10 

Afin de récupérer uniquement les plasmides contenant l’insert d’intérêt, des bactéries 

E.coli TOP10® transformées, ont été mises en culture. Nous avons ensuite sélectionné les 

clones transformés. 

Pour chaque clonage, une aliquote de ces bactéries a été utilisée. Après décongélation dans de 

la glace pilée, les bactéries ont été mises en contact avec le produit de ligature. La 

transformation réalisée est basée sur le protocole d'Inoue et al. Elle s’effectue par un choc 



	
   104	
  

thermique de 30 sec à 42°C, afin de fragiliser les parois bactériennes dans le but de faire 

pénétrer les plasmides, suivi d’un maintien à 4°C pendant 30 min. Les bactéries ont alors été 

mises en culture après qu’on ait ajouté 250µL de milieu S.O.C. (2% Tryptone, 0.5% extrait de 

levure, NaCl 10mM, KCl 2.5mM, MgCl2 10mM, MgSO4 10mM, glucose 20mM) qui est un 

milieu riche pour les bactéries E. coli, puis les tubes ont été bouchés hermétiquement et ont 

été agités horizontalement à une vitesse de 35g à 37ºC pendant 1 heure. Les cellules ont été 

étalées sous la flamme sur deux boîtes de Pétri coulées et séchées au préalable (10mL milieu 

Brain Heart Infusion (BHI) + ampicilline 50µg/mL + X-Gal à 40mg/mL). Les boîtes ont été 

incubées une nuit à 37ºC. 

 

v. Repiquage 

Des colonies bleues et des colonies blanches sont apparues sur les boîtes de Pétri ; 

toutes les colonies qui ont poussé étaient résistantes à l’ampicilline, elles ont intégré le 

plasmide pCR®2.1-TOPO® qui possédait un gène responsable de la résistance à l’ampicilline 

(Sigma). 

Les colonies blanches des bactéries qui poussaient sur les boîtes de Pétri, ont été repiquées à 

raison d’une colonie par tube, dans des bouillons BHI de 10mL, un milieu très nutritif servant 

à la croissance des bactéries E. coli, et contenant 50µg/mL d’ampicilline. Un numéro de C1 à 

C30 a été attribué à chaque colonie et au tube correspondant. Tous les tubes ont été mis à 

agiter une nuit en position verticale à 37ºC à une vitesse de 60g. 

vi. Extraction ‘‘Boiling’’ de l’ADN plasmidique 

Après un chauffage permettant un éclatement des bactéries et libération de leur ADN, 

les clones sélectionnés ont subi une PCR sur le gène LMP1, cherchant à amplifier la séquence 

cible, et afin de vérifier qu’ils possédaient bien l’insert. 

En pratique, après agitation de la culture bactérienne en milieu liquide, 3 mL ont été 

centrifugés à 4500g à 4ºC pendant 15min, et les culots ont été repris dans de l’eau ultra-pure 

(Nucléase Free). Les tubes ont ensuite été mis à bouillir pendant 20 min afin d’éclater les 

cellules, puis centrifugés 10 min à 5850g pour culoter les débris cellulaires et ainsi permettre 

de récupérer le surnageant contenant les plasmides. 

vii. Amplification de l’ADN plasmidique extrait par PCR 
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Pour mettre en évidence les clones positifs, une réaction de PCR a été réalisée sur 

250ng d’extrait de chaque clone en utilisant les amorces LMP1/9580  et LMP1/7832 selon le 

protocole décrit précédemment, PCR suivie d’une électrophorèse en gel d’agarose à 2%. 

viii. ExtractionMiniprep 

Afin d’obtenir de l’ADN purifié pouvant ensuite être séquencé, une extraction de 

l’ADN plasmidique des clones sélectionnés comme positifs (6 par échantillon) a ensuite été 

réalisée. L’extraction Miniprep de l’ADN plasmidique a été faite avec le Kit Wizard® Plus 

SV Miniprep DNA Purification System (Promega-Madison-Etats-Unis).   

Principe 

Le principe de cette extraction est connu sous le nom de lyse alcaline. Cette méthode 

permet de préparer sélectivement l'ADN du plasmide contenu dans les bactéries, tout en 

éliminant l'ADN du chromosome bactérien. Le principe de cette méthode consiste à  effectuer 

la lyse des cellules au moyen d'un détergent : le SDS (dodécyl sulfate de sodium) en présence 

de soude, à pH 13. A ce pH très alcalin, l'ADN est dénaturé, c’est-à-dire que les deux brins de 

la double hélice sont séparés. En effet, les groupements phosphate sont tous chargés 

négativement à pH basique et les forces de répulsion entre les deux brins sont à leur 

maximum 

Procédure 

Chaque culture d’une nuit a été remise en suspension et additionnée d’une solution de 

lyse cellulaire, et d’une solution alcaline de protéase (10 µL) puis incubée à température 

ambiante pendant 5 min. Une solution de neutralisation (4.09M chlorhydrate de guanidine, 

0.759M acétate de potassium, 2.12M acide acétique glacial, pH 4.2) a été ajoutée puis une 

centrifugation à 5850g de 10 min pour chaque culture a été faite.  

