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RESUME. - Le virus de la leucose bovine enzootique (Bovine Leukemia Virus ou BLV) est un 
oncovirus gdnbtiquement proche des virus des lcucemies aigues T humaines (Human T cell 
Leukemia Virus ou HTLV). La majoritd (70%) des bovins infectbs ddveloppent un syndrome 
lymphoprolif6ratif B accompagnt d'une diminution des performances zootechniques et quelques 
rares animaux (1 i 5%) prksentent un lymphosarcome B. Bien que le BLV semble ddrdguler la 
proliferation des seuls lymphocytes B, nous avons montrC que le provirus se retrouve int6grC non 
seulement dans les lymphocytes B, mais aussi dans les lymphocytes T tueurs/suppresseurs 
CD8+ T, dans les monocytes et dans les granulocytes. 
La prodine Tax du BLV qui transactive l'expression virale est un candidat important au pou- 
voir pathogbne de ce virus. Nous avons construit des vecteurs d'expression pour la p ro the  Tax 
que nous avons introduits dans des lymphocytes B murins in vitro et dans des souris transgb- 
niques in vivo. Nos rCsultats montrent que la prothine Tax perturbe Ies rCponses cellulaires ides  
facteurs regulateurs de prolifdration. Notre modEle exphrimental permettra d'6tudier I'importance 
de ce mCcanisme dans le dCveloppement du syndrome lymphoprolifdratif induit par le BLV et 
pourrait Cgalement s'appliqucr aux maladies lymphoprolifCratives induites par les rdtrovirus HTLV 
et HIV. 
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SUMMARY - Bovine Leukemia virus (BLV) shows many structure and sequence similarities 
with human T cell leukemia virus (HTLV), a human retrovirus associated with acute T cell leu- 
kemia. Most of the infected cattle (70%) develop a B cell lymphoproliferative syndrome with alte- 
red productive traits and 1 to 5% of the animals die with lymphosarcoma. Although BLV seems 
to exclusively deregulate B cell proliferation, we found that BLV provirus is integrated in B cells, 
cytotoxic/suppressive CDS+ T cells, monocytes and granulocytes. 
BLV Tax protein transactivates BLV expression and is an important candidate involved in BLV 
pathogenesis. We introduced expression vectors for the Tax protein in murine B cells in vitro and 
in transgenic mice in vivo. Our results show that the Tax protein alters the cellular responses to 
factors that regulate cell proliferation. Our experimental system will allow us to study this mecha- 
nism in the occurence of the BLV induced lymphoproliferative syndrome and may also apply to 
the lymphoproliferative disease encountered in other rctroviral infections such as HTLV and HIV. 



INTRODUCTION 

L'infection par le virus de la leucose bovine enzootique se 
manifeste chez 70% des bovins infectes par une augmen- 
tation chronique du nombre des lymphocytes circulants 
(lymphocytose persistante) et dans 1 B 5% des cas par un 
lymphosarcome B (Burny et al., 1980, Lewin, 1989). 
Les ovins sont particulibrement sensibles B l'infection par 
le BLV dans des conditions strictement experimentales 
(Mammerickx et al., 1988). La majorite des moutons infec- 
t6s (90%) developpent une lymphocytose persistante et un 
lymphosarcome B, 6 mois h 4 ans aprbs l'infection. Etant 
donne leur facilite d'entretien, ils sont trbs utilis6s en 
recherche experimentale. 
Le BLV est un retrovirus qui presente des similitudes frap- 
pantes avec les virus des leucemies aigues T de l'homme 
(Human T cell Leukemia Virus ou HTLV) (Sagata et al., 
1985) et il constitue un modble d'infection retrovirale puis- 
sant pour 1'Ctude des mbcanismes viraux impliques dans le 
pouvoir pathoghe des retrovirus 1eucCmogbnes. Les travaux 

I que nous rapportons dans cette communication portent sur 
1'Ctude des differents types cellulaires infect& par ce virus I in vivo chez les bovins et les ovins et sur le r61e de la pro- 
t h e  virale Tax dans le syndrbme lymphoproliferatif induit 1 parleBLV. 

