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Int-6, nouveau constituant des corps nucléaires
contenant PML, est délocalisée
par la protéine Tax du virus HTLV-1

HTLV-1 a été le premier rétrovirus
pathogéne découvert chez I’homme.
Dans les zones de forte endémie
virale — sud du Japon, Caraibes,
Afrique intertropicale, Amérique
latine et Mélanésie — jusqu’a 30 % de
la population est infectée. La trans-
mission d’HTLV-1 peut se faire par
allaitement, contacts sexuels et trans-
fusions. HTLV-1 est I'agent étiolo-
gique de la leucémie a cellules T de
I'adulte (ATL pour adult T-cell leuke-
mia) et d’'une neuromyélopathie
chronique, la paraparésie spastique
tropicale (TSP/HAM pour tropical
spastic paraparesis/HTIL.V-1 associated
myelopathy). L'infection par HTLV-1
est aussi associée a plusieurs autres
manifestations cliniques: polymyo-
sites, arthrites, dermatites, exocrino-
pathies a type syndrome de Sjogren,
pneumopathies interstitielles lym-
phoides et uvéites [1].

Outre les trois génes gag, pol et env
qui codent pour les protéines de
structure des rétrovirus, HTLV-1 pos-
sede une région particuliere appelée
pX qui contient au moins quatre
cadres de lecture codant pour les pro-
téines p12', p13", p30" (ou Tof), Rof,
Rex et Tax [2]. Les quatre premiéres
protéines ont été découvertes récem-
ment et leur réle dans le cycle viral
est mal connu. On sait, en revanche,
que les protéines Rex et Tax sont
nécessaires a la réplication virale: Rex
controle I'abondance relative des dif-
férents ARNm viraux et Tax aug-
mente la transcription a partir du
promoteur d’HTLV-1. Plusieurs tra-
vaux indiquent que Tax joue un role
clé dans la genese des affections asso-
ciées a l'infection par HTLV-1. Tax
transforme en effet des lymphocytes
T établis en culture primaire [3] et,
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1450

mant Tax, on observe des effets myé-
lodégénératifs et des modifications de
la prolifération cellulaire qui peuvent
étre rapprochés de certaines anoma-
lies observées chez les sujets infectés
par HTLV-1 [4, 5].

Pour avancer dans la compréhension
des mécanismes moléculaires mis en
jeu dans le développement des affec-
tions associées a l'infection par
HTLV-1, nous avons entrepris un tra-
vail d’identification des différents
partenaires protéiques de Tax par le
systeme du double hybride dans la
levure [6]. Nous avons criblé une
banque d’ADNc de lymphocytes B
humains immortalisés par le virus
d’Epstein-Barr avec la protéine Tax
comme appat. Deux des clones isolés
codent pour I'équivalent humain du
produit du géne int-6. Ce géne int-6
(integration site 6) est le sixiéme
membre d’une famille de génes dont
I'expression est déréglée par I'inté-
gration du virus MMTV [7]. Le virus
peut s’intégrer a plusieurs endroits
dans le géne, aboutissant dans tous
les cas a la production de protéines
Int-6 tronquées. Ces travaux sugge-
rent que Int-6 serait un inhibiteur de
la prolifération cellulaire.

La protéine Int-6, parfaitement
conservée entre ’homme et la souris,
ne présente pas de similitude avec
d’autres protéines connues. Nous
avons étudié la localisation intracellu-
laire de Int-6 [8]. Des cellules COS7
ou HeLa ont été transfectées avec un
vecteur d’expression de int-6 placé
en fusion avec la séquence codant
pour I’épitope Flag. Les cellules
soumises a un marquage immuno-
fluorescent ont été examinées en
microscopie confocale. Int-6 est
concentrée sous forme de points
hétérogenes en taille et en nombre,