Pour chaque échantillon, le lysat clarifié est déposé sur une colonne puis centrifugé à la 

vitesse maximale de 5850g dans une microcentrifugeuse pendant 1 minute à température 

ambiante. Un lavage est ensuite réalisé avec une solution de lavage (60mM acétate de 

potassium, 8.3mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.04mM EDTA, pH 8) contenant de l’éthanol à 60%. 

L’ADN plasmidique a alors été élué avec 100µL d’eau ultra-pure sans nucléase puis une 

centrifugation à vitesse maximale de 5850g et à température ambiante pendant 1 minute a été 

réalisée avant que l’ADN ne soit stocké à -20ºC. La concentration en ADN plasmidique a été 

établie comme précédemment en utilisant le Nano Drop® ND-1000 Spectrophotometer. 



	
   106	
  

Finalement, pour contrôler que l’insert était bien présent, une PCR a été réalisée avec les 

amorces LMP1/9580 et LMP1/7832 sur 250ng de chaque extrait, comme précédemment 

décrit. Ce produit de PCR a ensuite été soumis à un séquençage. 

C.3.5 Purification des produits de PCR avant la réaction de séquençage 

Les produits de PCR ont été purifiés en utilisant le kit QIAquick® PCR purification 

(Qiagen) pour éliminer l’excès des amorces et des nucléotides et en suivant le protocole du 

fabricant. Rapidement, un volume (225 µL) de tampon PB 5 fois supérieur au volume (45 µL) 

du produit de PCR lui a été ajouté sur une colonne, puis une centrifugation à 5850g pendant 

1min a été faite. Le contenu du tube a été vidé et la colonne, où les ADN se sont adsorbés 

puisqu’elle est chargée positivement, a été gardée. Les échantillons ont été lavés avec un 

tampon de lavage (PE) par centrifugation à 5850g pendant 1 min puis le contenu a été vidé de 

nouveau. L’opération a été renouvelée une deuxième fois. L’élution a alors été réalisée à 

l’aide du tampon EB dont un volume de 30 à 90 µL a été ajouté en fonction de l’intensité de 

la bande obtenue par la PCR. Après un contact d’1 min, une dernière centrifugation d’1 min à 

5850g a été réalisée. L’éluat a été récupéré et conservé pour son utilisation. 

C.4 Séquençage 

C.4.1 Principe 

La réaction de séquençage a été réalisée suivant le principe de Sanger par extension de 

l’amorce. Le recopiage d’un brin matrice par une ADN polymérase ADN dépendante est 

initié par la fixation d’un oligonucléotide spécifique (amorce), complémentaire du brin 

matrice. Cette ADN polymérase va permettre l’élongation d’un nouveau brin complémentaire 

du brin matrice dans le sens 5’à3’. L’ADN polymérase permet l’incorporation de nucléotides 

(dNTP) libres présents dans le milieu réactionnel par la formation d’un pont phosphodiester 

entre le 3’OH de la chaîne et le 5’ phosphate du dNTP suivant.  

La réaction de Sanger repose sur l’incorporation aléatoire par cette ADN polymérase de 

didéoxynucléotides interrupteurs de chaîne (ddNTP) eux aussi présents dans le milieu 

réactionnel. Dans le milieu réactionnel il y  a compétition entre les dNTP et les ddNTP. Le 

rapport spécifique ddNTP/dNTP et l’affinité de la Taq pour chaque nucléotide sont optimisés 

de telle façon qu’un ddNTP soit statistiquement incorporé à toutes les positions possibles. 

L’identification du ddNTP présent à l’extrémité 3’ de chaque fragment déterminera la 

séquence nucléotidique du brin matrice initial. 
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L’élongation de chaque produit monobrin se termine par l’incorporation d’un ddNTP 

spécifique (figure 31), chaque ddNTP est marqué par un fluorochrome différent dont le 

spectre d’émission est spécifique. Une analyse spectrale va différencier les différents 

fluorochromes, associer la base correspondante et donc définir la séquence nucléotidique du 

brin d’ADN initial. Les fragments obtenus sont séparés selon leur taille par électrophorèse : 

sous l'action d'un champ électrique, les fragments, qui sont chargés négativement, migrent 

vers l'électrode positive plus ou moins vite en fonction de leur taille (figure 32). 

 

Figure 31 : Schéma de polymérisation par la méthode de Sanger (d’après oezratty.net). 

 

Figure 32 : Gel d’électrophorèse de séquençage par la méthode de Sanger : ici il y a une lecture de 21 
nucléotides (d’après Interstices.info). 

 

C.4.2 Réaction d’amplification de séquençage 
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Pour la réaction de séquençage de l’ensemble du gène LMP1, cinq amorces ont été utilisées 

(tableau V). Les produits de PCR purifiés ont été séquencés en utilisant le BigDye® 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, Etats Unis) sur 

un séquenceur d’ADN ABI prism 3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems). 