1. CIBLE CELLULAIRES DU BLV 

Des travaux dans notre laboratoire en collaboration avec 
l'equipe de Richard Kettmann (Gembloux, Belgique), ont 
rev616 que l'infection par le BLV concerne les lympho- 
cytes B (Levy et al., 1987). Or, l'infection par le BLV 
conduit le plus souvent (70% des cas) h une lymphoproli- 
feration de la population B porteuse des marqueurs CD5 et 
CDl 1 (Letesson et al., 1991). Chez la souris, il semble que 
les lymphocytes B-CD5+ constituent une population lym- 
phocytaire B d'un lignage different des lymphocytes B- 
CD5- qui serait impliqut dans la synthbse d'autoanticorps 
(Hayakawa et al., 1985). Cette population serait elle pr6- 
ferentiellement infectee par le BLV? 
Pour repondre h cette question, nous avons tri6 les lym- 
phocyte B porteurs du marqueur CD5 chez des vaches 
infect6es par le BLV par immunofluorescence avec un 
cytofluorimbtre de flux et analyse I'ADN des cellules trides 
par la technique de polymtrisation en chaine (PCR) avec 
des amorces specifiques du BLV suivie de Southern Blot, 
Nous avons ainsi trouvt que les lymphocytes B CD5+ ne 
presentent pas une sensibilig accrue h l'infection par le BLV 
par rapport B la population B CD5- (figure 1) (Schwartz et 
al., 1994). 
En utilisant les m&mes techniques, nous avons egalement 
montre que le BLV se retrouve dans les lymphocytes T 
CD8++ les monocytes et les granulocytes mais pas dans les 
lymphocytes T CD4+, compte tenu de notre sensibilite 
exp6imentale (Schwartz et al., 1994). Ces rksultats ont 
Ctb obtenus h la fois avec les leucocytes de bovins et d'ovins 
infect& exptrimentalement. Les parambtres qui condi- 
tionnent la sensibitd particulibrc des lymphocytes B CD5+ 
au pouvoir lyrnphoproliferatif du BLV ainsi que le r6le 
des differentes populations infectees dans la pathogenie 
sont 2I decouvrir. 

2. ROLE DE LA PROTEINE TAX 
DANS LA LYMPHOPROLIFERATION 
INDUITE PAR LE BLV 

Le genome du BLV presente des sequences codant pour les 1 

prodines de capside (gag), la transcriptase inverse (pol), la I 

protease virale (prt), les protkines d'enveloppe (env) et des L 

protkines de regulation de l'expression virale (Tax, Rex, RIII 
et GIV). La proteine Tax transactive l'initiation de la syn- 
thbse virale h partir de la region U3 du LTR. Un vecteur 
codant pour la proteine Tax du BLV a 6t6 introduit dans des 
fibroblastes de rat par transfection est h conduit h leur 
immortalisation (Willems et al., 1990). La proteine Tax 
serait donc douee d'un pouvoir oncogkne et il est vrai- 
semblable qu'elle joue un r61e dans la lymphoprolif6ra- 
tion induite par le BLV et dans l'apparition de lympho- 
sarcomes. Pour comprendre les mecanismes molCculaires 
impliqub, nous avons construit des vecteurs d'expression 
de la protdine Tax que nous avons introduits dans des cel- 
lules lymphoi'des B murines et dans des souris transg6- 
niques. 

