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Des protéines télomériques
participent a la persistance

extra-chromosomique du
génome du virus d’Epstein-Barr

Alain Sergeant, Louis Gazzolo

> La persistance du génome de virus
humains, sous forme intégrée ou épiso-
mique, est un facteur de risque pour
I’émergence de maladies, parmi les-
quelles des cancers (lymphomes B et T,
lymphomes hodgkiniens et carcinomes)
[1]. Un paradigme est le virus d’Epstein-
Barr (EBV) qui, aprés la primo-infection,
persiste, chez ’lhomme, pendant toute la
vie des sujets infectés, sous forme circu-
laire non intégrée, dans le noyau de cel-
lules dont certaines ont été identifiées. ||
s’agit des cellules B mémoires circu-
lantes, et des cellules B mémoires des
amygdales [2]. Le génome viral nucléaire
est compacté en nucléosomes, I'unité
structurale de base de la chromatine,
formés par I’enroulement d’environ 140
paires de bases d’ADN autour de deux
copies de chacune des histones H2A,
H2B, H3 et H4. Cette persistance est un
facteur de risque pour I’émergence de
cancers. Dans la majorité des tumeurs, la
chromatine virale est présente dans le
noyau de toutes les cellules qui prolife-
rent. De plus, la chromatine virale per-
siste dans le noyau de cellules de cer-
taines de ces tumeurs mises en culture ex
vivo, dans des conditions ol la pression
sélective change totalement. Dans tous
les cas, il n’y a pas de cycle productif, et
le transcriptome viral est restreint a
quelques genes, dont celui codant pour
la protéine EBNAL [3]. Ces observations
suggerent que la persistance du génome
EBV est essentielle a la division des cel-
lules tumorales et soulignent que, chez
les humains séropositifs, elle serait un
composant important de la carcinoge-
nése associée a EBV.
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Des travaux du laboratoire de B. Sugden
ont démontré qu’un plasmide portant
I’0riP peut se répliquer en
I"absence d’€BNAIL, mais est
rapidement perdu au fil des
divisions cellulaires [8].
Cibler EBNAI, pour inhiber ses
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interactions avec ses parte-

La persistance du génome €EBV dans les
cellules en division implique plusieurs
événements non dissociables : la dupli-
cation en phase S du génome viral, la
ségrégation et I’équi-partition des
génomes dupliqués au cours de la
mitose, et la persistance nucléaire de ces
génomes apres la mitose. Une région du
génome EBV appelée OriP, et la protéine
virale EBNAL, sont essentielles a ces évé-
nements (Figure 1A). 'OriP contient deux
éléments composés de séquences palin-
dromiques imparfaites répétées : I'un
appelé FR (famille de répétitions) est
essentiel a la rétention nucléaire et a la
persistance du génome viral, I’autre,
appelé DS (symétrie en dyade)[4], fonc-
tionne, isolé, comme une origine de
réplication [5]. Les séquences palindro-
miques répétées 20 fois dans la région
FR, et quatre fois dans I’élément DS
(Figure 1A), sont des sites de fixation
pour EBNAL [6]. Le déclenchement de la
réplication du génome viral pendant la
phase S du cycle cellulaire serait di au
recrutement, par EBNAL et sur Iélément
DS, de certains composants du complexe
d’initiation de la réplication : RPA (repli-
cation protein A), ORC2 (origin recogni-
tion complex) et le complexe MCM (mini
chromosome maintenance) (pour réfé-
rences, voir [7]). Au cours de la phase M
du cycle cellulaire, EBNAL associerait la
chromatine virale aux chromosomes
mitotiques en se fixant simultanément
sur I’élément FR de I’0riP et en se liant a
des facteurs cellulaires dont certains ont
été caractérisés : sf2/P32, Rchl/impor-
tine O, et EBP2 (EBNAI binding protein 2)
(pour références, voir [7]).