Les cinq amorces de séquençage utilisées étaient les suivantes : LMP-9S (anti-sens) 

(coordonnées dans B95-8 : nt 168974-168993), 8702 (sens) (168673-168702), 8667 (anti-

sens) (168667-168697), 9580 (sens) (169551-169580) et l’amorce anti-sens 7832 (167832-

167858). 

N° Nom de l’amorce Séquence (5’ à  3’) 
1 LMP-9S (anti-sens) ATCATTTCCAGCAGAGTCGC(20) 
2 8702 (sens) GCTACCGATGATTCTGGCCATGAATCTGAC(30) 
3 8667 (anti-sens) GTTAGAGTCAGATTCATGGCCAGAATCATCG(31) 
4 9580 (sens) CCAAGAAACACGCGTTACTCTGACGTAGCC(30) 
5 7832 (anti-sens) GCCTGGTAGTTGTGTTGTGCAGAGGTC(27) 

Tableau V : Les différentes amorces utilisées pour la réaction de séquençage. 

La réaction de séquençage a été effectuée sous un volume de 20µL. Le milieu réactionnel est 

composé de l'ADN à séquencer (3 µL), de 3 µL de « Terminator ready reaction mix » (Taq 

polymérase, dNTP, ddNTP marqués par un composé fluorescent appelé « dye », du tampon de 

l’enzyme 1x soit 200mM Tris pH9, 5mM MgCl2, d’une amorce à concentration de 0.7µM, et 

d’eau ultra pure sans nucléase qsp 20µL). 

L’élongation des amorces a été effectuée dans un thermo-cycleur selon les conditions 

suivantes : 96ºC pendant 1min, 25 cycles à 96ºC pendant 10 sec, puis 50ºC pendant 5 sec 

(hybridation) et élongation de 4 min à 60ºC. 

C.4.3 Purification des produits de séquençage 

Les produits de séquençage ont été purifiés en utilisant le DyeEx 2.0 Spin Kit® 

(Qiagen) selon le protocole du fabricant. Après avoir cassé l’embout d’une colonne et avoir 

mise celle-ci dans un tube collecteur, une centrifugation à 1350g pendant 3min a été réalisée ; 

puis la colonne contenant une résine de silice a été chargée avec la totalité du produit de 

séquençage.  

Après centrifugation à température ambiante à 1350g pendant 3 min, l’éluat a été récupéré 

puis évaporé sous vide à l’aide d’un évaporateur sous vide, à 60ºC pendant 20 min. Du 

formamide a été ajouté aux produits de la réaction de séquençage puis une faible 
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centrifugation a été faite. Le formamide déstabilise la double-hélice d'acides nucléiques . Les 

échantillons ont été mis pendant 2 min 30 dans de l’eau bouillante dans le but de dénaturer 

l’ADN qui est alors simple brin et linéaire puis ils ont été transférés dans de la glace.  

Enfin 15µL d’ADN purifié mis en solution dans du formamide, ont été mis sur une plaque 

spécifique au séquenceur.  

C.4.4 Analyse des séquences 

Les plaques prêtes ont ensuite été chargées dans le séquenceur de l’Unité de 

Séquençage du CHU de Limoges. 

C.4.5 Alignements et comparaisons des séquences  

Finalement, pour chaque clone, les résultats obtenus avec les différentes amorces ont 

été assemblés à l’aide du logiciel SeqScape version 2.5 (Applied BioSystems) pour former 

une séquence consensuelle. Cette séquence consensuelle a été travaillée pour lever toutes les 

ambiguïtés. Elle a ensuite été comparée aux autres séquences des différents clones testés pour 

un échantillon, à l’aide du logiciel Geneious version 5.6.5 (Auckland, Nouvelle-Zélande). 

Finalement, si les séquences des clones d’un échantillon correspondaient à un EBV de type A 

elles étaient comparées avec la séquence référence de la souche prototype B95.8 (base de 

données Baer R. et al. 1984) et celles correspondant à un EBV de type B  étaient comparées à 

la souche Jijoye prise comme référence pour EBVB. 

 

C.5 La transfection et la culture de cellules 

Nos 3 variants et la souche B95.8 ont été amplifiés par PCR en utilisant les 

oligonucléotides suivants 5'-CCTGACACGAATTCGCCACCATGGAACACG -3 'et 3' 

GCCTAGATCTAGAGAAAGGTTAGTC -5 '. Ces amorces ont été conçues pour créer les 2 

sites de restriction EcoRI et Xba1. Les fragments digérés ont été clonés dans le vecteur 

d'expression de mammifère pCI® (Promega, France). 

Tous les plasmides ont été purifiés à partir des bactéries Escherichia coli Top10 en utilisant le 

kit Endo-free maxiprep® (Qiagen). 

La lignée leucémique lymphocytaire Jurkat issue de cellules T humaines a été maintenue dans 

un milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de sérum foetal, à 37 ° C sous 5% de CO2. 
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L'efficacité de la transfection a été contrôlée en utilisant 1µg d'un vecteur d'expression GFP-

contrôle (LONZA Laboratories) et a représenté environ 59%. 

