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RESUME

Le virus de la leucémie bovine (BLV) est I'agent étiologi-
que de la leucémie lymphoide chronique des bovins, des
moutons et des chevres. Le virus BLV a une organisation
génomique et structurale commune avec les virus T-
lymphotropiques humains (HTLV). La caractéristique la
plus frappante de ces rétrovirus est I'existence d'une
région X entre le géene env et la longue séquence termi-
nale répétée (LTR). Cette région X contient le géne tat
(trans-acting transcriptional activation) qui semble jouer un
r6le important dans I'induction tumorale dans la leucémie
bovine. Les auteurs font le point sur le mécanisme de la
transformation maligne par les virus transactivants, en
prenant le BLV comme exemple.

La tumeur maligne la plus fréquente
de I’espéce bovine est la leucémie lym-
phoide, encore appelée lymphome ou
lymphosarcome bovin (1). L’observation
sur le terrain et les expériences de trans-
mission expérimentale pratiquées depuis
le début de ce si¢cle ont conduit & admet-
tre le caractére infectieux de ce cancer.
L’agent de la maladie fut identifié
comme un rétrovirus, exogene a I'espece

bovine. Le virus, appelé virus de la
leucémie bovine (BLV), ne semblait ap-
parenté a aucun autre rétrovirus jusqu’a
la découverte des virus T-lymphotropes
humains (HTLV-I et HTLV-II) en 1980
et 1982 (2, 3). BLV, HTLV-I et HTLV-
IT ont une organisation génomique et
structurale commune. La séquence nu-
cléotidique de leur génome indique qu’ils
dérivent d’un ancétre commun (4-6).
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Plus récemment, des virus de primates
intimement apparentés a HTLV-I ont été
identifiés (7-10). Le génome proviral de
ces virus contient la longue séquence
terminale répétée (LTR pour Long Ter-
minal Repeat), les séquences gag (group
specific antigen), pol (polymerase) et env
(enveloppe), caractéristiques de tous les
rétrovirus. En outre, une région appelée
X par Seiki et al. (11) chez HTLV-I, est
située entre env et le LTR 3’. Une région
X similaire existe dans les génomes
HTLV-II et BLV. La phase de lecture
la plus longue présente dans la région X
est appelée LOR (Long Open Reading
Frame) ou tat (trans-acting transcriptio-
nal activation). Tat I, le géne tat de
HTLV-I code pour une protéine de poids
moléculaire 42.000 (p 42); tat 2 (pour
HTLV-II) code pour un produit de PM
= 37.000 (p 37). La protéine équivalente
de BLV, tat BLV, a un poids moléculaire
de 34.000 (p 34).

HTLV-III/LAV (12, 13), le virus pro-
totype induisant le syndrome de I'immu-
nodéficience acquise (SIDA), s’appa-
rente a la famille des lentivirus (Visna)
par sa morphologie et son homologie de
séquence et de tropisme (14-16). A nou-
veau, des virus de primates (STLV-III,
pour simian T lymphotropic virus), ap-
_ parentés au virus humain ont été identi-
fiés (17-19). La diversité semble grande
dans ce groupe de virus, puisque un
isolat récent appel€é LAV-2 et provenant
de patients atteints de SIDA s’avére tres
éloigné de LAV-1 (S. Wain Hobson,
communication personnelle). Il semble
en étre de méme pour lisolat HTLV-
IV (20), proche de STLV-III et dérivé de
sujets humains en bonne santé jusqu’a
présent. STLV-III ne semble d’ailleurs
pas exercer d’effet pathogene chez le
singe vert d’Afrique.

Une observation du plus grand intérét
semble bien étre que les groupes viraux
HTLV-IVII/BLV d’une part et HTLV-
III/LAV d’autre part se partagent la
particularité de porter dans leur génome
des séquences codant pour des protéines
de transactivation (4, 5, 21, 29). Ces
protéines agissent soit au niveau de la
transcription (HTLV-I, HTLV-II, BLV)
soit a un niveau post-transcriptionnel
(groupe HTLV-III/LAV/Visna). Deés
lors, la protéine transactivante des virus
du premier groupe se retrouve dans le
noyau ou elle interagit avec la structure
LTR et active la réplication virale. On
pense aussi qu’elle stimule la transcrip-
tion de génes cellulaires importants dans
la transformation maligne éventuelle de
la cellule. La (ou les) protéine(s) de
transactivation des virus du deuxiéme
groupe semble(n)t agir & un niveau post-
transcriptionnel et pourraient, entre au-
tres, reconnaitre des séquences nucléoti-
diques situées au bout 5’ de certain RNA
messagers, notamment les RNA messa-
gers des virus correspondants (30).