dispersés dans tout le noyau sauf les
nucléoles (figure 1A). Ce profil
d’immunofluorescence apparaissait
similaire a celui décrit pour d’autres
protéines nucléaires, en particulier la
protéine PML. (promyelocytic leukemia).
PML est en effet localisée au niveau
de structures particulieres appelées
«corps nucléaires» ou POD (PML
oncogenic domains) qui correspondent
a des complexes multiprotéiques [9,
10]. Par des expériences de double
marquage en immunofluorescence a
partir de cellules synthétisant la pro-
téine de fusion Flag-Int-6, nous avons
pu mettre en évidence une parfaite
co-localisation de Int-6 avec la pro-
téine PML endogéne dans les corps
nucléaires (figure 1A-C). Grace a la
production d’un anticorps polyclonal
dirigé contre les 20 derniers acides
aminés de Int-6, nous avons confirmé
que la protéine Int-6 endogene est
aussi localisée dans ces mémes struc-
tures nucléaires.

Si Int-6 est co-synthétisée avec la pro-
téine Tax, elle n’est plus retrouvée au
niveau des corps nucléaires. Int-6 et
Tax sont alors co-localisées dans le
cytoplasme sous la forme d’un mar-
quage périnucléaire intense et diffus
(figure 1D-F). Synthétisée seule, Tax
est retrouvée a la fois dans le noyau
et dans le cytoplasme (figure 1H).
Cette situation d’exclusion des corps
nucléaires est a rapprocher de ce qui
a été décrit dans les cellules de leucé-
mie aigué promyélocytaire [9, 10].
Dans cette leucémie associée a une
translocation chromosomique t(15;
17) qui juxtapose les génes PML et
RARa (récepteur de I'acide réti-
noique o), il y a production d’une
protéine de fusion PML/RARa qui
n’est plus localisée dans les corps
nucléaires mais dans de multiples
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Figure 1. Immunofluorescences en microscopie confocale montrant que Tax déplace spécifiquement la protéine Int-6
des corps nucléaires contenant PML. (A-C) Des cellules COS7 transfectées avec un vecteur d’expression du géene int-6
ont été soumises a un double marquage en immunofluorescence. Les marquages spécifiques de Int-6 surexprimée et
de PML endogéne sont respectivement en vert et en rouge. La superposition des deux marquages apparalt en jaune.
On observe une parfaite co-localisation des deux protéines Int-6 et PML dans le noyau, au niveau des corps nucléaires.
(D-F) Des vecteurs d’expression de int-6 et de tax ont €té transfectés dans des cellules COS7. Les marquages en vert
et rouge correspondent respectivement a Int-6 et Tax. Int-6, co-synthétisée avec la protéine Tax, n‘apparait plus au
niveau des corps nucléaires ; les deux protéines sont co-localisées dans le cytoplasme sous forme d’'un marquage péri-
nucléaire intense. (G-1) Les cellules ont €té€ transfectées avec un plasmide exprimant tax. PML endogéne apparait ici en
vert et Tax en rouge. Synthétisée seule (H), Tax est retrouvée a la fois dans le noyau et le cytoplasme. Lorsque les deux
protéines sont co-synthétisées, le marquage en points du noyau caractéristique de PML est maintenu.

Int-6 en la détournant de son site

structures microponctuées. PML,
capable de former des hétérodimeres
avec PML/RARGa, est également délo-
calisée dans ces microparticules ainsi
que d’autres constituants des corps
nucléaires. L’administration d’acide
rétinoique induit une rémission de la
leucémie avec réapparition des corps
nucléaires. Afin de savoir si Tax
désorganise le corps nucléaire dans
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son ensemble nous avons regardé la
localisation de PML dans des cellules
synthétisant Tax. Le marquage en
points dans le noyau caractéristique
de PML est maintenu en présence de
Tax (figure G-I), indiquant que Tax
déplace spécifiquement Int-6.