C.6 Préparation des extraits nucléaire et étude de l’activation de NFκB par des  analyses 
de retard sur gel 

Les cellules Jurkat ont été ensemencées en flacon de culture de 75 cm2 et ont proliféré 

pendant 48h avant d’être transfectées.  

C.6.1 Préparation des extraits nucléaires 

Les cellules Jurkat ont été récupérées, lavées dans du PBS froid et remises en 

suspension dans du tampon de lyse (10 mM HEPES pH 7,9 ; 1,5 mM MgCl2 ; 10 mM KCl ; 

0,5 mM dithiothréitol ; 0,2 mM PMSF, inhibiteurs de protéase; 0,5% Nonidet P- 40) 

contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (CompleteTM Mini®, Roche Diagnostics), 

puis la solution a été agitée vigoureusement et incubée 20 min dans la glace. 

Le lysat cellulaire a été centrifugé (2000 g, 10 min à 4°C) et le surnageant correspondant à 

l’extrait cytosolique a été récupéré. La quantité de protéines a été dosée par la méthode de 

Bradford. 

Le culot de noyaux a alors été repris dans un tampon d’extraction nucléaire (20 mM HEPES 

pH 7,9 ; 420 mM NaCl ; 1,5 mM MgCl2 ; 10 mM KCl ; 15% glycérol ; 0,2 mM EDTA ; 0,5 

mM dithiothréitol ; 0,2 mM PMSF, inhibiteurs de protéases CompleteTM Mini®). 

Après incubation de 30 min dans la glace sous agitation intermittente (au vortex), les débris 

nucléaires ont été éliminés par centrifugation (13000 g, 10 min à 4°C). 

Le surnageant correspondant à l’extrait nucléaire a été dosé par la méthode colorimétrique de 

Bradford et conservé à -80°C. 

C.6.2Analyse de retard sur gel 

L’analyse du retard sur gel a été réalisée grâce au kit DIG GEL SHIFT® (Roche 

diagnostics). 

Une quantité de 10 µg de protéines nucléaires ont été incubées pendant 15 min à température 

ambiante avec une sonde spécifique de NFκB marquée par de la digoxigénine en accord avec 

les instructions du fabricant. 
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Les échantillons ont ensuite été déposés sur un gel de polyacrylamide à 5% et les protéines 

nucléaires et les complexes protéines-sonde ont été séparés par électrophorèse en conditions 

natives. La migration a été effectuée à 80 V pendant 1h30 dans du tampon TBE 0,5X (Tris-

Borate-Acétate). 

Les protéines nucléaires et les complexes protéines-oligonucléotides ont ensuite été transférés 

sur une membrane en nylon (Roche). La membrane a ensuite été séchée et fixée par 

exposition aux UV pendant 3 min. 

La membrane a alors été bloquée dans une solution de blocage pendant 30 min puis incubée 

pendant 30 min en présence d’un anticorps polyclonal de chèvre anti-digoxigénine couplé à 

une phosphatase alcaline. 

La révélation a été effectuée par incubation de la membrane dans un réactif de 

chimiluminescence CSPD® puis par exposition dans le  G:BOX system (Syngene, Ozyme, 

Saint Quentin en Yvelines, France).  
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Discussion  
S’il est certain que l’EBV est associé à des cancers, l’une des questions récurrentes est 

de savoir comment il agit et s’il est responsable de la tumorigenèse. De nombreuses études 

ont mis en évidence le caractère oncogène de certaines protéines de latence et tout 

particulièrement de la protéine LMP1. L’existence de variants de cette protéine, trouvés 

souvent préférentiellement au sein des tumeurs, a laissé penser qu’ils pourraient avoir un 

pouvoir oncogène accru. L’une des questions auxquelles nous avons voulu répondre dans ce 

travail, c’est de savoir si un variant particulier était trouvé chez les patients européens atteints 

de NKTL. 

Le typage de l’EBV, que nous avons réalisé dans des échantillons obtenus à partir de 

nos patients avant le traitement, a montré que 11 patients portaient un virus de type A et deux 

patients portaient un virus de type B. Ces résultats montrent que le type A est très majoritaire 

en France, comme dans beaucoup de pays. En comparant ces résultats avec les résultats des 

contrôles testés, il a été trouvé que les échantillons des patients NKTL présentaient une plus 

forte prévalence de l’EBV de type A dans la population générale par rapport aux contrôles. 

Ces résultats sont en accord avec la plupart des résultats publiés à la fois dans la population 

générale et dans les différentes pathologies dont les NKTL (Chen et al., 2010; Guiretti et al., 

2007; Kim et al., 2003; Chiang et al., 1999).  

