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A-EBV et IL-10 

1- Le virus d'Epstein-Barr 

1-Généra lités 

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) fut découvert par Denis Burkitt, dans les années 60, au cours 

d'une étude sur une pathologie tumorale infantile en Afrique (appelée a posteriori le lymphome 

de Burkitt) (pour revue Rickinson and Kieff, 1996). La coopération avec Tony Epstein et le 

progrès de la microscopie électronique ont abouti à l'observation des particules virales. 

Ainsi, un nouvel herpesvirus fut isolé, ayant une caractéristique nouvelle : son implication dans 

les processus tumoraux humains. 

L'EBV appartient à la sous-famille des y-Herpesvirinae. Il possède un génome ADN double brin 

de 172 kpb contenu dans une capside. La culture cellulaire a permis d'étudier le tropisme de 

l'EBV et sa capacité de transformation. L'analyse des prélèvements de patients séropositifs a 

permis de mettre en évidence deux compartiments permissifs à l'infection : l'épithélium 

oropharyngé où le virus établit une infection productive et le système hématopoïétique (au sein 

d'une fraction minime de la population lymphocytaire B) où le virus établit une infection latente. 

Ainsi, après la phase de primo-infection (le plus souvent asymptomatique ou sous forme de 

mononucléose infectieuse (MNI) chez l'adulte) l'EBV persiste dans la population lymphocytaire 

B et très vraisemblablement aussi dans les lymphocytes T (Raphaël, 1995). 

In vitro, le virus induit la prolifération et la transformation des lymphocytes B en lignées 

lymphoblastoïdes (LCLs : Lymphoblastoid Cell Lines). A partir de ces lignées immortelles, deux 

sous-types viraux ont été mis en évidence : EBV-1 et EBV-2 ; le sous-type 1 faisant proliférer les 

cellules plus rapidement in vitro que le 2. D'autre part, 90% des sujets infectés par EBV sont 

porteurs du sous-type 1 (pour revue Rickinson and Kieff, 1996). 
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2- Le cycle viral 

2-1-Laphase de latence 

Les cellules B immortalisées in vitro et les lignées issues de lymphome de Burkitt 

constituent un modèle d'étude de l'infection latente. 

L'EBV établit 3 phases de latence différentes selon le panel de protéines exprimées (figure 1 ). 

L'infection des lymphocytes B conduit dans un premier temps à l'expression du programme de 

croissance : c'est la latence type III, caractéristique des LCLs, dans laquelle sont exprimés (figure 

2): 

- les EBNAs (Epstein-Barr Nuclear Antigen): EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -LP 

- les LMPs (Latent Membrane Protein): LMP-1, -2A, -2B 

- les EBERs (Epstein-Barr Encoding RNA): EBER-1, EBER-2. 

Ce programme de croissance permettrait d'amplifier le génome viral au cours de la primo-

infection avant la mise en place d'une infection latente définitive. Le programme unique EBNA-

1, ou latence type I, a été décrit dans les cellules malignes de lymphome de Burkitt associé à 

l'EBV : ce programme est caractérisé par l'expression unique de la protéine EBNA-1 (Seigneurin, 

1997). Enfin, la latence type II correspond à l'expression des protéines EBNA-1 et LMPs. 

Six des protéines virales (EBNA-1, -2, -3A, -3C, -LP et LMP-1) participent à l'immortalisation 

des B in vitro. 

• Parmi ces protéines, seule EBNA-1 est indispensable au maintien de la forme épisomale 

de l'EBV. Cette protéine est connue en tant que facteur de transcription et possède la capacité 

d'activer l'origine de réplication du génome viral. 

EBNA-2 est un facteur de transcription qui active l'expression de gènes viraux et 

cellulaires, sans se fixer à l'ADN, par l'intermédiaire d'un cofacteur cellulaire. 

10 



• EBNA-LP permet la transition de GO à G 1 et participe ainsi à l'immortalisation. 

• LMP-1 est une protéine membranaire qui a un rôle dominant dans la prolifération et la 

transformation des cellules. En effet, elle induit un signal de transduction qui conduit à 

l'activation du facteur de transcription NF-KB (Sergeant, 1996). 

2-2-Le cycle lytique 

Dans certaines lignées, in vitro, le virus se réactive spontanément (par exemple, la lignée B de 

marmouset infectée par la souche virale 95-8). L'utilisation d'inducteurs chimiques sur d'autres 

lignées permet la levée de la latence virale. Parmi ceux-ci, les esters de phorbol, les ionophores 

calciques, le traitement anti-IgG ou encore le TGF-Pl déclenchent le cycle lytique du virus 

(figure 2). 

>- Cette activation du cycle lytique est liée à l'expression de 2 facteurs de transcription 

viraux qui constituent les protéines très précoces: ZEBRA (BamHl Z Fragment Epstein-

Barr Replication Activator), encore appelée Zta ou EBl, produit du gène BZLFl et R (ou 

Rta), produit du gène BRLFl. ZEBRA, dont les propriétés seront détaillées dans la partie 

II, est également impliquée dans la réplication de l'ADN viral. 

>- Les protéines précoces sont ensuite exprimées : ce sont les EAs (Early Antigen). Parmi 

celles-ci, EB2 (produit du gène BMLFl) possède des capacités transactivatrices et agit en 

synergie avec ZEBRA et R. Le gène BHRF 1 code pour une protéine homologue de la 

protéine humaine bcl-2, qui joue un rôle important dans la protection de la cellule contre 

l'apoptose. Les autres protéines précoces sont des enzymes impliquées dans la réplication 

de l'ADN viral. 

Enfin, les protéines tardives sont principalement des protéines de capside, les VCAs 

(Viral Capsid Antigen) et les MAs (Membrane Antigen). Ces protéines interviennent dans 

l'interaction virus-cellule (pour revue Rickinson and Kieff, 1996). 

11 



Une attention plus particulière est accordée à la protéine virale vIL-10, homologue de 

l'interleukine-10 humaine (hIL-10) que nous détaillerons dans la partie III ; elle possède les 

mêmes propriétés immunosuppressives que cette dernière et faciliterait ainsi la dissémination 

virale. 

Après synthèse de ces protéines, les vmons sont formés et bourgeonnent à la surface 

cellulaire. 
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Latence II 

Latence ID Latence 1 

Figure 1 : Représentation schématique des 3 types de latence de l'EBV 
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LMP-2B 

LMP-2A 
LMP-1 -..-....-41r---...._ 

Phase de latence 

~." 1 ---.;;.-': ~::. '~ ------------------------t----------------------
Protéines très précoces (ZEBRA, R) 

l 
Protéines précoces (EAs) 

Cycle lytique l 
Réplication du génome viral 

l 
Protéines tardives (VCAs et MAs) 

l 
Libération de virions infectieux et lyse cellulaire 

Figure 2 : Représentation schématique des étapes du cycle productif d'EBV. 
EA: Early Antigen. EBER : Epstein-Barr Encoding RNA. EBNA : Epstein-Barr Nuclear Antigen .. LMP : Latent 
Membrane Protein. MA : Membrane Antigen. VCA : Viral Capsid Antigen. 
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3- Pathologies associées à l'EBV 

L'objectif de cette partie est de décrire succintement les pathologies dans lesquelles l'EBV 

est impliqué. Le tableau 1 résume les principaux cancers associés au virus. 

3-1-La primo-infection 

La mononucléose infectieuse 

Le premier contact avec l'EBV se fait en général pendant l'enfance, par voie salivaire ; cette 

infection est alors asymptomatique. Si cette infection survient chez l'adolescent ou le jeune 

adulte, elle se traduit par une mononucléose infectieuse (MNI) dont les signes cliniques 

particuliers sont liés à une réponse immunitaire intense de l'hôte : fièvre, lymphoadénopathie et 

pharyngite (pour revue Rickinson and Kieff, 1996). A la suite de cette primo-infection, un 

équilibre hôte-virus s'installe. 

3-2-Cancers associés à l'EBV 

3-2-1-Atteintes épithéliales 

Le carcinome du nasopharynx 

Le carcinome du nasopharynx (NPC) est une tumeur d'origine épithéliale, localisée dans la partie 

postérieure du rhinopharynx, qui présente un fort taux de dissémination métastatique. Ce type de 

cancer est peu rencontré en Europe et aux USA ; en revanche, son incidence est particulièrement 

élevée en Asie de Sud Est, en Afrique du Nord et dans la population esquimaude (pour revue 

Rickinson and Kieff, 1996). La répartition géographique des cas de NPC a suggéré le rôle de 

facteurs génétiques et environnementaux dans la maladie. 
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3-2-2-Lymphoproliférations 

Chez le sujet immunocompétent 

~ Le lymphome de Burkitt 

Le lymphome de Burkitt (BL) se présente sous trois formes distinctes : endémique, sporadique 

ou associé au SIDA; cette dernière sera développée plus loin. La forme endémique constitue une 

pathologie infantile dont l'incidence est particulièrement élevée en Afrique. Les cellules malignes 

contiennent une translocation chromosomique entre les chromosome 8 et les chromosomes 14, 

22 ou 2. Ces translocations conduisent à une dérégulation du gènes c-myc. La forme sporadique 

de la maladie présente ce même type de translocation et a été décrite dans les pays occidentaux. 

L'expression d'antigènes viraux est limitée à celle de la protéine EBNA-1, ce qui permet à la 

tumeur d'échapper au contrôle des lymphocytes T cytotoxiques (pour revue Rickinson and Kieff, 

1996). 

~ La maladie de Hodgkin (MH) 

Cette pathologie maligne, d'origine lymphoïde, est principalement rencontrée dans les pays 

occidentaux et constitue le lymphome malin le plus fréquent. L'incidence de ce type de cancer est 

élevée chez les patients de 25-30 ans et au-delà de 45 ans. Les individus ayant des antécédents de 

MNI ont 2 à 4 fois plus de risques de développer une MH par rapport à ceux dont la primo-

infection fut asymptomatique (pour revue Rickinson and Kieff, 1996) 

~ Lymphomes T 

Bien que l'interaction entre EBV et les lymphocytes T reste mal connue, les observations 

montrant la présence de l'EBV dans les lymphomes T humains sont de plus en plus nombreuses. 

En effet, certains lymphomes T nasaux ou lymphomes à moyennes/grandes cellules pléomorphes 

sont associés au virus (Montpellier et al., 1998). 
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Chez le sujet immunodéprimé 

J.- Lympoprolifération post-transplantation (LPPT) 

Le rôle des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) est prépondérant dans le maintien de 

l'équilibre hôte-virus. La perte des réponses T spécifiques au cours des déficits immunitaires 

intervient dans la lymphomagénèse des lymphoproliférations associées à l'EBV ; ainsi, lors 

de l'allègement des traitements immunosuppresseurs, on observe une régression spontanée du 

lymphome. Les LPPT sont le plus souvent de type B, le type T étant moins fréquemment 

observé. Ces lymphomes sont caractérisés par une grande hétérogénéité clinique, histologique 

et évolutive (pour revue Cohen, 2000). 

J.- Le syndrome lymphoprolifératif lié au chomosome X 

L'immunodéficience liée au chromosome X touche essentiellement les garçons et les 

prédispose aux pathologies associées à EBV ; en effet, le système immunitaire de ces patients 

est incapable de contrôler l'infection à EBV (pour revue Rickinson and Kieff, 1996). 

3-3- Co-infection EBV-VIH 

Les patients atteints du Syndrome d'Immunodéficience Acquise (SIDA) ont un système 

immunitaire moins efficace vis-à-vis des lymphocytes infectés par EBV. Ces 

lymphoproliférations sont de type BL, lymphome immunoblastique ou lymphome à grandes 

cellules (pour revue Cohen, 2000). 
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PATHOLOGIE 

Carcinome du 

nasopharynx 

Lymphome de Burkitt 

Endémique 

Sporadique 

HIV 

Maladie de Hodgkin 

Lymphomes T 

Lymphome 

immunoblastique 

Post-transplantation 

HIV 

EBV+ 

100% 

100% 

15-85% 

30-40% 

80-90% 

40-100% 

100% 

70-80% 

GENES EXPRIMES 

EBNA-1, LMP-1, -2, 

EBER 

EBNA-1, EBER 

EBNA-1, LMP-1, LMP-

2, EBER 

EBNA-1, LMP-1, LMP-

2, EBER 

EBNA-1, -2, -3, LMP-1, 

-2, EBER 

DUREE DE 

LATENCE 

>-30 ans 

3-8 ans 

>-10 ans 

>-30 ans 

variable 

TYPE DE 

LATENCE 

II 

I 

II 

II 

III 

Tableau 1 : Principaux cancers associés à EBV (pour revue Rickinson and Kieff, 1996). 

EBV+ correspond à l'incidence de l'EBV dans la pathologie décrite. La durée de la latence 

correspond au nombre d'années écoulées depuis la primo-infection EBV, lors de I1apparition 

du cancer. 
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11-La protéine ZEBRA 

Le gène BZLFl code pour la protéine virale très précoce ZEBRA. ZEBRA est une protéine 

nucléaire phosphorylée de 35kDa dont l'expression suffit à déclencher le cycle lytique du virus. 