Au vu de ces résultats, nous propo-
sons que l'interaction de Tax avec
Int-6 entrainerait I'inactivation de

d’action naturelle. Si la fonction de
Int-6 est de régler négativement la
prolifération cellulaire [7], alors son
inactivation par Tax pourrait partici-
per aux désordres prolifératifs asso-
ciés a I'infection par HTLV-1.
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BEN Les fonctions des chimiokines
ne sont pas toutes redondantes!
Récemment, I’équipe de Marc Par-
mentier et de Gilbert Vassart (ULB,
Belgique) a rapporté I’observation
de sujets normaux dont la fonction
du récepteur CCR5 était détruite
par une mutation, et qui se trou-
vaient ainsi protégés contre I'infec-
tion par le VIH dont CCR5 est un
co-récepteur au niveau des macro-
phages (m/s n°8/9, vol. 12, p. 1037).
L’absence des conséquences patho-
logiques de la mutation du géne
CCR5 était mise sur le compte d’une
redondance fonctionnelle. Dans un
récent article, Hopken et al. (Boston,
MA, USA) montrent que cette
redondance n’est pas un phéno-
mene général. Ces auteurs ont inac-
tivé par recombinaison homologue
les deux alléles du géne codant pour
le récepteur du chimio-attractant
Cba, principalement synthétisé dans
les cellules du lignage myéloide, les
hépatocytes et les cellules épithé-
liales. Les souris homozygotes défi-
cientes ont un développement stric-
tement normal mais une sensibilité
trés augmentée a l’'infection par
Pseudomonas aeruginosa, qu’il soit
administré par voie intrabronchique
ou sous-cutanée. Le phénotype est
donc ici trés cohérent avec une ano-
malie de la réponse des neutrophiles
a cette bactérie. Cependant, la phy-

siopathologie des lésions n evoque
pas du tout un chimiotactisme anor-
mal: Pseudomonas colonise le pou-
mon infecté en dépit d’'une réponse
inflammatoire et d’un afflux accru
de polynucléaires neutrophiles qui
semblent étre incapables d’éliminer
I'agent pathogéne. Ces lésions rap-
pellent beaucoup celles observées
chez les malades atteints de mucovis-
cidose: absence d’élimination de
Pseudomonas aeruginosa en dépit
d’'une réponse inflammatoire extreé-
mement forte, avec afflux de polynu-
cléaires neutrophiles qui contribue a
aggraver les 1ésions (m/s n°7, vol. 11,
p. 1046). Les auteurs proposent
donc qu’une perturbation de I'inter-
action entre le facteur Cba et son
récepteur pourrait jouer un role
pathogénique dans les complica-
tions pulmonaires de la mucovisci-
dose.

[1. Hopken UE, et al. Nature 1996;
383: 86-9.]

MEN La protéine Bcl2, une cible du
pouvoir pro-apoptotique de la pro-
téase du VIH. Les lymphocytes
infectés par le virus du SIDA, le
VIH, meurent rapidement par apop-
tose ex vivo et, probablement, in
vivo. L’effet cytotoxique de la glyco-
protéine d’enveloppe gpl20 semble

étre I'un des mécanismes de cette
apoptose. Cependant, la synthese
intracellulaire de la protéase du VIH
provoque également une apoptose
rapide si bien que cet effet pourrait
se surajouter a celui de la gp120.
Une équipe industrielle américaine
vient de démontrer que cette pro-
téase du VIH était capable de cliver
la protéine anti-apoptotique Bcl2
entre la phénylalanine 112 et I'ala-
nine 113. Associée a une activation
du facteur de transcription NFxB,
cette inactivation de Bcl2 sensibilise
les cellules a ’apoptose [1]. Il faut
remarquer que ce déclenchement
de I'apoptose par le virus VIH est un
phénomene singulier puisque la
majorité des autres virus possede, au
contraire, des systémes anti-apopto-
tiques permettant de garder le plus
longtemps possible en vie les cel-
lules dans lesquelles ils se répli-
quent. Dans le cas du VIH, il se
pourrait que le déclenchement de
I’apoptose, suivi d’une phagocytose
des corps apoptotiques par des
monocytes/macrophages, fit en
réalité une stratégie permettant
d’infecter ces derniéres cellules faci-
lement et, du fait de leur mobilité,
de diffuser I'infection dans tout
I'organisme.

[1. Strack PR, et al. Proc Natl Acad
Sci USA 1996; 93: 9571-6.]

m/s n° 12, vol. 12, décembre 96