Pour ces patients, nous n’avons pu disposer que d’échantillons sanguins, ce qui a 

diminué fortement le nombre de patients pouvant être étudiés (13 seulement portaient du virus 

au niveau sanguin sur 32 qui ont été testés). Par ailleurs, on peut évidemment se poser la 

question de savoir si les virus trouvés dans le sang représentent un bon reflet de ceux trouvés 

dans la tumeur. En ce qui concerne les 13 patients étudiés avant le traitement, 12 d'entre eux 

(92,3%) présentaient exactement la même souche dans les 6 clones testés. Avoir une seule 

souche dans le sang laisse supposer que cette souche est probablement celle trouvée dans la 

tumeur, et ce d’autant plus que la charge virale est élevée, ce qui était le cas pour la majorité 

de nos patients (Tableau I de l’article). Cette hypothèse a été clairement validée par Zuercher 

et al. (Zuercher et al., 2012) qui ont déterminé une bonne correspondance entre le sang et les 

échantillons tumoraux de patients atteints de VIH-LH pour les séquences de LMP1 et 

EBNA2. Cette observation est importante, car elle permet donc d'étudier le polymorphisme 

des virus trouvés dans les cancers associés à l'EBV sur des échantillons de sang, ce qu’il est 

évidemment beaucoup plus facile d’obtenir que des biopsies tumorales. Elle autorise aussi à 
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suivre les patients pendant leur traitement et ainsi à surveiller l'évolution de ce 

polymorphisme dans ces conditions thérapeutiques. 

Dans cette étude, 84,6% des patients portaient une souche délétée, sur le gène LMP1 

étudié avant le traitement. La délétion était une délétion de 30pb (del30) dans 6 cas (46,1% 

des cas) ou de 15pb (del15) pour 5 patients (38,5% des cas). Dans les études de Nagamine et 

al. et de Suzumiya et al., il a été rapporté que la del30 était détectée dans les tumeurs de 

patients atteints de NKTL chez 7/7 et 14/14 patients japonais (Nagamine et al., 2007) 

(Suzumiya et al., 1999). D’autres études réalisées en Asie ont aussi déterminé une forte 

prévalence de la del30 dans cette population : entre 86 et 100% de patients positifs selon les 

études. Dans ces conditions, il aurait été intéressant de contrôler la présence de cette délétion 

dans les tumeurs des patients français, mais les tissus n'étaient pas disponibles. Cependant, il 

est légitime d’estimer que la délétion pourrait être présente dans ces tissus au moins au même 

niveau que dans les échantillons sanguins. Les études qui ont comparé le polymorphisme viral 

entre le sang et la tumeur pour un même patient, et pour lesquelles il existait des différences 

dans les résultats entre ces deux sites, ont souvent trouvé que le virus tumoral était délété alors 

que le virus sanguin ne l’était pas. 

En ce qui concerne les échantillons contrôles, le séquençage a été effectué directement 

après l’amplification, ce qui permet donc uniquement l'analyse du polymorphisme de la 

souche majoritaire. Deux patients, adultes, qui ont eu une transplantation rénale suivie d’un 

traitement immunosuppresseur, présentaient la del30 (soit 9% des cas),  alors que les 19 

restants portaient le gène LMP1 sauvage. Même si l’effectif de nos patients testés est faible, 

nous pouvons noter une incidence plus élevée de la del30 chez les patients NKTL par rapport 

aux contrôles. 

La première description d’un gène LMP1 muté remonte à 1991, où Hu et al. ont publié 

la séquence de la souche CAO, lignée établie à partir de NPC chez un patient chinois (Hu et 

al., 1991). Cette souche présente une del30 associée à une del15 et à de nombreuses 

substitutions. Par la suite, des souches del30 ont été décrites dans d’autres pathologies et 

notamment dans le LH (Knecht et al., 1993). D’autres souches, dont certaines comme Med+ 

et Ch1 sont assez proches de CAO sur le plan du gène LMP1, ont aussi été isolées à partir des 

patients atteints de NCP. Par la suite, de nombreuses études ont été réalisées sur cette 

délétion, dont une bonne revue a été effectuée par Chang et al. (Chang et al., 2009). 

Globalement, de fortes prévalences de del30 sont trouvées dans le NCP et les lymphomes de 

l’Asie de l’Est de même que dans les cancers gastriques des mêmes régions (Knecht et al., 
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1995; Chen et al., 1996; Mori et al., 1999). Comme déjà mentionné, del30 est trouvée à une 

très grande fréquence dans les tissus tumoraux des NKTL asiatiques, avec des chiffres de 86 à 

100% (Nagamine et al., 2007 ; Suzumiya et al., 1999 ; Chiang et al., 1996 ; Kuo et al., 2004 ; 

Kim et al., 2003 ; Tai et al., 2004). D’autres études ont montré la présence de del30 dans des 

pathologies malignes liées à l’EBV en Amérique du Sud, Argentine particulièrement 

(Lorenzetti et al., 2012). Malgré tout, à ce jour, on ne sait pas encore si l’importance de la 

prévalence de cette délétion dans les tissus tumoraux de certaines pathologies cancéreuses 

associées à l'EBV, correspond à une ségrégation de cette souche dans la tumeur. Ces variants, 

une fois apparus, pourraient être maintenus par une pression immunitaire (Mainou et al., 

2006). 