De nombreux travaux ont montré qu'elle active des gènes viraux et cellulaires, induit la 

réplication de l'ADN viral en se fixant sur les origines de réplication DR et DL (Lieberman et al., 

1990) et provoque l'arrêt du cycle cellulaire (Speck et al., 1997). 

1-Le gène BZLF1 

Le gène BZLF 1 est transcrit à partir du promoteur proximal Zp ou à partir du promoteur distal 

Rp. Ce promoteur distal Rp contrôle l'expression des deux protéines, ZEBRA et R. Certains 

signaux extracellulaires, déjà cités, induisent l'expression de ZEBRA et le déclenchement du 

cycle lytique (figure 3). 

Parmi ceux-ci : 

- Les esters de phorbols (TPA), le taux de calcium intracellulaire et les anti-IgG activent 

préférentiellement les sites ZI et ZII par l'intermédiaire de facteurs cellulaires comme Sp 1 ou les 

protéines AP-1. 

- Le TGF-Pl emprunte la voie des MAPK (mitogcn-activated protein kinase) pour induire 

l'expression de ZEBRA (Fahmi et al., 2000). 

ZEBRA, elle-même, entraîne son autoactivation en se fixant sur les sites ZIIIA et ZIIIB. 
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2-La protéine ZEBRA 

ZEBRA possède un domaine basique homologue à celui du facteur de transcription cellulaire c-

fos. c-fos, c-jun et GCN4 constituent la superfamille des protéines à domaine basique associé à 

un motif leucine zipper (LZ) : les protéines bZIP. ZEBRA est considérée comme un membre de 

cette famille. Ces protéines se fixent sur les sites AP-1 au niveau de l'ADN (consensus 

TGAGTCA ou TGACTCA). Cette activité AP-1 est présente dans de nombreuses lignées 

cellulaires et est augmentée suite à l'induction au TP A (Chang et al., 1990). 

Le domaine basique de ZEBRA (reconnu par l'anticorps monoclonal AZ130, figure 4) est 

composé de deux régions BRA et BRB, ce dernier incluant le signal de localisation nucléaire 

(NLS). En revanche, elle ne possède pas, au niveau de son domaine de dimérisation, de répétition 

de sept leucines comme les autres bZIP. Ce domaine comporte des acides aminés hydrophobes 

qui permettent néanmoins une interaction de type coiled-coil entre deux monomères pour former 

un homodimère. L'homologie entre ZEBRA et les facteurs fos/jun laisse imaginer que l'EBV ait 

capturé un gène activateur pour pouvoir fonctionner indépendamment de la cellule (Lieberman et 

al., 1990). Cependant, des différences importantes entre ZEBRA et fos/jun suggèrent que les 

protéines ont des rôles déterminés et distincts. 
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Figure 3 : Voies d'activation du gène BZLFl (Speck et al., 1997). 

ZEBRA 

BZLFl 

Les régions du promoteur sur lesquelles se fixent les différents activateurs sont indiquées par ZI, ZII et Zill. Le traitement 
anti-lgG induit la transduction d'un signal biologique qui aboutit à l'expression de la protéine ZEBRA. Deux cascades 
d ' activations sont induites : celle qui conduit à la fixation des facteurs de transcription Spl et ATF-1 sur les sites ZI et ZII 
est également déclenchée par le TPA (en bleu) ; la voie qui conduit à la fixation des facteurs MEF2D et ATF-1 sur les sites 
ZI et ZII est par ailleurs déclenchée par l' élévation du taux de calcium intracellulaire. Le TGF-~ 1, quant à lui, emprunte la 
voie des MAPK (mitogen-activated protein kinase). 
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Figure 4 : Représentation schématique des domaines fonctionnels de ZEBRA 
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3-Activité de transcription de ZEBRA 

La capacité de ZEBRA à se fixer sur les sites ZREs (ZEBRA Responsive Element) est largement 

documentée. Ces différentes études ont permis d'établir une séquence consensus ZRE de type T 

GIT TIA G TIC GICIA A (Speck et al., 1997). Les ZREs sont des sites AP-1 dégénérés sur 

lesquels les facteurs de transcription cellulaires fos/jun sont incapables de se fixer. Ces sites sont 

présents sur les promoteurs viraux suggérant un contrôle des gènes viraux indépendant de la 

machinerie cellulaire (tableau 2). Il s'agit d'une part des gènes très précoces comme BZLFl et 

BRLFl, d'autre part des gènes précoces comme BMLFl (qui code pour EB2), BHRFl (qui code 

pour l'homologue bcl-2), BHLFl et BMRFI. Etant donné l'inductibilité du gène BZLFl par le 

TP A et la capacité de ZEBRA à se fixer sur les ZREs, l'hypothèse suivante est admise : 

l'activation de BZLFl par le TPA conduit à l'expression de ZEBRA qui s'autoactive et augmente 

sa propre concentration ; elle induit ensuite l'expression des protéines transactivatrices EB2 et R, 

avec lesquelles ZEBRA coopère pour exprimer la totalité des protéines du cycle lytique (Farrell 

et al., 1989; Giot et al., 1991). Lieberman et al. (Lieberman et al., 1989) ont montré que l'action 

de ZEBRA par l'intermédiaire des ZREs dépend de la distance de ceux-ci à la boîte TATA et du 

type cellulaire ; en effet, cette action dépendrait des séquences flanquantes des ZREs, donc de la 

participation éventuelle d'autres facteurs cellulaires. 

ZEBRA se fixe également sur les sites AP-1 canoniques de type TGAGTCA (tableau 2). Ces 

sites AP-1 sont retrouvés dans les promoteurs viraux, mais également dans les promoteurs des 

gènes cellulaires où ils ont été initialement découverts. Ceci implique que la protéine virale ait la 

capacité d'induire des gènes cellulaires. Ainsi, Gstaiger et al. (Gstaiger et al., 1996) ont montré 

que ZEBRA active la transcription de l'IgH (chaîne lourde de l'immunoglobuline) et participerait 

ainsi à l'état de différenciation des lymphocytes B ZEBRA induit également le TGF-pl, puissant 

immunosuppresseur, en augmentant de 16 fois l'activité de son promoteur (Cayrol and 
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Flemington, 1995). Le virus modulerait ainsi son environnement en induisant une 

immunosuppression locale favorable à sa dissémination. Le TGF-B 1 augmente par ailleurs la 

production d'IgA (en coopération avec vIL-10) ; ces IgA facilitent l'entrée de l'EBV dans les 

cellules épithéliales. Enfin, ZEBRA active le gène de c-fos en augmentant son activité basale de 

7 à 9,5 fois (Flemington and Speck, 1990). L'induction de c-fos peut permettre l'expression 

d'autres gènes viraux ou cellulaires. Il existe donc une relation étroite entre ZEBRA et les 

facteurs fos/jun. Comme ceux-ci se fixent également sur les sites AP-1, cette relation peut se 

traduire par une compétition. 

Par contre, ZEBRA est incapable de se fixer sur les sites AP-1 octamère présents sur les 

promoteurs de gènes cellulaires ou sur Zp (tableau 2). ZEBRA ne peut donc se substituer aux 

facteurs cellulaires fos/jun (Taylor et al., 1991). 

Les travaux de Lieberman et al. (Lieberman et al., 1997) ont mis en évidence un autre mode 

d'activation des gènes par ZEBRA. Au niveau des promoteurs viraux, ZEBRA recrute et stabilise 

le complexe TFIID-TFIIA et interagit donc avec la machinerie transcriptionnelle cellulaire. Cette 

interaction protéine-protéine, par le biais du domaine d'activation (reconnu par l'anticorps 

monoclonal AZ 125, figure 4), interviendrait pour activer certains promoteurs viraux faibles ou 

pour contourner l'action de répresseurs. 
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Sites de fixation ZEBRA 

Sites AP-1 + 
(type TGAGTCA) (promoteurs cellulaires et viraux) 

Fos/jun 

+ 
(promoteurs cellulaires) 

Sites AP-1 octamère + 
(Zp, promoteurs cellulaires) 

SitesAP-1 + 
dégénérés (ZREs) (Zp, autres promoteurs viraux) 

Tableau 2: Comparaison des sites de fixation des transactivateurs ZEBRA et fos/jun 
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111-L'interleukine 10 humaine (hll-10) 

L'hIL-1 O est une cytokine pléiotropique impliquée dans différentes pathologies 

lymphoprolifératives, dont les pathologies EBV-induites. C'est une protéine de 18 kDa, active 

sous forme dimérisée. 

1-Le gène de l'hll-10 

Le gène de l'hIL-10 est localisé sur le chromosome 1 chez l'homme. La régulation du gène de 

l'hIL-10 est mal connue. Son expression semble influencée par d'autres cytokines. Le séquençage 

de la région 5' flanquante du gène (Eskdale et al., 1997) a permis de mettre en évidence différents 

sites par l'intermédiaire desquels des cytokines exerceraient leur action régulatrice. Parmi ceux-

ci, neuf sites de fixation pour NF-KB ont été identifiés, voie qui serait empruntée par le TNF-a 

(Tumor Necrosis Factor alpha) pour augmenter l'expression de l'hIL-10 (Wanidworanun and 

Strober, 1993 ). Quatre sites STAT-1 seraient impliqués dans l'autorégulation de l'hIL-10 ; une 

séquence consensus AP-1 et des séquences de réponse à l'interféron gamma (IFN-y), l'IL-6 et le 

GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), ont également été identifiées 

(Eskdale et al., 1997). L'étude du niveau d'expression du gène de l'hIL-10 dans deux lignées EBV 

positives (BLs et LCLs) a montré que le virus a une action sur l'activité du promoteur (Klein et 

al., 1996). 

2-Production de l'hll-10 

Les cellules productrices d'IL-10 sont : les lymphocytes B activés ou infectés par EBV, les 

kératinocytes, les monocytes/macrophages et certains lymphocytes T (pour revue Moore et al., 

1993). En effet, les lymphocytes T Th2 sécrètent l'IL-4, l'IL-5, l'IL-6, l'IL-10 et l'IL-13, favorisant 

26 



la réponse humorale. L'IL-10 régule négativement la voie Thl qui conduit à la sécrétion de l'IL-2 

et de l'IFN-y. Cette réponse Thl est habituellement sollicitée lors d'une infection virale (figure 5). 

L'IL-1 O est également produite par les monocytes : une activation par le lipopolysaccharide (LPS) 

induit une production rapide de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF et G-CSF (Granulocyte 

Colony Stimulating Factor), suivie d'une production tardive d'IL-10 (de Waal Malefyt et al., 

1991 ). Celle-ci régule négativement sa propre production et celle des cytokines citées ci-dessus. 

L'IL-10 virale, vlL-10, est une protéine tardive du cycle lytique de l'EBV (codée par le gène 

BCRFl). Elle possède 84% d'homologie avec l'hlL-10. vlL-10 présente les mêmes fonctions que 

l'hIL-10, mais son effet est 3 à 10 fois plus faible (Khatri and Caligiuri, 1998). 

3-Le récepteur de l'hll-10 (RIL-10) 

Cette glycoprotéine de 110 kDa fixe hIL-10 et vlL-1 O. Des études structurales ont avancé une 

homologie entre le RIL-10 et la famille des récepteurs à l'IFN-a, p, y. Dans les lymphocytes T 

humains et les monocytes, le complexe hIL-1O/RIL-10 entraînerait une phosphorylation des 

protéines du signal de transduction : TYK (Tyrosine Kinase) et JAK (Janus Kinase) ; cette 

phosporylation est suivie d'une activation des protéines STAT capables de se fixer au niveau des 

régions régulatrices des gènes (Khatri and Caligiuri, 1998). 

4-Effets biologiques de l'hll-10 

4-1-In vitro 

L'hIL-10 exerce un effet immunosuppresseur sur les lymphocytes Tin vitro. La cytokine 

module directement l'activité des lymphocytes Tet réduit la prolifération des Thü, Thl et Th2, en 

partie en inhibant la production d'hlL-2 (Taga et al., 1993). L'hlL-10 réduit par ailleurs l'activité 
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présentatrice d'antigènes des monocytes et des macrophages en diminuant l'expression 

membranaire des molécules HLA de classe II ; par conséquent, elle altère l'activation spécifique 

des lymphocytes T (de Waal Malefyt et al., 1991). Cependant, l'hIL-10 favorise la survie de ces 

lymphocytes T en limitant l'apoptose. 

L'effet de l'hIL-10 sur les lymphocytes B est inverse : elle stimule leur croissance et leur 

prolifération. La cytokine stimule la synthèse d'ADN de cellules B naïves, germinales et cellules 

mémoires (Rousset et al., 1992). L'hIL-10 stimule par ailleurs la différenciation des lymphocytes 

B : elle induit une production d'immunoglobulines de type G 1-3, A et M par les cellules 

costimulées avec de l'antigène CD40 (Briere et al., 1994). 

L'hIL-10 possède, in vitro, des propriétés anti-inflammatoires. Comme nous l'avons vu, 

l'hIL-10 inhibe la production de cytokines par les monocytes activés par le LPS ; ainsi, les 

cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, G-CSF et GM-CSF sont 

diminuées (de Waal Malefyt et al., 1991). 