Dans cette revue, nous ferons le point
sur le mécanisme de la transformation
maligne par les virus transactivants en
prenant BLV comme exemple.

L’infection par BLV se produit par
contact intime entre le donneur, infecté
et le receveur, non-infecté. Des cas d’in-
fection naturelle par BLV sont connus
chez les bovins domestiques, le mouton,
le capybara et le buffle d’eau (1, 31).
Expérimentalement I'infection peut aussi
étre transmise a la chévre, au porc (32),
au lapin (D. Portetelle, non publi¢, C.
Altaner, communication personnelle), au
singe rhésus et au chimpanzé (1). Les
sécrétions et le sang sont les véhicules de
'infection et il semble bien que ce soit



surtout le transfert de cellules infectées
et capables d’exprimer le virus qui soit
la voie la plus fréquente de transfert de
BLV. Dans de trés nombreux cas, la
transmission est iatrogéne et liée aux
pratiques zootechniques ou vétérinaires
(espace trop restreint laiss¢ aux animaux,
utilisation répétée de seringues et d’ai-
guilles souillées, ...). En région tropi-
cale, il se pourrait (mais ce n’est pas
établi) que les insectes piqueurs jouent
un role. Une fois installée, I’infection
persiste pour la vie.

Des expériences récentes (Mamme-
rickx et al., soumis pour publication)
indiquent que la transmission de BLV est
fonction du donneur et du receveur. Il y
a un niveau seuil dans le nombre de
lymphocytes qui doit étre transmis pour
que linfection réussisse. Le sang d’un
animal ou abondent les lymphocytes in-
fectés et capables d’exprimer BLV sera
trés infectieux. Il suffira, par exemple, de
0,1 wl de sang pour que réussisse I'infec-
tion. Par contre, un sang pauvre en
lymphocytes porteurs de l'information
BLYV sera peu infectieux. 11 faudra trans-
mettre plus de 0,1 ml pour réussir une
infection.

L’infection asymptomatique

La seule caractéristique de cet état est
la forte réponse immunitaire de I’animal
infecté. La réponse anticorps est surtout
dirigée contre la glycoprotéine d’enve-
loppe gp51 et la protéine interne majeure
p24. Malgré leur titre élevé, les anticorps
anti BLV ne peuvent bloquer I'appari-
tion de la tumeur maligne. Bien que
soumis 4 de nombreuses fluctuation, le
titre anticorps croit souvent pendant la
progression de la maladie et atteint des
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valeurs trés élevées a la mort de I’animal
en phase tumorale. Les sites ol persiste
BLV et le mécanisme de cette persis-
tence qui est a I'origine de la stimulation
antigénique permanente sont inconnus
aujourd’hui. On peut penser que persis-
tence et transactivation pourraient étre
liés, mais les mécanismes en cause res-
tent a établir. La majorité des animaux
infectés par BLV reste en bonne santé
apparente sans que les performances
zootechniques ne soient notoirement af-
fectées. Dans certains troupeaux, des cas
de tumeurs se répétent. Il est vraisembla-
ble que la constitution génétique de I’ani-
mal infecté .ait un réle a jouer dans le
déclenchement de la tumeur maligne.

Les bovins infectés manifestant
une lymphocytose persistante

L’apparition d’une lymphocytose per-
sistante (PL) dépend de paramétres non
définis aujourd’hui, dans lesquels la
constitution génétique a un role. Cet état
se caractérise par l’accroissement du
nombre de lymphocytes B circulants,
parmi lesquels 30 % environ portent I'in-
formation BLV et 70 % sont des lympho-
cytes B réactifs, dépourvus de séquences
provirales. D’aprés I’animal, cette popu-
lation de lymphocytes B représente 40 a
80 % de la population lymphocytaire to-
tale (vs 15-20 % chez ’animal en bonne
santé) (1, 33). Chez le bovin en PL, le
nombre de lymphocytes circulants atteint
un niveau trés élevé et reste plus ou
moins stable pendant des années. Il ne
semble pas que la lymphocytose persis-
tante soit une étape déterminante de la
progression vers I’état tumoral : des ani-
maux développent des tumeurs lymphoi-
des sans étre passés par la phase PL;
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d’autres, en PL, ne développeront pas la
phase tumorale. Malgré leur proliféra-
tion excessive in-vivo, les lymphocytes
d’animaux en PL ne sont pas des cellules
transformées : ils se présentent comme
de petits lymphocytes au repos et ne
proliférent pas en culture liquide ou se-
mi-solide. La population de ces lympho-
cytes est polyclonale quant au site d’inté-
gration du BLV (33). Les cellules ne
montrent pas d’anomalies chromosomi-
ques (1). La transcription des génes vi-
raux est inhibée via, semble-t-il une pro-
téine répresseur (34). La production vi-
rale est enclenchée par la mise en culture
in-vitro de ces lymphocytes infectés, ré-
primés et non transformés. De toute
évidence, 'administration de tels lym-
phocytes a un animal receveur naif, équi-
vaut a une mise en culture. Les lympho-
cytes allogéniques produiront des parti-
cules virales aussi longtemps qu’ils per-
sisteront chez le receveur.