Inversement, il a été montré que la population générale asiatique était souvent porteuse 

de souches del30, toutefois à une prévalence inférieure à celle des NCP ou NKTL. La 

population sub-américaine semble aussi volontiers porteuse de souches del30, ce qui a laissé 

penser à certains que la présence de del30 dans les tissus tumoraux serait plutôt le reflet de 

l’incidence locale. Notre travail qui porte sur des patients européens montre une prévalence 

élevée de la del30 dans la population des NKTL français par rapport à un groupe contrôle. Il 

nous semble que cette souche qui doit apparaître par des mécanismes de recombinaison inter-

souches puisse être sélectionnée par les cellules tumorales. Cette sélection pourrait ne pas être 

liée directement à la délétion, mais à des substitutions associées. Ainsi, la substitution d’une 

leucine par une phénylalanine dans le second résidu de l’épitope HLA-A2 restreint (YLL) 

pourrait permettre de sélectionner les souches dans le tissu naso-pharyngé (Lin et al., 2004). 

La question dépasse donc la simple présence de la del30. Ainsi nous avons examiné le 

polymorphisme des souches trouvées chez nos patients notamment en ce qui concerne les 

domaines fonctionnels connus de la protéine LMP1. Il est à noter qu’aucune substitution n’a 

été observée dans les domaines TES1 et TES2 qui sont donc particulièrement conservés. Par 

contre, toutes nos souches présentent la substitution M129I. L’absence de méthionine au 

codon 129 ne permet pas l’expression de la lyLMP1. Ceci est particulièrement important car il 

a été montré que la forme lytique de LMP1 n’est pas oncogène et inhibe la voie de 

signalisation NFκB induite par LMP1. LyLMP1 inhibe donc les propriétés oncogènes de 

LMP1 tout en diminuant sa demi-vie. Son absence, inversement, accroît donc le caractère 

oncogène de LMP1. Ceci a été mis en évidence par les expériences de retard sur gel qui ont 

montré que l’activation de NFκB était accrue avec les diverses souches (même la souche non 

délétée) par rapport à ce qui était obtenu avec B95.8.  



	
   131	
  

De nombreuses substitutions ont aussi été trouvées dans les domaines trans-

membranaires, ceci essentiellement pour les souches del30. Ces substitutions touchent 

différents domaines trans-membranaires : V43I pour TM1, S57A, I63V et F70V pour TM2, 

I124G pour TM4, L151Iet I152L pour TM5 et enfin I85L pour TM3 et F112Y pour TM4, ces 

deux dernières mutations étant trouvées dans toutes les souches. Les modifications survenant 

dans les domaines trans-membranaires peuvent affecter l’homo-oligomerisation et/ou les 

interactions entre LMP1 et les autres molécules des radeaux lipidiques. Il est connu que 

l’association de LMP1 aux radeaux lipidiques joue un rôle important pour l’agrégation et la 

signalisation (Mainou et al., 2006).   

Les souches del30 présentent les substitutions M129I et L126F situées dans la 

séquence YLLEMLWRL qui est le principal épitope CTL HLA-A2 restreint. Comme il a été 

mentionné plus haut, les modifications de cet épitope pourraient expliquer d’une part un 

pouvoir oncogène accru de LMP1 et d’autre part une ségrégation dans certains tissus comme 

le tissu naso-pharyngé (Lin et al., 2004).  

 La deuxième approche de ce travail a consisté à suivre les patients sous traitement et à 

examiner l’évolution des souches au niveau sanguin. Dans ce travail, les patients ont reçu un 

régime contenant de la L–asparaginase. Cette molécule n’a pas d'activité antivirale spécifique, 

mais elle agit sur les cellules NK tumorales en les détruisant. Vraisemblablement, ceci va se 

traduire au niveau sanguin, par une libération massive de nombreux virions ou fragments 

viraux issus de la tumeur au moment de la fonte tumorale, puis dans un deuxième temps, par 

un retour vers une situation « plus normale » avec colonisation par une souche sauvage. Les 

patients N ° 1 et 8 sont particulièrement illustratifs de ce fait. Cette souche qui apparaît peut 

venir d’une réinfection ou plus vraisemblablement d’une souche préexistante, mais qui était 

très minoritaire par rapport à la souche tumorale et donc de détection difficile. Il semble donc 

que l'évolution des souches virales d’EBV dans le sang reflète l'efficacité du traitement sur la 

tumeur. Dans ce contexte on voit d’ailleurs que les souches « sauvages » qui ne présentent pas 

de délétion portent tout de même de légères différences dans leurs séquences. Ainsi, pour les 

5 patients qui ont eu à un moment donné une souche qui ne porte pas de délétion, nous avons 

obtenu 3 séquences différentes. Il est également intéressant de noter que l’évolution de la 

souche de l’EBV dans le sang au cours du traitement se produit lentement et par une 

coexistence de différentes souches comme on le voit chez les patients 3, 6, 7, 8.  