4-2-In vivo 

Un modèle de souris déficiente en IL-10 a permis d'observer le développement d'une 

entérocolite chronique inflammatoire. Dans cette pathologie intestinale, la production de 

cytokines pro-inflammatoires est anormalement augmentée ; l'administration d'IL-10 a entraîné 

une réduction de la gravité de l'entérocolite chez ce type de souris. Dans un cas de choc septique 

dû au LPS chez la souris, l'administration d'IL-10 avant celle de la toxine bactérienne a permis 

d'observer une diminution de la production de TNF et de limiter les symptômes de la maladie. 

Chez l'homme, l'hIL-10 sérique semble participer au contrôle de la réponse inflammatoire ; en 

effet, un taux élevé d'hIL-10 a été observé dans le cas de choc septique (pour revue Voorzanger 

and Blay, 1996). L'hlL-10 administrée in vivo semble donc exercer son effet anti-inflammatoire 

et réduire la gravité de certaines pathologies. 
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Récemment, l'équipe d'Alain Tedgui (Tedgui and Mallat, 2000) a suggéré un rôle protecteur de 

l'IL-10 dans les pathologies cardio-vasculaires : ils ont observé que les agents infectieux 

(bactéries et virus) induisent de l'athérosclérose chez les souris déficientes en IL-10. L'IL-10 

semble prévenir d'une part la formation des plaques d'athérome, d'autre part la rupture de celles-

Cl. 

Cependant, par ses effets immunosuppressifs sur les lymphocytes T, la production d'hIL-10 est 

favorable à la dissémination de l'agent infectieux, bactérien ou viral. 

Mycobacterium leprae est, à l'instar d'un virus, un pathogène intracellulaire. Il a été montré, chez 

les patients malades, que cette mycobactérie induit la sécrétion d'hIL-10 ; l'hIL-10 à son tour 

inhibe la production de 1NF-a, IFN-y et GM-CSF, qui interviennent normalement dans la 

réponse immunitaire contre l'agent pathogène. De même, Mycobacterium tuberculosis induit la 

synthèse d'hIL-10 dans les macrophages. La cytokine augmente alors la permissivité des 

macrophages à l'infection par la mycobactérie et réduit leur capacité à éliminer le pathogène 

(pour revue Moore et al., 1993). Chez les patients VIH positifs asymptomatiques, une forte 

expression d'ARNm et de protéine hIL-10 a été détectée ; les travaux de Clerici et al. (Clerici et 

al., 1994) ont suggéré que l'hIL-10 est en partie responsable de l'inhibition de la réponse 

immunitaire cellulaire. 

La sécrétion d'hIL-10 par les lymphocytes B tumoraux a également été observée chez les patients 

immunocompétents atteints de lymphome non hodgkinien (LNH) : 46% des patients présentent 

un taux élevé d'hIL-10 sérique contre 6% des patients en rémission complète ou partielle, alors 

que la cytokine est indétectable chez les patients sains (Blay et al., 1993). 
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Figure 5 : Dichotomie Thl/Th2 chez la souris 
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5-Pathologies associées à EBV : implication de l'hll-10 

La culture de cellules infectées par EBV a permis de détecter une sécrétion d'IL-1, IL-6, TNF-a, 

IL-10 et IL-12. Ces cytokines semblent être des facteurs de croissance pour ces cellules, agissant 

selon un mode autocrine ou paracrine (Tosato et al., 1998). Burdin et al. (Burdin et al., 1993) ont 

montré que l'hIL-10, déposée sur des lignées lymphoblastoïdes B, favorise leur prolifération et 

que l'addition d'Ac anti-hIL-10 ralentit cette croissance. 

Alors que l'hIL-10 est indétectable dans le sérum ou le plasma des sujets non infectés par EBV, 

l'hIL-10 circulante est retrouvée chez la plupart des patients présentant les symptômes de MNI 

(Taga et al., 1995). 

L'hIL-10 est également associée à un certain nombre de pathologies lymphoprolifératives. En 

effet, la production d'hIL-10 semble d'une part favoriser la prolifération et la survie des cellules 

tumorales, d'autre part induire une immunosuppression visant les macrophages et les 

lymphocytes T. Voorzanger et al. (Voorzanger et al., 1994) ont étudié la corrélation entre 

l'infection à EBV et l'expression d'hIL-10 dans le LNH de patients immunocompétents. Les 

biopsies ont permis de détecter la présence de (h+v)IL-10 par immunofixation dans 63% des cas 

contre 21 % pour vIL-10. Les cellules malignes semblent donc principalement exprimer de l'hIL-

10 et cette expression est corrélée à la détection de la cytokine dans le sérum des patients. La 

détection de la cytokine au moment du diagnostic de la maladie semble être un facteur de 

mauvais pronostic (Blay et al., 1993). 

Les LPPT constituent une complication sévère des transplantations d'organes. La majorité (80%) 

de ces proliférations lymphoïdes est associée à EBV. Au cours d'une étude sur les LPPT, Garnier 

et al. (Garnier et al., 1999) ont observé un lien entre l'évolution de la maladie et la sécrétion 
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d'hIL-10 : 14 patients parmi 19 présentant un LPPT associé à EBV ont une hIL-10 sérique 

détectable et les taux sériques les plus élevés correspondent à la forme agressive de la maladie. 

Une étude sur des lignées B EBV positives issues de patients présentant un lymphome associé au 

SIDA ou un lymphome de Burkitt a montré que ces lignées expriment et sécrètent 

constitutivement de l'hIL-10 ; par contre, la plupart (85%) des lignées EBV négatives 

n'expriment pas d'hIL-1 O. Les auteurs ont observé que les cellules qui sécrètent de l'hIL-10 

sécrètent également l'hIL-6. Les deux cytokines favorisent la croissance et la prolifération de 

lymphocytes B. Ces résultats ont suggéré que l'hIL-10 participe au développement du lymphome 

du SIDA. Ces résultats confortent par ailleurs l'hypothèse d'une synergie entre l'EBV et l'HIV 

pour le développement de ce type de lymphome (Benjamin et al., 1992). 
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8-IMMUNOSUBVERSION VIRALE 

Les virus ont développé différentes stratégies pour maintenir leur génome dans la cellule 

infectée et assurer leur réplication à l'insu du système immunitaire de leur hôte. Ces agents 

pathogènes sont capables de moduler la réponse immune et, de ce fait, de bloquer l'activation de 

la réponse cellulaire et humorale (pour revue Tortorella et al., 2000). 

1-lnhibition de la présentation d'antigènes 

Les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I (CMH I) sont localisées à la 

surface des cellules présentatrices d'antigènes (CP A) ; elles présentent les peptides de 8 à 9 

acides aminés (Rock and Goldberg, 1999), issus de protéines virales synthétisées dans le cytosol, 

aux lymphocytes T CD8+, ou lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Ces protéines cytosoliques 

sont dans un premier temps hydrolysées en peptides au niveau du protéasome, puis importées 

dans le réticulum endoplasmique (RE) selon un processus ATP-dépendant qui implique les 

protéines TAP (Transporter Associated with Antigen Processing). Ces peptides sont alors 

couplés aux molécules classe I. Le complexe peptide-CMH I gagne ensuite l'appareil de Golgi 

puis la surface cellulaire (figure 6). Les y-herpesvirus (EBV, herpesvirus murin 68 HV-68 et 

herpesvirus humain 8 HHV-8), l'herpes simplex (HSV), le cytomégalovirus humain (CMV), le 

virus de l'immunodéficience humaine (VIH) et l'adénovirus ont, dans leur génome, certaines 

séquences qui codent pour des protéines capables d'interférer avec cette voie de présentation 

classe I. La protéine EBNA-1 de l'EBV est résistante à l'hydrolyse du protéasome. Les peptides 

issus de cette protéine n'engendreront donc pas de réponse CTL spécifique (Levitskaya et al., 

1997). Le virus HSV possède une protéine (ICP 4 7) capable d'interagir avec le complexe TAP et 

d'inhiber le transport de peptides d'origine virale dans le RE (York et al., 1994). Les protéines 
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E19 de !'adénovirus et US3 du CMV limitent l'expression des molécules CMH I en les 

maintenant dans le cytosol de la cellule (Ahn et al., 1996; Cox et al., 1990) ; la protéine K3 de 

l'HV-68 accélère la dégradation de ces molécules du CMH ; la protéine de l'HHV-8, homologue 

de IO, déclenche leur endocytose et favorise leur dégradation (Stevenson et al., 2000). Enfin, le 

virus VIH possède deux protéines, Nef et Vpu, qui destabilisent et accélèrent la dégradation des 

molécules classe I (Piguet et al., 1999). Les virus ont ainsi développé divers moyens pour 

échapper à la réponse CTL qui est prépondérante dans la défense immunitaire antivirale. 

Les protéines virales phagocytées ou endocytées par les CP A sont hydrolysées en peptides de 14 

à 17 acides aminés qui sont présentés aux lymphocytes T CD4+ sous forme de complexe CMH 

classe II-peptide viral (Rock and Goldberg, 1999). Cette présentation d'antigènes classe II est 

également détournée par les protéines virales. Le virus VIH interagit avec le récepteur CD4 des 

lymphocytes T et pénètre dans la cellule. L'infection induit une diminution de l'expression des 

molécules CD4 à la surface cellulaire et, de ce fait, inhibe la présentation classe II. La protéine 

Nef est en grande partie responsable de cette diminution des molécules CD4 puisqu'elle favorise 

leur endocytose et leur dégradation par les lysosomes (Piguet et al., 1999). 

2-lnhibition de l'activité Natural Killer (NK) 

Les cellules NK, autres acteurs de la réponse immunitaire cellulaire, sont activées en l'absence de 

molécules classe I à la surface cellulaire et prennent le relais des CTL lorsque ceux-ci ne sont pas 

activés. Certains virus contournent également cette réponse immunitaire cellulaire. Molluscum 

Contagiosum (MCV) appartient à la famille des poxvirus. Son génome code pour une protéine 

homologue aux molécules classe I, mais inapte à la fixation de peptides antigéniques (Senkevich 

et al., 1996). Certains herpesvirus possèdent aussi des protéines homologues aux CMH I. La 

protéine UL-18 du CMV protège ainsi la cellule infectée contre la lyse causée par les cellules NK 

(Reyburn et al., 1997). 
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3-lnhibition de la réponse humorale 

En marge de la réponse immunitaire cellulaire, les anticorps (en particulier les anticorps 

neutralisants) contribuent à la défense antivirale; dans ce cas, les immunoglobulines se fixent sur 

l'enveloppe des virus et empêchent leur interaction avec les récepteurs cellulaires. Les anticorps 

fixés à la surface de cellules infectées déclenchent également une lyse de la cellule causée par les 

cellules NK. Le virus HSV possède deux protéines, gE et gl, capables de neutraliser les IgG 

dirigées contre le virus. Ces protéines seraient à l'origine de l'inefficacité de la réponse humorale 

lors de l'infection par HSV (Favoreel et al., 1997). 

Par ailleurs, l'activation du complément aboutit à une lyse de l'enveloppe du virus ou facilite 

l'élimination de l'agent pathogène par d'autres cellules. Les orthopoxvirus, herpesvirus et 

retrovirus possèdent des protéines capables de mimer les protéines régulatrices de l'activation du 

complément (RCA). Le génome du virus de la vaccine code notamment pour une protéine qui 

module l'inflammation (IMP) induite au niveau des sites de l'infection. En l'absence de cette IMP, 

une activation importante du complément a lieu, aboutissant à la formation des peptides 

chimiotactiques C3a et C5a (Miller et al., 1997). Ces peptides recrutent alors les macrophages au 

site de l'infection. Ainsi, l'inhibition de la voie du complément participe à la protection des virus 

contre le système immunitaire. 

4-lnhibition de l'apoptose 

La réplication virale, qui utilise la machinerie cellulaire, peut induire le suicide de la cellule 

infectée ou recruter des cellules aux fonctions cytotoxiques (CTL ou cellules NK). Ces cellules 

"tueuses" induisent l'apoptose de la cellule infectée en sécrétant des cytokines cytotoxiques 

comme le TNF ou en relarguant les perforines, granzymes ou FasL (figure 7). Cette mort 

cellulaire limite la réactivation virale et la production de virions. Mais certaines protéines virales 

interviennent pour bloquer ce processus d'apoptose. Le génome de !'adénovirus code pour un 
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complexe de protéines : le complexe RID induit l'internalisation et la digestion de la molécule 

Fas et du récepteur au TNF (TNFR). Ces deux récepteurs membranaires sont impliqués dans le 

signal d'apoptose : la diminution de leur expression à la surface de la cellule infectée est donc un 

moyen pour l'adénovirus de limiter la mort cellulaire (Elsing and Burgert, 1998). 

Les caspases sont des enzymes qui interviennent dans la transduction du signal apoptotique. Le 

signal induit par le TNFR ou par la molécule Fas aboutit à l'intéraction de la portion cytosolique 

de ces deux récepteurs avec les caspases (figure 7). Plusieurs herpesvirus comme l'HHV-8 

possèdent des protéines capables de bloquer cette interaction et donc de bloquer la transduction 

du signal. L'adénovirus code également pour une protéine qui inhibe directement l'activité 

enzymatique des caspases. D'autres virus, comme l'EBV ou l'HHV-8, possèdent des protéines 

homologues à bcl-2. Cette protéine est un élément-clé dans la régulation de l'apoptose. Les 

homologues viraux apparaissent au moment de la réplication virale. L'EBV par exemple possède 

deux homologues de bcl-2, BHRFl et BALFl, dont l'effet anti-apoptotique est renforcé par la 

protéine LMP-1 qui augmente l'expression de bcl-2 cellulaire (pour revue Tortorella et al., 2000). 