2.1. P R O P R I % T ~ S  C O N F B R ~ E S  
PAR LA PROTBINE TAX DANS DES 
CELLULES LYMPHOIDES IN VITRO 

Le gbne codant pour la proteine Tax a kt6 inshe dans un 
vecteur d'expression sous contrdle transcriptionnel du pro- 
moteur des immunoglobulines. Ce vecteur a Ct6 transfec- 
tC dans des cellules lymphoides B murines, les cellules 
BCL1. Nous avons observe que les cellules BCLl exprimant 
la proteine Tax prolifbrent jusqu'h atteindre une densit6 
de saturation en culture de 4x106 par ml alors que les cel- 
lules BCLl contr6les atteignent une densite maximale de 
106 par ml (figure 2). Ainsi la proteine Tax modifie le 
contr6le de la densite de la population lymphoi'de BCL1. 
Nous avons montr6 que les cellules BCLl exprimant la 
prot6ine Tax sont devenues r6sistantes B un (ou des) facteurs 
inhibiteurs secr6ds lorsque les cellules sont 21 haute densit6. 
L'identitC de ce ou ces facteurs est B dtterminer. 

2.2. EXPRESSION DE LA P R O T ~ I N E  TAX 
PAR DES SOURIS TRANSG~NIQUES 

Deux vecteurs gouvernant l'expression de la proteine Tax 
ont tt6 utilises pour construire des souris transgtniques : 
- un vecteur comprend les LTR du BLV en 3' et 5' de 
I'ADN complkmentaire codant pour la prodine Tax (vec- 
teur LTR-Tax-LTR). 
- l'autre vecteur comprend le promoteur et le enhancer du 
gbne des immunoglobulines murines en 5' de I'ADN com- 
plbmentaire Tax et des sequences introns/exons dbivees du 
gbne de l'hormone de croissance humaine en 3'(vecteur 
pIgpE-Tax). 
Six lignees independantes de souris transgeniques ont CtB 
obtenues avec le vecteur LTR-Tax-LTR et sept lignees 
independantes avec le vecteur pIgpE-Tax. L'analyse de 
l'expression des transgenes est en cours. Ces souris nous 
permettront d'ktudier le r61e de la proteine Tax dans la 
lymphoproliferation induite par le BLV et de valider ou non 
nos resultats obtenus in vitro chez l'animal. 
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Figure 1 : Detection du provirus BLV dans les lymphocytes B CD5+ et CD5- des vaches 205 et J047 
et dans les lymphocytes B CDI1+ et CDII-  du mouton 130. 
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Figure 2 : Incorporation de thymidine tritride par les cellules exprimant la proteine Tax (Tax-BLC1) 
et par les cellules contrdles (Neo-BLC1) mises en culture pendant 24 heures aux densites de 
1, 2, 3, et 4x106 cellules par ml de milieu de culture. 
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CONCLUSION 

Le virus BLV est largement r6pandu dans le monde bien 
qu'il soit presque dimin6 dans les klevages ouest-euro- 
peens. L'infcction par le BLV nuit aux performances zoo- 
techniques des bovins (Da et al., 1993, Brenner et al., 1989) 
et justifie les campagnes d'tradication mentes en Europe. 
L'Ctude du BLV demeure int6ressante en pathologie com- 
parCe car il prtsente de remarquables homologies avec les 
virus des primates et il est sans equivallent parmi les retro- 
virus murins et aviaires. Nos rCsultats apportent des don- 

nCes nouvelles pour aider ii comprendre les mecanismes 
impliquc5.s dans la lymphoprolif6ration. La mise en Bvi- 
dence de l'infection des populations leucocytaires autres que 
les lymphocytes B laisse supposer que des interactions cel- 
lulaires entre lymphocytes B et les autres populations infec- 
tees pourraient jouer un r61e dans le pouvoir pathogbne du 
virus. L'acquisition de resistance B un facteur inhibiteur de 
croissance par les cellules exprimant la protCine Tax consti- 
tue un mecanisme nouveau qui pourrait Cgalement s'ap- 
pliquer h d'autre syndromes proliferatifs comme ceux ren- 
contr6s dans I'infection par les virus HIV et HTLV. 
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