Les bovins infectés par BLV
et en phase tumorale

Une fraction seulement (0,1 a 10 %,
selon divers facteurs trés mal définis) des
animaux infectés développe la phase tu-
morale endéans la durée de vie normale
. d’un bovin domestique.

Les caractéristiques majeures des tu-
meurs induites par BLV sont rappelées
ci-dessous.

(1) D’aprés des critéres fonctionnels
et cytologiques, les tumeurs sont faites
de lymphocytes B (Levy, D. communica-
tion personnelle, Fossum, C. communi-
cation personnelle). Il faut toutefois no-
ter que des cellules tumorales mises en
culture ne synthétisent pas et n’exportent
pas d’immunoglobulines (Cleuter et al.,

en préparation). Des tests de séparation
de lymphocytes T et B basés sur les Ig
de surface conduisent donc 2 des résul-
tats ambigus (Levy, D. et Kettmann, R.,
en préparation).

(2) Dans tous les cas de tumeurs ex-
aminés, le DNA proviral est présent dans
la cellule tumorale. Cette présence sug-
gére fortement que certaines fonctions
virales sont nécessaires pour induire le
phénoméne de tumorisation.

(3) La plupart des tumeurs sont con-
stituées d’une population homogéne de
cellules hébergeant de une a quatre co-
pies de DNA proviral. Les tumeurs sont
monoclonales pour ce qui est du site
d’intégration des provirus (33). Les sites
d’intégration ne sont cependant pas con-
servés d’'une tumeur a l'autre. Des tu-
meurs d’animaux différents portent le
provirus en des sites différents.

(4) Quelles soient uniques ou multi-
ples, les copies provirales peuvent étre
completes ou délétées. Les délétions ana-
lysées jusqu’ici ne se sont jamais situées
dans la région X du génome proviral.

(5) Les tumeurs induites par BLV
montrent des anomalies chromosomi-
ques. L’aneuploidie est souvent obser-
vée. L’application des techniques moder-
nes d’analyse de karyotype devrait per-
mettre de décider si certaines régions ou
certains chromosomes sont systématique-
ment impliqués dans ces remaniements.
Il n’est d’ailleurs pas encore possible de
dire si 'anomalie chromosomique est une
cause ou un effet de la transformation
maligne.

(6) Les provirus BLV trouvés dans les
cellules tumorales sont maintenus silen-
cieux. Contrairement a ce qui est observé
dans le cas des lymphocytes de lympho-
cytose persistante, la transcription du



provirus silencieux ne s’observe pas dans
des cellules tumorales cultivées et éta-
blies en lignées permanentes (35).

Comme rappelé ci-dessus, BLV,
HTLV-I et HTLV-II comportent une
séquence tat au coté 3’ de leur génome.
Il est établi que I’expression des genes
viraux dépend largement de 'expression
de la protéine tat, du background généti-
que et de I’état de différentiation de la
cellule cible (23, 24, Rosen et al., com-
munication personnelle). Ces observa-
tions indiquent que le virus exercera tel
ou tel effet selon qu’il trouvera (ou sera
capable d’induire ?) dans la cellule cible,
les facteurs protéiques pouvant interagir
avec la protéine tat. Via ces interactions,
il se pourrait fort bien, croit-on, que
I'infection par BLV ou HTLV-I ou
HTLV-II conduise non seulement a ’ac-
tivation des génes viraux, mais aussi a
’activation de geénes cellulaires normale-
ment exprimés ou non. Un nouveau mo-
dele d’induction de la malignité a été
développé, dans lequel l'expression a
contretemps de génes cellulaires (pro-
~ tooncogenes ou d’autres génes impliqués
dans la régulation du cycle cellulaire) est
considérée comme le premier pas vers
I’état tumoral (36). Le géne codant pour
le récepteur a l'interleukine-2 (I1-2 ou
«T-cell growth factor») est un bon candi-
dat-cible pour la protéine tat. En effet,
le niveau d’expression du récepteur a
I1-2 est trés augmenté dans les cellules
T humaines apres infection in-vitro par
HTLV-I. En méme temps qu’elles ont
acquis de nombreux récepteurs a I1-2, les
cellules infectées ont acquis la propriété
de croitre indéfiniment in-vitro (37).
Toutefois, la seule expression massive de
récepteurs pour I11-2 ne semble pas suffi-
sante pour déterminer la progression des
lymphocytes T4 infectés vers I’état trans-
formé. La période de latence qui s’écoule
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avant l'apparition de la tumeur est en
effet trés longue et la tumeur est mono-
clonale. L’infection de cellules de la
lignée lymphocytaire par BLV n’a pas
encore été réalisée in-vitro et il est donc
difficile d’apprécier I'effet du virus sur la
croissance de la cellule cible. Toutefois,
'effet stimulant de I'infection par BLV
sur la multiplication des lymphocytes B
est illustré par I’accroissement spectacu-
laire de la population B conduisant d’ail-
leurs a la lymphocytose persistante ou
non.