5-Modulation des cytokines 

Les cytokines coordonnent l'induction et le maintien de la réponse immunitaire antivirale 

naturelle et acquise. Ces polypeptides contrôlent l'inflammation et le chimiotactisme, l'activation, 

la prolifération et la différenciation des cellules effectrices de la réponse immunitaire. Ce sont de 

puissants médiateurs antiviraux. Cependant, les virus ont développé différentes stratégies pour 

contrôler ce réseau. L'infection d'une cellule par un virus entraîne une production d'IFN-a et ~· 

En effet, l'infection induit l'expression de l'IRF-3, un transactivateur qui stimule la transcription 

des gènes de l'IFN-a et ~· La fixation de l'IFN à son récepteur induit un signal de transduction 

impliquant les protéines JAK/STAT (figure 8). Ce signal aboutit à l'activation de facteurs de 

transcription et, par conséquent, à l'activation de gènes codant pour les effecteurs de la réponse 
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antivirale. Ainsi, l'IFN-a et p induisent un blocage de la synthèse protéique et de la prolifération 

cellulaire ainsi que l'expression d'enzymes qui dégradent l'ARN viral. La protéine ElA de 

!'adénovirus bloque l'action de l'IRF-3 donc la synthèse d'IFN-a et p (Juang et al., 1998). Le virus 

de la vaccine code pour un récepteur soluble à l'IFN: la protéine B18R fixe l'IFN-a et limite son 

action sur les cellules infectées (Symons et al., 1995). Les herpesvirus (EBV et HHV-8) ont la 

capacité d'intervenir dans le signal de transduction induit par l'IFN et de bloquer l'activation de 

gènes utiles pour le contrôle de l'infection (Kanda et al., 1992; Li et al., 1998). Le CMV et 

!'adénovirus bloquent également ce signal de transduction en diminuant le taux intracellulaire de 

protéines JAK/STAT (Leonard and Sen, 1996; Miller et al., 1998). 

Le TNF-a, sécrété par les macrophages activés et les lympocytes T, possède de puissants effets 

antiviraux. Les herpesvirus et poxvirus codent pour des protéines homologues aux récepteurs du 

TNF-a. Ce "virocepteur" entre en compétition avec les récepteurs cellulaires et limite l'action du 

TNF-a (pour revue Tortorella et al., 2000). 

Les chémokines sont des cytokines pro-inflammatoires qui activent et régulent la migration des 

leucocytes ; elles facilitent, par exemple, le recrutement rapide de leucocytes au site de 

l'inflammation. Les virus codent également pour des récepteurs membranaires de chémokines. La 

protéine US 28 du CMV fixe et internalise les chémokines RANTES, MIP a/p (Macrophage 

Inflammatory Protein) et MCP-1 (Monocyte Chemotractant Protein) (Bodaghi et al., 1998). 

L'environnement de la cellule infectée se trouve ainsi appauvri en chémokines : la migration de 

leucocytes au site de l'infection est limitée. 

L'HHV-8 et l'HSV codent pour une protéine transmembranaire homologue au récepteur de l'IL-8. 

Ce récepteur est activé constitutivement et mime le signal induit par les cytokines inflammatoires 

(Bais et al., 1998). Les virus tirent profit de cette activité puisqu'elle contribue à 

l'hypervascularisation environnante, favorable à la tumorigénèse (Kledal et al., 1997). 
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Les virus sécrètent également des cytokines appelées "virokines" qui bloquent les récepteurs des 

cytokines humaines. Par exemple, la protéine vMIP-II de l'HHV-8 bloque les récepteurs de 

chemokines. Ainsi, l'activation des monocytes consécutive à la fixation de RANTES, MIP 

a/13 n'a pas lieu (Kledal et al., 1997). Ces "virokines" inhibent le recrutement de neutrophiles, 

macrophages et lymphocytes, normalement induit par ces chemokines. 

Enfin, l'infection virale aboutit à l'expression de protéines homologues aux cytokines humaines et 

qui exercent le même effet. L'HHV-8 code pour l'IL-6 virale (vIL-6). Cette vIL-6 contribuerait à 

la pathogénèse des maladies associées à l'HHV-8, en partie en limitant l'apoptose (Neipel et al., 

1997). L'EBV, comme l'herpesvirus équin et les poxvirus, code pour l'IL-10 virale (vIL-10). vIL-

10 antagonise la réponse lymphocytaire T de type Thl, alors que ce type de réponse est essentiel 

pour la défense antivirale (pour revue Tortorella et al., 2000). 
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Figure 6 : Niveaux d'action des virus sur la présentation d'antigènes classe 1 
(d'après Tortorella et al., 2000) 
Les protéines virales sont dégradées dans le cytosol de la cellule au niveau du protéasome. Les 
peptides sont importés dans le reticulum endoplasmique (RE) où ils s ' associent aux molécules 
de classe I (CMH 1). Le complexe peptide-CMH I gagne ensuite la surface cellulaire. 
CTL: Lymphocyte T Cytotoxique. TAP : Transporter Associated with Antigen Presentation. 
TCR: T-Cell Receptor. 
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Figure 7 : Niveaux d'action des virus sur le processus apoptotique 
Les CTL ou NK induisent l'apoptose de la cellule infectée en sécrétant des cytokines cytotoxiques 
comme le TNF ou en relarguant le FasL. Le signal apoptotique implique, dans la cellule infectée, les 
enzymes caspases. 
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Figure 8 : Niveaux d'action des virus au cours de l'activation de l'interféron (IFN) 
L'infection virale de la cellule induit l'expression du transactivateur IRF-3 qui stimule la transcription 
des gènes de l'IFN-a et~ . La fixation de l'IFN à son récepteur induit un signal de transduction 
impliquant les protéines JAK/STA T. 
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C-La thérapie protéique · un nouveau concept 

Malgré la connaissance moléculaire des maladies héréditaires et acquises, la thérapie 

génique doit faire face à un problème majeur : la délivrance d'acides nucléiques ou de protéines 

dans la cellule-cible n'est pas assez efficace pour observer l'effet thérapeutique attendu. La 

capacité naturelle de certaines protéines à traverser la membrane de la cellule offre une 

alternative à la thérapie génique : la thérapie protéique. Ainsi, les molécules thérapeutiques, 

appelées aussi "cargos", peuvent être importées efficacement dans la cellule lorsqu'elles sont 

couplées aux vecteurs doués d'activité de translocation. 

Les toxines bactériennes, comme l'adénylcyclase de Bordetella Pertussis, peuvent être utilisées 

pour délivrer des antigènes hétérologues dans les CP A et activer une réponse CTL spécifique. 

Elles représentent des vecteurs potentiels particulièrement intéressants pour les essais 

d'immunothérapie anticancéreuse (pour revue Guermonprez et al., 2000). 

Par ailleurs, certaines protéines traversent spontanément la membrane plasmique de cellules 

eucaryotes. Contrairement aux toxines, ces vecteurs potentiels ne nécessitent pas de 

détoxification préalable. Ces protéines, d'origine animale (Antennapedia) ou virale (VP22 ou 

Tat), peuvent être des outils pour la vaccination ou la thérapie antitumorale. 

1-Antennapedia 

Antennapedia (Antp) est une homéoprotéine découverte chez la Drosophile. Les homéoprotéines 

sont retrouvées chez les insectes et l'ensemble des vertébrés. Ce sont des transactivateurs qui se 

fixent à l' ADN par l'intermédiaire de leur homéodomaine; ce domaine est composé de 60 acides 

aminés qui forment une structure secondaire de type triple hélice ; la troisième boucle a est 
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particulièrement conservée parmi les nombreuses espèces où les homéoprotéines sont exprimées. 

Derossi et al. (Derossi et al., 1994) ont étudié le passage membranaire de Antp ; la protéine est 

capable de traverser la membrane des neurones et d'être importée jusqu'au noyau. La synthèse de 

peptides dérivés de la troisième hélice a permis d'identifier la région de la protéine impliquée 

dans le passage de la membrane cellulaire. Le domaine impliqué dans cette translocation est 

localisé dans la troisième hélice. Cette région étant conservée parmi les différentes 

homéoprotéines, le passage membranaire semble être une propriété commmune : les 

homéoprotéines pourraient être des messagers intercellulaires (Derossi et al., 1996). Les peptides 

dérivés de Antp sont transloqués in vitro à +4°C, suggérant un mécanisme énergie-indépendant. 

Ils ne sont pas hydrolysés : le mécanisme de translocation est donc différent de l' endocytose. Les 

peptides interagiraient directement avec les phospholipides membranaires pour former une 

micelle «véhicule ». 

Schutze et al. (Schutze-Redelmeier et al., 1996) ont montré que cette capacité de translocation de 

Antp est conservée pour les protéines de fusion Antp-peptide exogène. Ils ont montré aussi que le 

peptide exogène est efficacement transloqué, in vitro, dans les neurones, astrocytes, 

macrophages, myocytes et fibroblastes. Après internalisation, le peptide exogène est distribué 

dans le cytoplasme et dans le noyau, sans transiter par le compartiment lysosomal. Ainsi, toutes 

les fonctions intracellulaires peuvent être atteintes. Lorsque la cellule-cible du vecteur Antp est 

une CP A, le peptide fusionné est normalement présenté aux CTLs en association aux molécules 

de classe I. L'immunisation induite par la protéine de fusion Antp-peptide immunogène a 

confirmé, in vivo, que la protéine est capable de traverser la membrane des CP A et de générer 

une réponse CTL spécifique. Cependant, l'utilisation de Antp en vaccination est limitée 

puisqu'elle requiert la présence de détergents (pour revue Guermonprez et al., 2000). 
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2-VP22 

VP22 est une protéine structurale de HSV-1. Lors de l'infection d'une cellule par le virus, VP22 

est exportée hors de la cellule infectée et pénètre dans les cellules voisines. Le mécanisme de ce 

transport est mal connu. Il semble cependant être indépendant de l'appareil de Golgi et faire 

intervenir le cytosquelette. Phelan et al. (Phelan et al., 1998) ont fusionné VP22 à la protéine p53 

impliquée dans de nombreux processus tumoraux comme le cancer du poumon. Les auteurs ont 

observé que la protéine de fusion VP22-p53, exprimée dans les cellules Cos-1, pénètre jusqu'au 

noyau des cellules Vero, voisines dans le milieu de culture. Cette protéine de fusion déclenche 

également l'apoptose des cellules voisines dans lesquelles elle pénètre. 

Ainsi, VP22 peut être utilisée en thérapie antitumorale comme vecteur de protéines 

biologiquement actives. 

3-Tat 

La protéine Tat du virus VIH-1 est un transactivateur capable de traverser la membrane cellulaire 

lorsqu'elle est ajoutée au milieu de culture de cellules adhérentes (cellules HeLa) ou de cellules 

en suspension (cellules U93 7). La protéine gagne le noyau et transactive le promoteur viral L TR 

transfecté. Mann et Frankel (Mann and Frankel, 1991) ont étudié cette translocation: Tat entre 

dans les cellules par endocytose en se fixant de façon non spécifique à la membrane ; quelques 

acides aminés seulement du domaine basique sont impliqués dans cette interaction. 

Ce passage membranaire est aboli à +4°C ; son rôle dans l'infection VIH reste mal connu. 

Cependant, Tat peut être utilisée comme vecteur de protéines hétérologues. 

En effet, lorsque Tat est conjuguée chimiquement aux enzymes comme la B-galactosidase CP-

gal), l'HRP ou la RiboNucléase A (RNase A), on observe l'importation de ces protéines en 30 

minutes dans le cytoplasme et le noyau des cellules en culture (Fawell et al., 1994). Les protéines 

importées conservent leur activité biologique : la présence et l'activité des enzymes p-gal et 
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HRP ont été confirmées par la formation d'un précipité coloré. Tat semble être un vecteur de 

protéines efficace et rapide in vitro. Lorsque la protéine de fusion Tat-p-gal est injectée chez la 

souris par voie intraveineuse, Fawell et al. (Fawell et al., 1994) ont montré une distribution au 

niveau du cœur, du foie, de la rate et dans une moindre mesure, dans les poumons et le muscle 

squelettique. Les cellules qui endocytent la protéine Tat-p-gal semblent être les cellules 

endothéliales et les macrophages à proximité des vaisseaux sanguins. Récemment, l'équipe de 

Schwarze (Schwarze et al., 1999) a montré que la protéine fusion Tat-p-gal traverse la barrière 

encéphalique chez la souris. 

Kim et al. (Kim et al., 1997) ont fusionné un peptide dérivé de Tat avec une protéine 

immunogène. Lorsque ce conjugué est déposé sur les CP A, in vitro, la protéine immunogène 

induit une activation spécifique des CTL : l'antigène immunogène importé dans la cellule 

emprunte donc la voie de présentation classe I. Chez la souris, des CTLs spécifiques ont été 

générés suite à une injection de cellules dendritiques chargées avec le conjugué Tat-peptide 

antigénique. 