naires cellulaires, est donc
une approche thérapeutique pertinente
qui pourrait bloquer la réplication et la
persistance du génome EBV. Les consé-
quences potentielles seraient I'arrét de la
prolifération des cellules tumorales et la
réduction du risque d’émergence des
maladies associées a EBV chez les indivi-
dus séropositifs et immunodéprimés.
Des travaux récents viennent d’augmen-
ter le nombre de cibles potentielles qui
permettraient d’inactiver la réplication
et la persistance du génome EBV. Le
laboratoire de Paul Lieberman a démon-
tré que I’élément DS contient trois sites
TTAGGG qui fixent la protéine télomé-
rique TRF2 (TTAGGG repeat factor 2),
uniquement en présence de la protéine
EBNA1 (Figure 1A) [7]. D’autres facteurs
associés aux répétitions télomériques,
hRAP1 et la tankyrase, une protéine a
activité ADP-ribose polymérase, sont
aussi recrutés sur I’élément DS de
maniére dépendante d’€BNAL. Enfin, les
protéines sf2/P32 et la poly(ADP-ribose)
polymérase (PARP) s’associent aussi a
I’élément DS, mais I'association élément
DS/PARP n’est pas dépendante d’€BNA1
(Figure 1A). Uassociation & I’élément DS
de TRF2 et de la tankyrase a été confir-
mée, in vivo, dans le génome EBV présent
dans les cellules Raji, issues d’un lym-
phome de Burkitt.
Quelle peut étre la fonction des protéines
télomériques dans la réplication et le
maintien du génome €BV ? La réplication
transitoire d’un plasmide portant I’OriP
est dépendante d’€BNAL et est diminuée
par des facteurs qui bloquent la fixation
de TRF2 aux séquences TTAGGG. Il se pour-
rait donc que TRF2, en stabilisant la fixa-
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tion de EBNAL a I’élément DS, ou en
modifiant sa structure chromatinienne,
favorise le recrutement sur I’é/ément DS
du complexe d’initiation de la réplica-
tion. Cependant, la réplication d’un plas-
mide ne portant que I’élément DS, qui est
une origine de réplication fonctionnelle,
est dépendante d’€BNAL, mais n’est pas
affectée par I'inactivation des sites de
fixation de TRF2. €n ce qui concerne le
maintien du génome €EBV dans des cel-
lules qui se divisent, le nombre de copies
d’un plasmide portant I’OriP transfecté

dans les cellules B Akata infectées par
€BV, augmente en présence d’un inhibi-
teur de la tankyrase, mais le nombre de
copies du génome EBV résident n’est pas
affecté. Il semble donc que TRF2 ne soit
pas essentiel aux fonctions dépendantes
d’0riP dans le génome viral complet.

Conclusions

L’élément DS fixe in vitro de manieére
dépendante d’EBNAL, sf2/P32, TRF2,
hRAP1, la tankyrase, mais pas TRF1. Or, la
tankyrase est recrutée au niveau des télo-

meres par TRF1 (Figure 1B) [9], et non pas
par TRF2. Il se pourrait donc que EBNAI
recrute la tankyrase, et les travaux de
I’équipe de Paul Lieberman montrant que
EBNAL mais pas TRF2, est un substrat de
’ADP-ribosylation in vitro le suggérent.
Cependant, les effets de I"’ADP-ribosyla-
tion d’€BNAL sur la réplication et le main-
tien du génome EBV restent a étre déter-
minés. Plusieurs publications ont
démontré qu’un plasmide circulaire, por-
tant une séquence autonome de réplica-
tion de levure, est instable dans la levure

Saccharomyces cerevisiae.
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Figure 1. Association de protéines télomériques avec [’Orip. A. Orip de EBV est formée de deux éléments FR et DS,
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Cependant, I'ajout a ce
plasmide de répétitions
télomériques le stabilise
et augmente I’efficacité
de sa ségrégation, ces
deux événements étant
dépendants de RAP1 [10].
Il se pourrait que hRAPI,
recruté sur I’élément DS
par TRF2 (Figure 1B), soit
fixé de fagon stable aux
séquences TTAGGG par
EBNAL et augmente la
réplication, la ségrégation
et le maintien nucléaire
des épisomes EBV. Cette
possibilité reste a évaluer.
Quant aux applications
possibles en thérapie anti-
cancéreuse associée a
BV, elles restent poten-
tielles et rien ne prouve
qu’éliminer le génome EBV
de cellules tumorales
arrétera leur prolifération.
De plus, chez les humains
séropositifs, EBV persiste
dans des cellules B
mémoires qui ne se divi-
sent pratiquement pas, et
dont la plupart n’expri-
ment pas EBNAL. ¢