Il reste a expliquer pourquoi et com-
ment la surexpression ou I’extinction de
geénes cellulaires normaux conduit a la
tumorisation. On peut postuler que su-
rexpression et/ou extinction de certains
genes perturbent I'équilibre subtil d'un
réseau d’interactions a un stade donné et
critique du cycle cellulaire. L’induction
définitive de I’état transformé est un
événement rare, mais lorsque I’étape a
été franchie, le processus est devenu
irréversible. L’état d’irréversibilité peut
étre atteint soit par des voies épigénéti-
ques soit par des voies génétiques. Par
voies épigénétiques, on entend la modifi-
cation d’expression d’un gene, telle
qu’elle se passe lors du développement
embryonnaire ou de la génération per-
manente de tissus chez I’adulte. Par ex-
emple, une cellule de foie qui se divise
donne naissance a deux hépatocytes sans
que cela n’implique de modifications du
matériel génétique, du moins le pense-t-
on. De méme, on peut concevoir que la
perturbation apportée par la protéine tat
devienne permanente, auto-entretenue
méme sans fat. La premiere cellule ayant
atteint I’état de transformation maligne
deviendra téte de clone et donnera une
descendance de cellules transformées.
Une seconde maniere de voir les choses
est de considérer que I’état transformé
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est atteint et maintenu par une anomalie
chromosomique. Des réarrangements
spécifiques de chromosomes sont asso-
ciés au développement tumoral dans plu-
sieurs leucémies humaines. Des exem-
ples de ces anomalies sont : la transloca-
tion du chromosome de Philadelphie
dans la leucémie myéloide chroni-
que (38), les translocations impliquant le
protooncogeéne myc et les génes d’immu-
noglobulines dans le lymphome de Bur-
kitt (39) et les cassures chromosomiques
bel 1 et bel 2 dans les lymphomes a cel-
lules B (40, 41). Dans les tumeurs indui-
tes par BLV, de nombreux cas d’aneu-
ploidie ont été décrits (1) (Cleuter et al.,
en préparation). On peut donc concevoir
que la transactivation apportée par la

protéine virale fat perturbe I’équilibre
d’expression de la cellule par une cascade
d’effets. L’état perturbé peut s’auto-
entretenir ou conduire & la sélection d’a-
nomalies chromosomiques comme ce fut
décrit récemment chez la levure (42)
suite a la dérégulation de I’expression des
génes d’histones. Dans cette seconde ma-
niere de voir, le virus est agent causal,
I’anomalie chromosomique peut se pro-
duire et stabiliser pour toujours I'état
transformé. Cependant, ’anomalie chro-
mosomique n’est pas strictement néces-
saire, la perturbation apportée par le
virus se suffit a elle-méme. La cellule
infectée, sensibilisée, a beaucoup plus de
chances de devenir tumorale que son
homologue non virosée.
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model system for leukemogenesis

The bovine leukemia virus (BLV) is the etiological agent
of a chronic lymphatic leukemia in cows, sheep and goats.
BLV has many genomic and structural characteristics in
common with the human T-lymphotropic viruses (HTLV).
The most striking feature of these retroviruses is the
existence of a X region located between the env gene and
the long terminal repeat (LTR) sequence. The X region
contains a gene fat (trans-acting transcriptional activation)
which is probably a product of critical importance in the
induction process of the tumor phase of bovine leukemia.
For the authors, BLV is a good example to describe the
mechanism of the malignant transformation induced by the
transactivating viruses.