La protéine Tat peut être utilisée comme vecteur de protéines biologiquement actives (antigènes, 

inhibiteurs d'enzymes ou facteurs de transcription) vers le milieu intracellulaire. La protéine 

virale peut ainsi être employée à des fins thérapeutiques. 

Par ailleurs, il n'est pas impossible que les protéines Tax du virus HTL V-1 et ZEBRA du virus 

d'Epstein-Barr soient douées de cette capacité de translocation. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 
EXPERIMENTAL 

47 



Comme nous l'avons vu, de nombreux travaux ont mis en évidence un lien entre 

l'infection des lymphocytes B par EBV et la production de l'hIL-10 (Burdin et al., 1993). Cette 

cytokine favorise la prolifération et la différenciation des lymphocytes B, alors qu'elle régule 

négativement la réponse cellulaire T. L'augmentation de l'hIL-10 par l'EBV faciliterait ainsi la 

dissémination virale. 

Nagakomi et al. (Nakagomi et al., 1994) ont montré que la protéine LMP-1 est suffisante pour 

induire l 'hIL-10 au cours de la latence virale dans une lignée de lymphome de Burkitt. Par 

ailleurs, la réactivation virale est liée à l'augmentation significative de la production d 'hIL-10 

dans des lignées B où l'EBV est en phase de latence (Sairenji et al., 1998). Les travaux de 

Voorzanger et al. (Voorzanger et al., 1994) sur des biopsies de patients atteints de LNH ont 

permis de corréler la présence de ZEBRA avec l'expression de l'hIL-10. 

Ces résultats nous ont suggéré que ZEBRA induit l'hIL-10 au cours du cycle lytique du 

virus. Le virus prolongerait ainsi l'immunosuppression locale induite lors de la phase de latence 

par LMP-1 et favoriserait la prolifération et la survie des cellules tumorales. 

Afin d'étudier cette hypothèse, nous avons analysé l'effet de ZEBRA sur les différentes 

étapes de la production d'hIL-10 : son effet sur l'activité du promoteur de l'hIL-10 (pIL-10) en 

expression transitoire dans des lignées lymphocytaires B, sur la sécrétion d'hIL-10 de ces lignées 

ainsi que sur le taux d'ARNm hIL-1 O. 

Nous montrons que la protéine ZEBRA active ces trois étapes, qu'elle soit surexprimée 

dans les cellules ou ajoutée dans le milieu de culture. Ce dernier point impliquerait un passage 

transmembranaire de ZEBRA, ce que nous avons commencé à étudier. 
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MATERIEL ET METHODES 
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1-Lignées cellulaires 

Les cellules adhérentes de la lignée HeLa sont issues de carcinome utérin. Elles sont 

cultivées dans du milieu DMEM 5% SVF dans des flacons de 75 cm2 (FALCON, Polylabo, 

Strasbourg). Le milieu est supplémenté avec 2mM L-glutamine et 1 % penicilline/streptomycine. 

Les lymphocytes B sont des cellules en suspension cultivées dans du milieu RPMI 1640 10% 

SVF dans des flacons de 25 ou 75 cm2. Le milieu est enrichi en 0,25mM P-mercaptoéthanol, 1 % 

(v/v) MEM, lmM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine, 1 % (v/v) Antibiotiques-Antimycotiques. 

Tous les réactifs de culture sont fournis par GIBCO (Cergy-Pontoise, France). Les lignées B 

utilisées sont détaillées dans le tableau ci-dessous. 

Lignée cellulaire ongme EBV hIL-10 ARNm 

BJAB LNH - + 

BL70 BL - -

Tableau 3 : Lignées lymphocytaires B utilisées 
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li-Techniques développées 

1-Transfections 

1-1 Plasmides 

;;... Les vecteurs d'expression de ZEBRA sauvage sont les plasmides pSG-Z41 et pKSV-Z41 qui 

contiennent le promoteur SV40. Les mutants de la protéine ZEBRA sont clonés dans le 

vecteur pKSV-10, comme le pKSV-Z41. Les mutants du domaine de fixation, Z311 et ZJ, 

contiennent respectivement une mutation ponctuelle et un domaine substitué par celui du 

transactivateur c-jun (figure 9). Les mutants du domaine d'activation (d2-25, d25-42, d42-59, 

d59-93, d93-132, d59-132) sont des mutants de délétion (figure 9). Ces plasmides ont été 

gracieusement fournis par A. Sergeant (INSERM U412, Lyon) (Giot et al., 1991). Le 

plasmide pSG5 est utilisé pour standardiser la quantité totale de promoteur SV 40 transfectée. 

;;... Les différentes constructions du promoteur de l'hIL-10 (pIL-10) ont été obtenues grâce à la 

collaboration avec D. Kube (Tuebingen, Allemagne). La structure du promoteur de l'hIL-10 

est accessible sur GenBank/EMBL sous le numéro X78437 (annexe). La figure 10 est une 

représentation schématique du pIL-10 et des différentes constructions utilisées, de la plus 

grande à la plus petite: Pl, P2, P3, P4. Le promoteur est placé en amont du gène de la 

luciférase et cloné dans le vecteur pGL2. 
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Figure 10: Structure schématique de pIL-10 et des fragments insérés dans un plasmide rapporteur. 
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1-2 Transfection au phosphate de calcium (CaP03) 

Principe: l'ADN plasmidique est précipité par le CaP03 et pénètre ams1 dans les cellules 

adhérentes. 

Les cellules HeLa sont ensemencées dans des boîtes de culture de 35mm (FALCON, Polylabo, 

Strasbourg) à raison de 200.000 cellules/ boîte dans 2 ml de DMEM 5% SVP. Le mélange de 

plasmides est préparé dans un tube Eppendorff et le volume total est ajusté à 52,5µ1 avec de l'eau 

ultrapure. 

Après ajout de 60µ1 de 2X HBS (Hepes Buffer Saline) dans chaque tube et de 7,5µ1 de 2M 

CaC12, le mélange plasmidique repose 30 min à température ambiante (TA). Puis, ce mélange est 

déposé sur les cellules; 16 à 20 heures plus tard, les cellules sont lavées et du milieu neuf est 

ajouté dans chaque boîte. Le lendemain, les cellules sont lysées avec le tampon du kit de 

détection de la luciférase (Luciferase Assay System TM, PRO MEGA, Madison, USA). 

1-3 Electroporation 

Principe: la décharge électrique (200-250V) entraîne des trous dans la membrane_cellulaire ; 

l'ADN chargé négativement migre dans le champ électrique et pénètre dans la cellule. Cette 

technique est utilisée pour les cellules en suspension. Les cellules sont réparties dans les cuvettes 

BIORAD 0,4 cm à raison de 107 /cuvette. Le mélange ADN est déposé dans la cuvette. Après 

1 Omin d'incubation dans la glace, la cuvette est placée dans l'électroporateur (Gene Pulser 

Apparatus, BIORAD, Marnes la Coquette, France) et le voltage est appliqué. Les cellules sont à 

nouveau placées dans la glace 1 Omin puis remises en culture dans 10 ml de RPMI 10% SVP 

pendant 24H. Le lendemain, les cellules sont lysées avec le tampon luciférase. 
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1-4 Dosage de l'activité luciférase 

D'après les indications du kit PROMEGA, les cellules sont lavées avec du tampon lX PBS 

(GIBCO, Cergy-Pontoise) refroidi à +4°C, puis lysées pendant 15 min à 37°C. Après 

centrifugation, 20µ1 du surnageant sont mélangés à 100µ1 de substrat luciférine. La réaction 

enzymatique est à l'origine d'émission de lumière quantifiée par un luminomètre (BERTHOLD). 

2-Purification des protéines 

2-1 GST-ZEBRA 

Les bactéries compétentes (JM 109) sont transformées avec le plasmide PGEX-EB 1 qui code 

pour la protéine de fusion GST-ZEBRA. Ces bactéries sont ensemencées dans 1 Oml de 1 X LB 

(Luria-Broth) supplémenté avec de l'arnpicilline au 111000 pendant 18 à 20H à 37°C. Le 

lendemain, le volume de culture est ajusté à 250 ml de LB. Lorsque la DO atteint 0,4, O,lmM 

final d'IPTG (inositolphosphate thiogalactoside) est ajouté pour induire le promoteur qui contrôle 

l'expression de la GST-ZEBRA et l'incubation se prolonge pendant 3H à 37°C. Après 

centrifugation, les culots bactériens sont traités avec 2,5ml de tampon de lyse (25mM NaHP04, 

5mM KH2P04, 200mM EDTA, lmM DTT, 2µ1/ml de PMSF et O,lmg/ml de lysosyme) et 

soniqués. 

Le lysat est dilué (1/3) avec du tampon 50 mM Tris pH8 et passé sur une colonne échangeuse 

d1ions QlO. La chromatographie est assistée par l'appareil Biologie (BIORAD). La protéine GST-

ZEBRA est éluée à 11aide d1un gradient linéaire de 2M NaCl dans le tampon 50mM Tris pH8. Les 

fractions collectées sont analysées en gel de protéines et en Western Blot anti-ZEBRA. Après 

dialyse contre 500 ml de lX PBS pH7,3 à +4°C, les :fractions sont passées sur une colonne 

d1affinité (Billes glutathion-Sepharose 4B, PHARMACIA, Orsay). La protéine est éluée avec du 
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20mM glutathion 50mM Tris pH8. La présence de ZEBRA est contrôlée et les fractions sont 

dialysées contre du lX PBS. 

2-2 GST 

La protéine GST est utilisée comme contrôle. La production de la protéine en bactéries est 

identique à celle de GST-ZEBRA. Le lysat est passé sur lml de suspension de billes placées dans 

un Eppendorff de 1,5ml. Après 10 min d'incubation à +4°C, la colonne est lavée et la protéine est 

éluée avec du 20mM glutathion lOOmM Tris pH8. La purification est contrôlée avec un gel de 

protéines et GST est dialysée contre 11 de lX PBS à +4°C. 

3-lncubation des cellules avec GST-ZEBRA 

Les cellules BJAB sont réparties dans une plaque 24 puits (FALCON, Polylabo, Strasbourg) 

à raison de 106 I puits de 2 ml de RPMI 10% SVF. La protéine GST-ZEBRA est déposée à une 

concentration de 5, 10 ou 20µg/ml. La protéine GST est systématiquement utilisée en contrôle 

aux mêmes concentrations. Les cellules sont mises à l'étuve et récupérées après 24, 48 ou 72H. 

Les surnageants sont prélevés pour un ELISA hIL-10 et les culots sont traités pour quantifier les 

ARNm hIL-10. 

4-ELISA hll-10 

Le taux d'hIL-10 dans le surnageant des cellules BJAB a été quantifié selon les indications du 

kit ELISA hIL-10™ (IMMUNOTECH, Marseille). Brièvement, 50µ1 de surnageant sont déposés 

dans un puits recouvert d'un Ac monoclonal anti-hIL-10; après 2H d'incubation à TA sous 
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agitation, les puits sont lavés et un Ac monoclonal anti-hIL-10 biotinylé ainsi que son conjugué 

streptavidine marqué à la peroxydase (HRP) sont déposés. Suite à une incubation de 30min à TA 

et à un lavage, 100µ1 de substrat puis 50µ1 de solution d'arrêt sont successivement ajoutés avant 

lecture à 450nm au spectrophotomètre. 

5-Western Blot (WB) anti-ZEBRA 

Les transfections sont contrôlées en Western Blot pour vérifier l'expression de la protéine 

ZEBRA. 10µ1 de lysat (tampon de lyse du kit Promega) sont déposés sur un gel à 12% 

d'acrylamide. Les Ac monoclonaaux AZ125 (1/400) ou AZ130 (1/10000) sont utilisés comme Ac 

primaire; l'Ac anti-souris couplé à l'HRP est utilisé comme Ac secondaire (dilué au 1/3000). La 

réaction immunologique est ensuite révélée par chimioluminescence (kit Western Blotting 

Reagents™, AMERSHAM). 

6- Détection des ARNm de l'hll-10 

Les cellules BJAB dont les surnageants ont été prélevés pour le dosage de l'hIL-10 par 

ELISA sont lysées selon les indications du kit High Pure RNA Isolation Kit™ (ROCHE, 

Meylan). Les extraits sont ensuite filtrés. Les ARNs sont retenus sur la colonne puis élués avec 

100 µl de tampon d'élution. Après dosage au spectrophotomètre, 3.6 mg d'ARNs totaux de 

chaque échantillon sont congelés à -80°C. Le kit RiboQuant™ (PHARMINGEN, Belgique) 

permet la détection et la quantification des ARNm de l'hlL-1 O. Brièvement, la première étape 

consiste à synthétiser une sonde ARN anti-sens marqué au phosphore 32 (1,6.105 cpm/µl de 

sonde) spécifique de l'ARNm de l'hIL-1 O. La sonde est ensuite placée en excès dans le mélange 
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d'ARNs totaux des échantillons. Après hybridation et traitement à la RNAse, les ARNs double 

brin sont purifiés (phenol-Tris, choroforme- alcool isoamylique) et déposés sur un gel à 5% 

d'acrylamide. Après migration, la quantité d'ARNm d'hIL-10 est évaluée par rapport à l'intensité 

des bandes, en autoradiographie. 
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RESULTATS 
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A-Action de ZEBRA sur le promoteur de l'hll-10 (pll-10} 

1-ZEBRA sauvage 

ZEBRA ayant la capacité d'activer des gènes, nous avons étudié son action sur le pIL-10. Dans 

ce but, nous avons cotransfecté les cellules HeLa et BL 70 par un gène rapporteur (luciférase) 

sous contrôle de différentes constructions de pIL-10 avec un vecteur d'expression de ZEBRA. 