On peut se poser la question de savoir si le traitement est moins efficace chez les 

patients porteurs de souches virales avec des délétions. Avant le traitement, nous avons trouvé 
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6 patients avec une souche portante la del30 et 5 avec une souche portant la del15 ; 

respectivement 83,3% et 60% d'entre eux sont morts pendant le traitement ou rapidement 

après le traitement. Il semble donc que la souche portant la del15 soit moins « agressive » que 

la souche portant la del30. Cependant  le nombre de patients était trop faible pour conclure et 

le seul patient qui a eu une souche sans délétion est mort rapidement avant le traitement.  

Pour répondre différemment à cette question, nous avons décidé de comparer 

l'activation de NFκB par les différentes protéines LMP1. Nos résultats montrent ainsi que le 

gène LMP1 portant la del30 entraîne une activation de NFκB supérieure à celle provoquée par 

les autres gènes. La del15 entraîne aussi une activation importante de NFκB. Ces résultats 

sont en accord avec l'observation que les patients qui portaient une souche avec une délétion 

pendant le traitement sont décédés rapidement (patients 10, 12, 3, 4, 7) et qu’inversement les 

patients qui ont subit un changement de souche délétée par une souche non délétée sont entrés 

en rémission complète (patients 8, 1, 6). Les données obtenues par l'analyse de décalage de 

mobilité électrophorétique (EMSA) sont la conséquence de l'activité de la protéine entière. 

Concernant la souche del30, par exemple, cela ne signifie pas que la délétion elle-même soit 

responsable de la virulence de cette souche. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés à 

examiner le polymorphisme global de la protéine comme il a été discuté plus haut. 

En conclusion, ce travail a montré que les patients français atteints de NKTL portaient 

des souches délétées (del30 ou del15) à plus de 80% des cas, et ce au niveau sanguin. Les 

souches délétées entraînent une meilleure activation de NFκB et sont donc plus oncogènes. 

Cette activation accrue de NFκB peut être la résultante de divers mécanismes. Au cours du 

traitement, on voit disparaître la souche délétée et apparaître une souche sauvage qui se 

réplique sur ce terrain immunodéprimé.  
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Suite de travail  

En perspective d’un deuxième article  
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Perspectives  
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Ce travail a présenté deux études. L’une, terminée, est soumise pour publication. 

L’autre est juste débutée et mérite d’être poursuivie. A l’issue de ce travail, plusieurs 

réflexions s’imposent quant à la poursuite du sujet. 

Pour que l’étude soit plus significative il serait bien sûr intéressant de travailler sur un 

grand effectif de patients atteints de lymphome NK/T afin de mieux cerner le virus associé 

aux tumeurs et de comparer ce virus à des virus sauvages trouvés dans un groupe contrôle de 

patients qui présentent l’EBV sans malignité. La dernière technique utilisée ici, permettrait 

d’avoir des résultats rapides et précis sur des prélèvements à la fois sanguins et biopsiques, 

prélevés en même temps, chez les patients. Les résultats trouvés pourraient être corrélés à une 

étude histologique sur les biopsies afin d’affiner ces résultats et de déterminer l’effet et 

l’impact de la présence des mutations sur la distribution et le niveau d’expression de l’EBV 

dans les tissus tumoraux.   

Comme il a été trouvé des mutations non décrites précédemment dans la littérature, il 

serait intéressant de réaliser des chimères en isolant chacune de ces mutations, et de tester par 

la suite leur capacité à activer la voie NF-KB. Cette voie de signalisation étant importante 

dans l’infection par l’EBV, il faut réaliser une étude plus approfondie pour déterminer les 

mécanismes de régulation qui interviennent dans l’activation de la voie NF-KB par le gène 

LMP1en présence de telles mutations.  

La plupart des études ont été réalisées sur le modèle des lymphocytes B. Il serait 

important d’effectuer des études sur différentes lignées de cellules NK afin de définir leur 

comportement en présence du gène LMP1 sauvage et du gène LMP1 muté.  Par exemple, il a 

été démontré dans les cellules B que le gène LMP1 est impliqué dans la régulation des 

protéines anti-apoptotiques  (Yoshiyama et al., 1997), il serait donc intéressant de regarder si 

cet effet est retrouvé aussi dans les cellules NK, en réalisant des techniques qui permettent de 

détecter l’expression des protéines de la famille Bcl2 dans les cellules NK infectées par 

l’EBV. En outre, une étude a montré que le gène LMP1 augmente la prolifération des cellules 

B dans des souris transgéniques (Uchida et al., 1999). Il serait aussi important de voir la 

cinétique de la prolifération des cellules NK dans ces souris transgéniques afin de regarder 

l’effet du gène LMP1 sur la dynamique de la prolifération des cellules NK infectées.  
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Il a été montré que le gène LMP1 est impliqué dans plusieurs voies de signalisation 

favorisant la prolifération cellulaire, cet effet peut s’effectuer soit via la surexpression des 

protéines pro-apoptotiques ou via l’inhibition des protéines anti-apoptotiques. Lin et al. ont 

déterminé dans une lignée cellulaire CNE1 de carcinome nasopharynx que le gène LMP1 est 

impliqué dans la régulation positive de la protéine ERK, cette dernière active l’expression de 