contenant des séquences palindromiques imparfaites répétées qui fixent le facteur viral EBNAL. L’élément DS

contient trois sites de fixation pour la protéine télomérique TRF2, qui recrute le facteur hRAP1. L’élément DS fixe
aussi la tankyrase et la PARP, dont un des substrats est EBNAL. B. Les protéines télomériques TRF1 et TRF2 se fixent
sous forme dimérique sur des séquences parfaitement répétées TTAGGG formant les télomeres des chromosomes
humains. TRF1 recrute la tankyrase, une poly (ADP-ribose) polymérase qui a comme substrat TRF1, et qui bloque
sa fixation aux séquences TTAGGG. TRF2 recrute les protéines télomériques hRAP1. D’autres facteurs non décrits

ici sont aussi associés aux télomeres.
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Nuclear persistence of
telomere-associated
proteins facilitate
Epstein-Barr virus
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Mammographie :
on dépiste...

on ne dépiste pas...

on dépiste ?

Claire Julian-Reynier, Francois Eisinger

> Le cancer du sein est I'un des seuls
cancers pour lequel plusieurs essais
randomisés ont montré dans les années
1980 une réduction de la mortalité liée
a I'implémentation du dépistage. A la
suite de ces résultats, les essais rando-
misés apportant un niveau de preuve
des plus convaincants dans le cadre de
I’evidence-based-medicine, la plupart
des pays industrialisés dont la France
ont ainsi mis en place des programmes
de dépistage systématisés du cancer du
sein par mammographie pour les
femmes d’un certain groupe d’dge.
L'objectif annoncé de ces programmes
est donc de dépister précocement les
cancers du sein afin d’améliorer de
maniére notable la
patientes. De

survie des
maniére périodique
cependant, I'intérét du dépistage par
mammographie est rediscuté, surtout

lorsque I’on parle d’étendre ses indica-
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tions a certains groupes d’dage, les
femmes de moins de 50 ans, et celles de
plus de 65 ans notamment. La polé-
mique la plus récente porte en revanche
sur une question essentielle : celle de
« Iefficacité » du dépistage par mam-
mographie tel qu’il était présenté dans
les essais initiaux, c’est-a-dire pour les
groupes d’dge pour lesquels il était
estimé que cette intervention était
efficace. Nous présentons ici les fonde-
ments et "analyse de cette polémique.

Remise en question de 'impact

du dépistage par mammographie

sur la mortalité

Le point de départ de ce débat scienti-
fique provient de la publication, par un
journal médical renommé, de résultats
d’une méta-analyse effectuée dans le
cadre de la prestigieuse institution The
Cochrane Library. Les résultats que

that facilitate DNA
synthesis by the cell and a
viral maintenance element.
EMBOJ 1998 ;17 :
6394-403.

9. Balckburn €. Switching and
signalling at the telomere.
Cell 2001 ;106 : 661-73.

10. Longtime MS, Enomoto S,
Finstad SL, Berman ). Yeast
telomere repeat sequence
(TRS) improves circular
plasmid segregation, and
TRS plasmid segregation
involves the RAPI gene
product. Mol Cell Biol 1992 ;
12:1997-2009.
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publient les auteurs de cette étude [1]
remettent completement en question
I"intérét du dépistage mammogra-
phique. Un débat d’éditeurs, que nous
n’aborderons pas ici, a attisé I'aspect
polémique de ce travail [2, 3].

Une premiere raison expliquant la
divergence des conclusions de cette
méta-analyse de celles des études ini-
tiales provient de ce qu’elle crée une
stratification en classant les essais
selon leur rigueur scientifique. Deux
essais ont été considérés de
« qualité moyenne », les cing autres
étant considérés de qualité « faible ou
mauvaise ».

Une deuxiéme raison provient du choix
de I'indicateur principal de résultat :
dans les sept essais randomisés, il
s’agissait de la mortalité liée aux can-
cers du sein et non pas de la mortalité
« totale ». Ce point est contesté par les