Les constructions de pIL-10 sont Pl (-4000/+1), P2 (-2300/+1), P3 (-2000/+1) et P4 (-340/+1) 

(figure 10). Nous avons donc comparé l'effet de ZEBRA sur celles-ci. 

Nous avons dans un premier temps testé les cellules HeLa, modèle cellulaire classiquement 

utilisé pour les essais de transcription en gène rapporteur. Pour une quantité de vecteur 

d'expression de ZEBRA transfectée variant de 0 à lOOOng, aucune activation n'est observée sur 

les 3 constructions de pIL-10: P2, P3, P4 (figure 11). Cependant, ce type cellulaire ne constitue 

pas un modèle de l'infection à EBV. C'est pourquoi nous avons effectué une expérience similaire 

dans une lignée B permissive à l'EBV. 

Les cellules BL 70 sont des lymphocytes B EBV négatifs issus de lymphome de Burkitt. La 

protéine ZEBRA active dans ces cellules la plus grande construction Pl. En effet, l'activité de Pl 

est multipliée par 2 pour 25µg de vecteur d'expression de ZEBRA transfectés, sur la figure 12. 

Selon les expériences, cette activation par ZEBRA a pu être supérieure, mais jamais au delà d'un 

facteur 5. Cette variabilité serait dûe à la phase de croissance cellulaire au moment de la 

transfection. L'expression de ZEBRA est systématiquement contrôlée en Western Blot (figure 

13). Nous observons une expression de ZEBRA qui augmente en fonction de la quantité de 

plasmide transfectée. Les autres constructions P2 et P4 sont également activées par ZEBRA de 

façon dose-dépendante, jusqu'à 3,5 fois pour P4 qui correspond à la forme la plus courte du 

promoteur (figures 12A et 12B). Ainsi, toutes les constructions testées dans les cellules BL70 

sont activées par ZEBRA; la plus petite (P4) est suffisante pour cette activation. 
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Figure 11 : Activation de pll-10 par ZEBRA dans les cellules Hela. 

200.000 cellules ont été cotransfectées au CaP03 avec le vecteur d'expression de 
ZEBRA pSG-Z41 (0 à 1000ng) et un plasmide contenant le pll-10 cloné en amont du 
gène rapporteur luciférase. Les 3 constructions du pll-10, P2, P3 et P4 ont été testées 
(1 OOOng). 48H après transfection , 1 'activité luciférase pour chaque construction est 
dosée et convertie en niveau d'activation par rapport à 1 'activité basale du promoteur 
(en l 'absence de ZEBRA). 
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Figure 12 : Activation de pll-10 par ZEBRA dans les cellules BL70. 
1 os cellules sont électroporées avec le vecteur d 'expression de ZEBRA pKSV-Z41 (0 à 25 µg) et le 
plasmide rapporteur contenant plL-10 (Sµg). L 'activité luciférase dosée à 24H est convertie en 
niveau d'activation par rapport à 1 'activité basale du promoteur. Ici, 1 'activité de ZEBRA a été 
comparée sur les différentes constructions de plL-10.(A) La grande construction P1 est comparée à 
la plus petite P4.(B) P1 est également comparée à la moyenne construction P2. 
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2-Mutants de ZEBRA 

Nous avons reproduit ces transfections avec les mutants de substitution et de délétion de la 

protéine ZEBRA. 

2-1 Mutants du domaine de fixation 

Dans le but de savoir si ZEBRA transactive l'hIL-10 par fixation directe sur son promoteur, nous 

avons testé les mutants du domaine de fixation de la protéine. Le mutant Z3 l l correspond à une 

mutation ponctuelle du domaine de fixation de ZEBRA tandis que le mutant ZJ a pour domaine 

de fixation celui du transactivateur cellulaire c-jun (figure 9). Dans les 2 cas, les mutants Z3 l l et 

ZJ n'induisent pas d'activation de Pl, ni de P4 (figure 14): ZEBRA semble activer le pIL-10 par 

fixation directe sur l' ADN au niveau de sites différents de ceux occupés par c-jun. 

2-2 Mutants du domaine d'activation 

Pour déterminer la portion de ZEBRA impliquée dans l'activation de pIL-10, nous avons répété 

les transfections dans les cellules BL 70 avec les mutants délétés de certaines portions du 

domaine d'activation de la protéine ZEBRA. 

Nous avions à notre disposition six mutants de délétion du domaine d'activation de ZEBRA 

(figure 9). Nous avons dans un premier temps comparé l'activité de ZEBRA sauvage par rapport 

à celle du mutant délété de la portion 59-93 (d59-93) sur Pl. En effet, le mutant d59-93 n'est pas 

délété de la portion qui supporte l'essentiel de l'activité transactivatrice de ZEBRA sur les gènes 

viraux (Giot et al., 1991 ). Nous observons que le mutant d59-93 présente une activité comparable 

à celle de ZEBRA sauvage, ceci quelques soient les quantités transfectées (figure 15). Le niveau 

d'activation atteignant 4 avec 30µg transfectés, nous avons choisi cette quantité pour tester les 

autres mutants. Les mutants d42-59, d59-93, d93-132 et d59-132 conservent une activité sur les 2 

constructions Pl et P4 (figure 16). Par contre, les mutants d2-25 et d25-42 n'ont pas la capacité 
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d'activer ces constructions. L'expression des différents mutants a systématiquement été contrôlée 

en Western Blot (résultats non présentés). La région 2-42 du domaine d'activation de ZEBRA est 

donc indispensable à son action sur le pIL-1 O. 

63 



c 
0 
~ > .. 
CJ _ca 

"C 
:J ca 
Cl) 
.~ z 

3 

2 

1 

0 

~ZEBRA 

Figure 13: Analyse de 1 'expression de ZEBRA en Western Blot. 

Après transfection de différentes quantités du vecteur d 'expression de ZEBRA, pSG-
Z41, dans les cellules BL70 par électroporation, les cellules sont lysées. 1 OµI d 'extrait 
sont déposés sur un gel d 'acrylamide à 12%. L'Ac primaire est l'Acm AZ125 dilué au 
1/400. L'anti-lgG de souris conjugué à la peroxydase est utilisé comme Ac secondaire au 
1/3000. La réaction immunologique est révélée en ECL. 
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Figure 14: Incidence des mutations du domaine de fixation de ZEBRA sur 
l'activité du pll-10 dans les cellules BL70. 
106 cellules sont électroporées avec d 'une part 30µg d 'un vecteur d 'expression de ZEBRA sauvage 
(pKSV-Z41 ou Wt) ou mutée au niveau de son domaine de fixation (Z311 ou ZJ); les plasmides 
rapporteurs sont la grande construction P1 ou la petite P4 (Sµg). L 'activité luciférase est dosée à 24H 
et convertie en niveau d 'activation par rapport à 1 'activité basale de P1 et P4. 
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Figure 15 : Activation du pll-10 (P1) par ZEBRA dans les cellules BL70. 
1 os cellules sont électroporées avec d 'une part un vecteur d 'expression de ZEBRA sauvage pKSV-
Z41 (Wt) ou avec le vecteur d'expression de ZEBRA délétée en 59-93 (d59-93); d'autre part, le 
plasmide rapporteur est la plus grande construction de pll-10 P1 (Sµg). L'activité luciférase est dosée 
à 24H, puis convertie en niveau d 'activation par rapport à 1 'activité basale de P1 . 
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Figure 16 : Incidence des mutations du domaine d 'activation de ZEBRA sur 
1 'activité du pll-10 dans les cellules BL70. 
1 os cellules sont électroporées avec d 'une part 30µg d 'un vecteur d 'expression de ZEBRA, sauvage 
(pKSV-Z41 ou Wt) ou délétée au niveau de son domaine d'activation (d2-25, d25-42, d42-59, d59-93, 
d93-132, d59-132); les plasmides rapporteurs sont la grande construction P1 ou la petite P4 (Sµg). 
L 'activité luciférase est dosée à 24H et convertie en niveau d'activation par rapport à 1 'activité basale 
de P1 et P4. 
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B-Action de ZEBRA sur la production cellulaire d'hll-10 

Nous avons ensuite voulu vérifier si l'action de ZEBRA sur le promoteur de l'hIL-10 

avait effectivement une conséquence sur la production cellulaire d'hIL-1 O. 

1-Sur la sécrétion 

Nous avons utilisé la lignée BJAB. Ce sont des lymphocytes B qui produisent et sécrètent de 

l'hIL-10 de façon constitutive. Ces cellules ont été incubées avec la protéine de fusion GST-

ZEBRA, produite en bactéries et purifiée, déposée dans le milieu de culture. Afin de vérifier la 

spécificité de la partie ZEBRA de GST-ZEBRA, nous avons testé parallèlement la protéine GST 

dans les mêmes conditions. 

La sécrétion basale de l'hIL-10 est fortement augmentée en présence de GST-ZEBRA (jusqu'à 

un facteur 30) et peu en présence de GST seule (un facteur 2 à 3) (figure 17). Cette sécrétion 

augmente d'une part avec la concentration de GST-ZEBRA déposée et d'autre part avec le temps 

(ici jusqu'à 72H). Des dosages réalisés pour des temps plus courts d'incubation montrent une 

augmentation de la sécrétion visible dès 1 lH de traitement (résultats non présentés). 

2-ARNm de l'hll-10 

Nous avons voulu savoir si l'augmentation de la sécrétion pouvait être la conséquence 

d'une augmentation des ARNm de l'hIL-10. Nous avons donc analysé les culots des cellules 

B.TAB après dépôt de GST-ZEBRA à différents temps et plusieurs concentrations. Le niveau 

d' ARNm 6H après dépôt de GST-ZEBRA sur les BJAB est supérieur à celui détecté dans ces 

mêmes cellules traitées par GST (figure 18). 

Les résultats concernant l'action de ZEBRA sur la sécrétion d 'hIL-10 sont donc corrélés à 

l'augmentation des ARNm hIL-10. 
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Figure 17: Sécrétion d'hll-10 par les cellules BJAB après dépôt de GST-
ZEBRA. 

La protéine est déposée aux concentrations 5, 10 ou 20µg/ml sur 106 cellules et les surnageants 
sont récupérés après 24, 48 et 72H. Le taux d 'hlL-10 dans les surnageants est dosé par ELISA La 
protéine GST (en bleu clair) est utilisée comme contrôle. 

Après dépôt de GST Après dépôt de GST-ZEBRA 

Figure 18 : Détection des ARNm hll-10 dans les cellules BJAB. 

La protéine GST-ZEBRA (5µg/ml) a été déposée sur les cellules BJAB (106) . Les extraits cellulaires 
prélevés à 6H sont analysés pour 1 'expression des ARNm de 1 'hlL-10 par rapport au contrôle GST 
(Sµg/ml) . Les ARNm extraits sont détectés par le kit RiboQuant™ . 
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DISCUSSION - PERSPECTIVES 
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Nous avons montré que ZEBRA active le promoteur de l'hIL-10 (pIL-10) en transfection 

transitoire, dans les lymphocytes B BL 70. La protéine virale active 2 à 5 fois la plus grande 

construction du pIL-10: Pl. Cette activation est significative et reproductible mais reste faible 

par rapport à l'effet activateur de ZEBRA sur son propre promoteur et à l'effet activateur de 

nombreux facteurs de transcriptions en général. Les cellules sont transfectées par électroporation 

: cette technique nécessite un grand nombre de cellules (107
) et une quantité importante de 

chaque plasmide (30µg) et le taux de cellules transfectées est faible. En conséquence, nous 

projetons de remplacer cette technique par celle du DEAE-Dextran. Le rendement de transfection 

étant plus important, l'expression de ZEBRA peut être meilleure donc entraîner une activation du 

pIL-10 supérieure. Par ailleurs, nous avons à notre disposition une lignée épithéliale transfectée 

de façon stable par le gène BZLF 1 qui code pour ZEBRA. Il est prévu que nous reproduisions 

ces transfections dans cette lignée ; cette perspective n'est pas en contradiction avec les résultats 

négatifs obtenus dans les cellules HeLa d'origine épithéliale. En effet, Cayrol et al. (Cayrol and 

Flemington, 1995) ont montré que ZEBRA active les gènes cellulaires TGF-~1 et TGF-~igh3 

lors de son expression dans une lignée stable HeLa. Ils ont également montré que ZEBRA active 

ces gènes (16 fois) dans une expérience de cotransfection transitoire, comme nous l'avons fait, 

dans une lignée EBV négative issue de lymphome de Burkitt (BL). Mais, ils n'ont pu reproduire 

cette activation en cotransfection transitoire dans les cellules HeLa. Par contre, Flemington et al. 

(Flemington and Speck, 1990) ont observé une activation de c-fos par ZEBRA en cotransfection 

transitoire dans une lignée B issue de BL, également dans les cellules HeLa. 