Op18/stathmin au cours de la phase G1/S du cycle cellulaire (Lin et al., 2012). La protéine 

Op18/stathmin intervient dans la régulation des microtubules durant le cycle cellulaire. Il a été 

décrit que cette protéine est impliquée dans les leucémies et le cancer du sein (Curmi et al., 

2000) et il a été suggéré que le gène LMP1 pourrait induire la sur-activation du cycle 

cellulaire via l’intervention indirecte de la protéine Op18/stathmin. Une autre étude a montré 

également que le gène LMP1 régule négativement l'activation de la protéine ERK au cours de 

la phase G2/M (Deng et al., 2003). La régulation négative de l'activité ERK au cours de la 

phase G2/M pourrait être impliquée directement ou indirectement via l’activation des cyclines 

dans la transition de G2 à la phase M du cycle cellulaire (Li et al., 1997). De la même manière 

il serait important de vérifier si le gène LMP1 est impliqué dans la régulation du cycle 

cellulaire des cellules NK infectées. En testant l’effet du gène LMP1 sur l’activation de la 

voie MAPK et par la suite sur la phosphorylation de la protéine ERK, on pourra vérifier si la 

protéine ERK activée a un impact sur la sur-activation de la protéine Op18/stathmin et sur les 

différentes cyclines responsables de la transition des phases du cycle cellulaire des cellules 

NK infectées par l’EBV, en identifiant ainsi les mutations responsables de ces dérégulations,  

ce qui pourrait donc ouvrir de nouvelles portes de recherche permettant d’aboutir à des 

aspects thérapeutiques.  
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Polymorphisme du gêne LMP1 de l’EBV chez des patients français atteints de 
lymphome NK/T : évolution sous traitement à base de  L-asparaginase 

RESUME 

 Les lymphomes extra-ganglionnaires NKT sont des pathologies rares dont l’évolution 
est très rapidement fatale. Ces lymphomes sont décrits pour être associés au virus d’Epstein et 
Barr (EBV) dans 100% des cas. Récemment un traitement associant la L-asparaginase à une 
chimiothérapie conventionnelle a permis d’augmenter de manière significative la survie des 
patients. Le travail que nous avons réalisé consiste à caractériser l’EBV au niveau sanguin 
chez 13 patients atteints de lymphome NK/T pour voir si une souche virale particulière était 
associée à cette pathologie et/ou à la sensibilité au traitement. Les souches ont été 
caractérisées par séquençage de 6 clones du gène LMP1. La capacité de ces souches à activer 
NFκB a été testée par gel retard. Les résultats montrent la présence d’une souche de type A 
dans la plupart des cas. Comparativement à B95.8, trois séquences différentes du gène LMP1 
ont été trouvées : sans délétion, avec une délétion de 15 pb ou de 30 pb. La délétion du gène 
semblait être associée à une espérance de vie faible et à une non-efficacité ou une faible 
efficacité du traitement. Par la suite, 9 biopsies de patients ont été testées par une nouvelle 
technique de séquençage, toujours concernant le gène LMP1 : 6 biopsies portaient une souche 
délétée de 30 pb. 

Mots-clés : EBV, LMP1, lymphome NK/T, L-asparaginase 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Polymorphism of the LMP1 gene of EBV in French patients attained with NK/T  

lymphoma: evolution under treatment with L-asparaginase 

ABSTRACT  
Natural killer/T-cell lymphomas are rare and aggressive diseases whose development 

is rapidly fatal. These lymphomas are associated with Epstein-Barr virus (EBV) in 100% of 
cases. Recently, a treatment combining L-asparaginase with conventional chemotherapy has 
increased significantly the survival of patients. Our work consists on characterizing EBV 
(particularly LMP1 modifications) in the blood of NK lymphoma’s patients to see if a 
particular strain is associated with this disease and/or with the sensitivity to treatment. Our 
Work has focused on 13 patients before starting their treatment and 9 patients before and 
during their treatment. The strains were characterized in the blood and biopsies of patients by 
sequencing the LMP1 gene through techniques of Sanger sequencing and NGS. In addition, 
the ability of these strains to activate NFκB was tested. The results show the presence of a 
strain of type A in most cases. Compared to B95.8 strain, three different sequences of LMP1 
gene were found: without deletion, with a deletion of 15 bp or 30 bp. Deletion of the gene 
appeared to be associated with a poor chance of life expectancy and non-effectiveness or 
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ineffectiveness of treatment. In addition, the results of NGS performed on biopsies showed 
the presence of different strains carrying the 30 bp deletion. 

Keywords: EBV, LMP1, Natural killer/T-cell lymphomas, L-asparaginase,  

 

 