Ces résultats négatifs que nous avons observé dans les cellules HeLa peuvent être attribués à un 

phénomène de spécificité cellulaire. En effet, les travaux de Lieberman et al. (Lieberman et al., 

1989) sur l'activation du promoteur viral Not I repeat par ZEBRA ont avancé la notion de 

spécificité cellulaire. Selon la distance du ZRE au promoteur basal et selon l'environnement de 
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ce ZRE (c'est-à-dire les séquences régulatrices voisines), ZEBRA activerait un promoteur en 

coopération avec d'autres facteurs cellulaires spécifiques, qui pourraient être absents dans les 

cellules HeLa. 

Nous avons également montré que les constructions P2 (-2300/+1) et P4 (-340/+1) sont 

activées de façon plus importante que P 1 (-4000/+ 1) par ZEBRA. Dans l'hypothèse où ZEBRA 

active le pIL-10 par l'intermédiaire des sites AP-1, comme sur le promoteur de c-fos (Flemington 

and Speck, 1990), nous avons recherché ces sites. Il existe plusieurs sites AP-1 sur le pIL-10 

mais leur position varie selon la banque de données consultée. C'est pourquoi, nous n'avons pas 

entrepris d'interpréter les résultats en fonction de la localisation des sites AP-1. 

La petite construction P4 est activée par ZEBRA donc la région -340/+ 1 est suffisante pour 

l'effet du transactivateur viral; ceci est en accord avec les travaux de Lieberman et al. 

(Lieberman et al., 1997) qui montrent que ZEBRA agit sur la machinerie transcriptionnelle 

cellulaire, au niveau du site d'initiation de la transcription (+1) en stabilisant certains complexes. 

Nous avons prévu de vérifier et de localiser la fixation de ZEBRA sur la construction P4 en gel 

retard. L'activation de P4 par ZEBRA est supérieure à celle de Pl : la délétion de la zone silencer 

(-800/-300) favoriserait l'action de ZEBRA, ce qui est en accord avec les travaux de Kube et al. 

(Kube et al., 1995) sur le séquençage de pIL-1 O. 

Concernant les mutants du domaine de fixation, leur incapacité à activer Pl ou P4 

suggère que ZEBRA active le pIL-10 par fixation directe sur l' ADN. La mutation ponctuelle du 

Z311 annule l'action de ZEBRA ; la substitution du domaine de fixation par celui de c-jun 

(mutant ZJ) annule également l'action de ZEBRA. Alors que ZEBRA occupe les sites AP-1 

canoniques du promoteur viral PM (Giot et al., 1991), elle ne semble pas s'y fixer sur le pIL-10; 

son action semble donc se faire par l'intermédiaire de sites ZRE spécifiques. 
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Les mutations du domaine d'activation de ZEBRA ont montré que les régions 2-25 et 25-

42 sont impliquées dans l'action sur le pIL-10. En effet, les mutants délétés de ces 2 régions 

perdent la capacité à activer Pl et P4. En revanche, les autres régions ( 42-59, 59-93, 93-132) ne 

semblent pas participer à cette activation. Ces résultats diffèrent de ceux de Giat et al. (Giat et 

al., 1991) qui montrent que seule la délétion du domaine 25-42 annule l'action de ZEBRA sur le 

promoteur viral DR. Les travaux de Flemington et al. (Flemington et al., 1992) ont montré que 

seule la portion 28-78 de la protéine est nécessaire à l'activation d'un promoteur induit par 

ZEBRA. 

Ainsi, nous avons mis en évidence la participation du domaine 2-25 dans l'activation du 

gène cellulaire de l'hIL-10. 

Nos résultats ont par ailleurs montré la corrélation entre l'action de ZEBRA endogène sur 

le promoteur de l'hIL-10 (en cotransfection) et l'action de ZEBRA exogène (sous forme de 

protéine de fusion GST-ZEBRA) sur la sécrétion et la transcription de l'hIL-1 O. Cette action de 

ZEBRA exogène suggère que la protéine traverse la membrane cellulaire. 

Deux hypothèses se sont alors présentées : 

~ ZEBRA agit au niveau de la membrane cellulaire pour augmenter la transcription 

et la sécrétion d'hlL-10. Ceci implique que la protéine est libérée dans le milieu 

extracellulaire, phénomène observé à la fin du cycle lytique de l'EBV aboutissant à la lyse 

cellulaire. Cette action externe a été mise en évidence pour le transactivateur Tax du virus 

HTL V-1 : cette protéine, apportée de façon exogène dans le milieu de culture de cellules 

neuronales, induit la transcription et la sécrétion du TNF-a 4H après dépôt (Cowan et al., 

1997). Egalement, l'induction du TGF-~ 1 par le transactivateur Tat du virus HIV-1 a été 

étudiée (Reinhold et al., 1999). La protéine virale se lierait à l'antigène de membrane 

CD26 et induirait la sécrétion de l'immunosuppresseur TGF-~1 . Cette action dépend 
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donc du type cellulaire et du nombre de récepteurs présents à la surface. Si ZEBRA 

exerce son effet de la même façon, c'est-à-dire par l'intermédiaire d'un récepteur, ceci 

expliquerait la différence observée entre les cellules BJAB et les BL 70 (résultats non 

présentés). En effet, alors que la sécrétion induite d'hIL-10 par les cellules BJAB est 

significative, aucune sécrétion par les cellules BL 70 n'est observée. 

ZEBRA traverse la membrane cellulaire. 

Les travaux de Schwarze et al. (Schwarze et al., 1999) ont mis en évidence un passage 

membranaire de la protéine Tat du virus HIV-1. Tat est capable seule de passer la 

membrane mais également fusionnée à une autre protéine. Ceci peut aboutir à un nouveau 

concept de thérapie génique : la délivrance de protéines dans la cellule par un vecteur 

protéique d'origine virale. 

Nos projets consistent à étudier cet éventuel passage membranaire. Nos travaux en cours 

consistent à incuber la protéine GST-ZEBRA avec les cellules Raji EBV positives et Raji 

DR-CAT (transfectées de façon stable avec le gène CAT sous contrôle du promoteur viral 

DR) et observer, dans le premier cas une réactivation virale, dans le second l'expression 

de la protéine CAT. Nous envisageons également d'analyser le trajet de ZEBRA dans la 

cellule en Immunofluorescence ; il sera très intéressant de rechercher les ligands 

membranaires et/ou cytosoliques de ZEBRA pour comprendre son action sur l'hlL-10, 

que cette action soit externe ou interne. 
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Thèse soutenue par : Ségolène MAHOT 

Titre : Immunomodulation induite par le transacivateur ZEBRA du virus 

d'Epstein-Barr. 

Conclusion : 

L'étude des interactions hôte-virus contribue à une meilleure compréhension du 

fonctionnement du système immunitaire et de sa régulation. Dans un contexte de latence, 

le génome viral est maintenu dans les cellules infectées grâce à une expression 

antigénique limitée. Nombreux sont les virus qui ont développé différentes stratégies pour 

échapper au système immunitaire de l'hôte : on parlera alors d'immunosubversion virale. 

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) a été le premier à être associé à des cancers humains. 90% 

de la population est infectée et il semble que cette "cohabitation" ait favorisé, tout au long 

de l'évolution humaine, une capture de certains gènes cellulaires par le virus. L'EBV s'est 

ainsi "armé" de protéines virales, homologues ou non aux protéines humaines, afin de 

moduler le système immunitaire de l'hôte. Ainsi, le virus est capable de bloquer les effets 

antiviraux de l'IFN, de limiter l'apoptose des cellules infectées, ou encore de bloquer la 

présentation d'antigènes aux cellules effectrices de la réponse immunitaire. Les 

pathologies associées à l'EBV, dans un contexte d'irnrnunodépression ou 

d'immunocompétence, résultent d'un déséquilibre dans l'interaction hôte-virus. La 

détection d'interleukine-10 chez les patients présentant un lymphome post-transplantation, 

un lymphome de Burkitt ou encore un lymphome non hodgkinien a révélé une nouvelle 

stratégie du virus visant à favoriser sa dissémination : le virus possède une protéine 

homologue à l'interleukine-10 humaine (hIL-10), nommée vIL-10, synthétisée au cours de 

la phase productive de virions. Cette vIL-10, qui possède les mêmes propriétés que l'hIL-

10 , exerce cependant des effets 3 à 10 fois plus faibles. Les travaux de Burdin et al. 

(Burdin et al., 1993) ont montré que l'infection de lymphocytes B par EBV entraîne une 

augmentation de l'hIL-1 O. Cette cytokine favorise d'une part la croissance et la 

prolifération des lymphocytes B et induit d'autre part une immunosuppression visant les 

monocytes/macrophages et les lymphocytes T. La protéine LMP-1 induirait le gène de 

l'hIL-10 au cours de la phase de latence du virus (Nakagomi et al., 1994). Lors de la 

réactivation virale, Sairenji et al. (Sairenji et al., 1998) ont observé que l'expression de 
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ZEBRA est associée à l'augmentation de la sécrétion d'hIL-10 par une lignée 

lymphocytaire B. Au vu des propriétés transactivatrices de ZEBRA sur des gènes viraux 

(Cox et al., 1990; Farrell et al., 1989; Urier et al., 1989) et cellulaires (Cayrol and 

Flemington, 1995; Flemington and Speck, 1990; Gstaiger et al., 1996), nous avons 

suggéré que ZEBRA est capable d'induire l'hIL-1 O. Nous avons donc étudié l'action de 

ZEBRA sur les différentes étapes de la production de l'hIL-10 en analysant son effet sur 

l'activité du promoteur de l'hlL-10 (pIL-10) en expression transitoire dans des lignées 

lymphocytaires B, sur la sécrétion d'hIL-10 et sur le taux d'ARNm hIL-10 dans ces 

mêmes lignées. Nous montrons que la protéine ZEBRA active ces trois étapes, qu'elle soit 

surexprimée dans les cellules (endogène) ou ajoutée dans le milieu de culture (exogène) ; 

ce dernier point impliquerait un passage transmembranaire de ZEBRA, ce qui reste à 

démontrer. Une application clinique peut être envisagée : une protéine ZEBRA 

recombinante (complète ou partielle) augmente, in vitro, la production d'hIL-10 qui peut 

être ensuite utilisée en thérapeutique. En effet, les propriétés irnrnunosuppressives de 

l'hlL-10 peuvent être mises à profit pour induire une tolérance post-greffe ; par ailleurs, 

les propriétés anti-inflammatoires de la cytokine peuvent être exploitées dans la 

prévention de pathologies cardiovasculaires. D'autres modulateurs de l'expression de l'IL-

10 ont été identifiés : parmi ceux-ci, la tétracycline augmente l'expression du gène entre 

10 et 1600% (brevet anonyme : "Méthode utilisant des composés de tétracycline afin 

d'augmenter une production d'interleukine-10, W00015235). Nous montrons ainsi 

comment une stratégie virale visant la modulation du système immunitaire peut être 

détournée à des fins thérapeutiques. 

VU ET PERMIS D'IMPRIMER 

Grenoble, le 
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:] 1: GI "1167482" [GenBank] H.sapiens IL-10 gene PubMed, Protein, Related Sequences, 

LOCUS HSINTLlO 4181 bp 
DEFINITION H.sapiens IL-10 gene. 
ACCESSION X78437 
VERSION X78437.1 GI:1167482 

DNA 

KEYWORDS 
SOURCE 

IL-10 gene; interleukin 10. 
human. 

ORGANISM Homo sapiens 

PRI 27-JAN-1997 

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria; 
Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo. 

REFERENCE 1 (bases 1 to 4181) 
AUTHORS Kube,D., Platzer,C., von Knethen,A., Straub,H., Bohlen,H., 

Hafner,M. and Tesch,H. 
TITLE Isolation of the human interleukin 10 promoter. Characterization of 

the promoter activity in Burkitt's lymphoma cell lines 
JOURNAL 
MEDLINE 

REFERENCE 
AUTHORS 
TITLE 
JOURNAL 

REMARK 
REFERENCE 

AUTHORS 
TITLE 
JOURNAL 

REMARK 
REFERENCE 

AUTHORS 
TITLE 
JOURNAL 

REFERENCE 
AUTHORS 
TITLE 

JOURNAL 
MEDLINE 

COMMENT 
FEATURES 

source 

mRNA 

/ 

Cytokine 7 (1), 1-7 (1995) 
95267986 
2 (bases 1 to 4181) 
Kube,D. 
Direct Submission 
Submitted (21-MAR-1994) D. Kube, Medizinische Klinik I der 
Universitaet zu Koeln, LFI Ebene 4 Raum 508, Joseph-Stelzmann-Str 
9, 50924 Koeln, FRG 
Revised by [3] 
3 (bases 1 to 4181) 
Kube,D. 
Direct Submission 
Submitted (26-APR-1995) D. Kube, Medizinische Klinik I der 
Universitaet zu Koeln, LFI Ebene 4 Raum 508, Joseph-Stelzmann-Str 
9, 50924 Koeln, FRG 
Revised by [4] 
4 (bases 1 to 4181) 
Kube,D. 
Direct Submission 
Submitted (25-JAN-1996) D. Kube, Medizinische Klinik I der 
Universitaet zu Koeln, LFI Ebene 4 Raum 508, Joseph-Stelzmann-Str 
9, 50924 Koeln, FRG 
5 (basés 1 to 4181) 
Eskdale,J., Kube,D. and Gallagher,G. 
A second polymorphie dinucleotide repeat in the 5' flanking region 
of the human ILlO gene 
Immunogenetics 45 (1), 82-83 (1996) 
97045041 
On Jan 26, 1996 this sequence version replaced gi:790448. 

Location/Qualifiers / 
1. . 4181 
/organism="Homo sapiens" 
/db xref="taxon:9606" 
/tissue type="placenta" 
/clone Îib="pWe15 cosmid library" 
4023 .. >4181 
/gene="Il-10" 
/evidence=experimental 
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gene 4023 .. 4181 
/gene="Il-10" 

CDS 4051.. >4181 
/gene="Il-10" 
/codon start=l 
/produ~t="interleukin-10" 
/prote in id="Cl"Ji.55201. 1" 
/db xref;:;;-"GI:ll77469" 
/translation="MHSSALLCCLVLLTGVRASPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDL 
Il 

BASE COUNT 1181 a 1046 c 961 g 993 t 
ORIGIN 

1 agatcttgta aactgtagaa tgcaccctcc aaaatctatt tgcataagca cacacacaca 
61 cacacacaca cacaccccag cagttcttgc ctgcccagat tcctctgcag ctaaagtgat 

121 gaaacttact gggcggagct tcctaaaaag attattaggg tctcctgggt tggtgtgcct 
181 ttaaaccttt ggactttacc acctcctatc tctcctatct ccttgcaaca aaggttagga 
241 gaacaagaat gcagaaaaaa cgggtcctgg atgacatctg agtgcctgct ttgggcttct 
301 tgatgagtga gacagaaaat aaaatacaac cccctctttt aaaagccatg cttactcagg 
361 ttttccttca tttgcagcta aatacagaaa tgagagaata ttttggagca gggatggaag 
421 aagagaggta ttccccttcc cacaaccttc tgatttccca gtacatcccc cactggaaaa 
481 attcatttaa aatcagtata ataagcattg attagatgcc tactatgcat ctgggcttga 
541 gggcaaactg gactcaggcc ttttggcctc aagaagctca cagtgtgaga gtggcatttg 
601 tgtcctcttg aaattcacag gactaaattg tgcccaggct gacattctat ccatccatag 
661 gtgcctgcct tctcacttcc ctctcttcat gggctcttgc cttgtaccaa aatccaaacc 
721 caaatctcct cacatgtgag tgttggcatt catgtctcag acatgaccta tgggcttggg 
781 acttttcccc gtggacccca gtgacttttc agatgaacag gtatcttcaa aaacttgaga 
841 aataggagtc ctgtttgttg ttcttgttgc tttgtcaata taaggcacag ggtctttatt 
901 caaatgttca tactatctct tgacagaaat actatgagac atattgatgg agaagccgtt 
961 atctccatat gctaaatgag gacttgcacc agggaacttg cccatggttc tctccaacca 

1021 cttaaattct gaaattttga atgagagtgg acagtaattt caaatcaatg gggaaagaat 
1081 caaatcttca gcaaatggct tgagataatt agctacacat ttcagaacaa ataaagaagt 
1141 ca~atccggg ccgggcacag tggctcatgc ctgtaatctc agcactctgg gaggccaagg 
1201 cgggcggatc ataaggtcag gagatcgaga ccatcctggt taacacagtg aacccctctc 
1261 taataaaaat acaaaaaaaa ataaaaaaac ttagccgggc gtggtgccag gcgcctgtag 
1321 tcccagctac tcgggacgct gaggcaggag aatggcttga actcgggagg cagagcttgc 
1381 aggtgagctg agatcatgcc actgcactcc agcctgggca acagagcgag actctgtctc 
1441 aaaaaaaaaa aagaagtcag atcctaacct caaccctatt taacagatta tagatgaaag 
1501 aaaggtacaa atggctttta catacctccc ttctccctga cattttgtat gtgtgtgtgt 
1561 gtgtatttac acacacatct catataagga aattgaaggg aggctgcctg catccctgag 
1621 tcactctccc tctccttctg aatgcttacc tgtgcccaga ccacctcctt agcctcgcac 
1681 cctccaggct tacagggcac tcttctatgc ccatcccaag tatagctgaa ccttccaagg 
1741 gccagacttg gtgctaagta ccaagtacgc aaagattaat aaaacaatgt cctgtttcag 
1801 ggagctcaaa gctgattcgg cagggcatgg tgtgtacatg aatgataacc acgtagggtt 
1861 gcaggtttcc tagtgaggta agcacaaggc aagatgggaa acaaaggaag gaggggttca 
1921 cagcctcacc cagagtccag aacccctggc ctgcctggtg cccatgctga gtccacttct 
1981 ggaacaccca gctcagagag ggggttagac ctgcaggcta acacagacac agcccagaaa 
2041 acccaggagc cgagggggaa ggagaaaggt gcaagaaggg gaaacccagg tcctggtccc 
2101 cttctctctg cttcctggca gcagaactca gacagaaccc ttaagccagt ctaagtctgg 
2161 caggaccagt aagttctgag ttagctccat actagtttct agcaggctct ttctcacttc 
2221 ctgattctta ggtttctaca ttgacactcc ctgaagagtt gggaagagac accacagtcc 
2281 cctgaccctg atccataggt cacacagcag gcatccacag ggtgggcgtg ggccctctca 
2341 tccctccctc ccactcactt cacgctggct gggccccaag gtgtttgcac cccttgcagt 
2401 gagtgacctt ctctagtgca gcaagctcag aacctgct,gc cactggagtt gtcccattgc 
2461 tgatgcagaa aggtgaagaa ctagcagaac actggaaatg ccctccatct gggtccatgg 
25?1 ctacttaatg ctccctggca ggcaggagga caggtgctat tccctgttgg gacagatgaa 
2581 aaacagacac aggga_ggatg agtgatttgc cctgactata gagtggcagg gccaaggcag 
2641 agcccaggcc tcctgcacct aggtcagtgt tcctcccagt tacagtctaa actggaatgc 
2701 aggcaaagcc cctgtggaag gggaaggtga aggctcaatc aaaggatccc cagagacttt 
2761 ccagatatct gaagaagtcc tgatgtcact gccccggtcc ttccccaggt agagcaacac 
2821 tcctcgccgc aacccaactg gctcccctta ccttctacac acacacacac acacacacac 
2881 acacacacac acacacacaa atccaagaca acactactaa ggcttctttg ggaaggggaa 
2941 gtagggatag gtaagaggaa agtaagggac ctéctatcca gcctccatgg aatcctgact 
3001 tcttttcctt gttatttcaa cttcttccac cccatctttt aaactttaga ctccagccac 
3061 agaagcttac aactaaaaga aactctaag;g ccaatttaat ccaaggtttc attctatgtg 
3121 ctggagatgg tgtacagtag ggtgaggaél.a ccaaattctc agttggcact ggtgtaccct 
3181 tgtacaggtg atgtaacatc tctgtgcctc agtttgctca ctataaaata gagacggtag 
3241 gggtcatggt gagcactacc tgactagcat ataagaagct ttcagcaagt gcagactact 
3301 cttacccact tcccccaagc acagttgggg tgggggacag ctgaagaggt ggaaacatgt 
3'.}61 gcctgagaat cctaatgaaa tcggggtaaa ggagcctgga acacatcctg tgaccccgcc 
3·421 tgtcctgtag gaagccagtc tctggaaagt aaaatggaag ggctgcttgg gaactttgag 
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3481 gatatttagc 
3541 actgcctaag 
3601 atttctcaat 
3661 acacgcgaat 
3721 gaaatcaact 
3781 aaaaatagct 
3841 attgaaaact 
3901 tgtgccggga 
3961 atataaaagg 
4021 aaaccacaag 
4081 gtcctcctga 
4141 acccacttcc 

Il 

/ 

/ 
i 
3 sur 3 

••'-'-P•ll n n· ,., ,11 .... u1.111111011 .. •••b...., • ...... v, ...... ~ ...... .__ .,, ...................................... _,.._ ..... ..,...._, A A VI ,...., ___ _..._.t'" .._,...,1,Ll..J\..l.J.U\. 

ccaccccctc atttttactt ggggaaacta aggcccagag 
ttagcaagga gaagtcttgg gtattcatcc caggttgggg 
cccattgtat tctggaatgg gcaatttgtc cacgtcactg 
gagaacccac agctgagggc ctctgcgcac agaacagctg 
ttttttaatt gagaagctaa aaaattattc taagagaggt 
gtaatgcaga agttcatgtt caaccaatca tttttgctta 
aagtttatta gagaggttag agaaggagga gctctaagga 
aaccttgatt gtggcttttt aatgaatgaa gaggcctccc 
gggacagaga ggtgaaggtc tacacatcag gggcttgctc 
acagacttgc aaaagaaggc atgcacagct cagcactgct 
~tggggtgag ggccagccca ggccagggca cccagtctga 
caggcaacct gcctaacatg cttcgagatc t 

Restrictions on Use 1 Write to the HelpDesk 
NCBI I NLM I NIH 

/ 

acctaaggtg 
ggacccaatt 
tgacctagga 
ttctccccag 
agcccatcct 
cgatgcaaaa 
gaaaaaatcc 
tgagcttaca 
ttgcaaaacc 
ctgttgcctg 
gaacagctgc 
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RESUME 

L'étude des interactions hôte-virus contribue à une meilleure compréhension du 
fonctionnement du système immunitaire et de sa régulation. Dans un contexte de latence, 
le génome viral est maintenu dans les cellules infectées grâce à une expression 
antigénique limitée. Nombreux sont les virus qui ont développé différentes stratégies 
pour échapper au système immunitaire de l'hôte : on parlera alors d'immunosubversion 
virale. Le virus d'Epstein-Barr (EBV) a été le premier à être associé à des cancers 
humains. 90% de la population est infectée et il semble que cette "cohabitation" ait 
favorisé, tout au long de l'évolution humaine, une capture de certains gènes cellulaires par 
le virus. L'EBV s'est ainsi "armé" de protéines virales, homologues ou non aux protéines 
humaines, afin de moduler le système immunitaire de l'hôte. Ainsi, le virus est capable de 
bloquer les effets antiviraux de l'IFN, de limiter l'apoptose des cellules infectées, ou 
encore de bloquer la présentation d'antigènes aux cellules effectrices de la réponse 
immunitaire. Les pathologies associées à l'EBV, dans un contexte d'immunodépression 
ou d'immunocompétence, résultent d'un déséquilibre dans l'interaction hôte-virus. La 
détection d'interleukine-10 chez les patients présentant un lymphome post-
transplantation, un lymphome de Burkitt ou encore un lymphome non hodgkinien a 
révélé une nouvelle stratégie du virus visant à favoriser sa dissémination : le virus 
possède une protéine homologue à !'interleukine-IO humaine (hIL-10), nommée vIL-10, 
synthétisée au cours de la phase productive de virions. Cette vIL-10, qui possède les 
mêmes propriétés que l'hIL-10 , exerce cependant des effets 3 à 10 fois plus faibles. 
L'infection de lymphocytes B par EBV entraîne une augmentation de l'hIL-1 O. Cette 
cytokine favorise d'une part la croissance et la prolifération des lymphocytes B et induit 
d'autre part une immunosuppression visant les monocytes/macrophages et les 
lymphocytes T. La protéine LMP-1 induirait le gène de l'hIL-10 au cours de la phase de 
latence du virus. Lors de la réactivation virale, l'expression de ZEBRA est associée à 
l'augmentation de la sécrétion d'hIL-10 par une lignée lymphocytaire B. Au vu des 
propriétés transactivatrices de ZEBRA sur des gènes viraux et cellulaires nous avons 
suggéré que ZEBRA est capable d'induire l'hIL-10. Nous avons donc étudié l'action de 
ZEBRA sur les différentes étapes de la production de l'hIL-10 en analysant son effet sur 
l'activité du promoteur de l'hIL-10 (pIL-10) en expression transitoire dans des lignées 
lymphocytaires B, sur la sécrétion d'hIL-10 et sur le taux d'ARNrn hIL-10 dans ces 
mêmes lignées. Nous montrons que la protéine ZEBRA active ces trois étapes, qu'elle 
soit surexprimée dans les cellules (endogène) ou ajoutée dans le milieu .de culture 
(exogène) ; ce dernier point impliquerait un passage transmembranaire de ZEBRA, ce qui 
reste à démontrer. Une application clinique peut être envisagée : une protéine ZEBRA 
recombinante (complète ou partielle) augmente, in vitro, la production d'hIL-10 qui peut 
être ensuite utilisée en thérapeutique. En effet, les propriétés immunosuppressives de 
l'hIL-10 peuvent être mises à profit pour induire une tolérance post-greffe ; par ailleurs, 
les propriétés anti-inflammatoires de la cytokine peuvent être exploitées dans la 
prévention de pathologies cardiovasculaires. D'a~tres modulateurs de l'expression de l'IL-
10 ont été identifiés : parmi ceux-ci, la tétracycline augmente l'expression du gène entre 
10 et 1600%. Nous montrons ainsi comment une stratégie virale visant la modulation du 
système immunitaire peut être détournée à des fins thérapeutiques. 
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