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A La difference des autres virus tumoraux a ARN, Les virus qui in-

duisent des Leucoses chez Le pouLet ou Leucemies chez La souris, ne possfedent 

apparemment pas "d'oncogene" ou "g6ne transformant". 

Par queL mecanisme aLors, ces virus produisent-i Ls, des tumeurs 

cancereuses ? 

IL sembLerait que L1integration de L1ADN viraL en un site sp6ci-

fique de L'ADN de La ceLLuLe hote infectee, provoque L'expression d'un g6ne 

ceLLuLaire adjacent, normaLement reprim^ pendant La vie aduLte et qui n'au-

rait fonctionn6 que pendant La vie embryonnaire ou post-embryonnaire. Son 

expression entraTnerait aLors, un deregLement ceLLuLaire & L'origine du 

deveLoppement de La Leucemie. 

De recentes techniques de La bioLogie moLecuLaire ont permis de 

mettre en evidence La Rep6tition d'une Longue sdquence nucL6otidique Termi-

naLe (LTR) de part et d'autre de L'ADN viraL integre ou non. CeLLe-ci, con-

tiendrait Le promoteur de La transcription des genes viraux et pourrait 

aussi, k partir du meme promoteur sttue dans L'autre LTR, initier La trans-

cription d'une sequence de L'ADN ceLLuLaire. 

Ce mecanisme d'oncogenese decLenche par cette seuLe s6quence vi-

rale non codante, expLiquerait pourquoi L'origine virale, pourtant probabLe, 

de La Leucemie humaine, n'ait pu encore etre demontr6e. 

IL aurait aussi des consequences importantes pour Les m6canismes de carci-

nog^nfcse non viraLe. 
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Urie recherche retrospective sur Les virus des Leuc6mies animaLes 

et en particuLier Le mecanisme d'oncog6n6se qu'ils d6cLenchent m'a et6 pro-

posee par Monsieur BLANCHET. 

Une presentation oraLe du sujet de sa part et un articLe sur les tumeurs 

induites par Les virus des Leucoses aviaires (Neel B.G. et al, 1981) ont 

constituS le point de depart de ma note de synth6se (cf. introduction). 

Afin de rassembler rapidement une documentation La pLus compLete possibLe 

sur le sujet, La recherche documentaire a 6t6 effectude grace h L'inter-

rogation, h partir d'un terminaL, de bases de donndes bibLiographiques 

biomedicaLes. (Janvier 1982). Etant donne Le coQt de teLLes interroga-

tions, une bonne strategie de recherche est indispensabLe. 

STRATEGIE DE RECHERCHE 

FORHULATION DE LA QUESTION 

Parmi Les nombreuses r§f6rences bibLiographiques recens6es dans La 

base interrogee, iL s'agit d'extraire toutes ceLLes ayant trait aux 

documents qui traitent des tumeurs induites par Les virus des Leuc6-

mies animaLes et du m6canisme de L'oncogenfese de ces virus. 

"Tumeur", "oncog6n6se", sont des mots tr§s g6n6rauxz peut §tre m§me, 

non significatifs dans une base sp6ciaLis6e sur Le cancer. La pLu-

part des docuinents de La base de donniesdoivent Les contenir et i L 

est peu probabLe qu'iLs aient ete retenus comme ngots cLes dans Leur 

indexation. 

- Le sujet porte en fait sur l'6tude des virus qui induisent ces tu-

meurs. II faut donc chercher a definir L'ensemble de ces virus. 

C'est La premiere difficuLte rencontr6e car leur classification a 

6voLue au fur et a mesure de L'avancement des recherches. 

. i... 



Les virus des leuc6mies animales ne poss&dent apparemment pas d'onco-

g6ne et ne sont infectieux que de fa?on chronique, mais ces caract6ri 

tiques ne les ont pas vraiment distingues de 1'ensembLe des virus 

oncog6nes k RNA dont Le prototype est Le virus du sarcome de Roux 
(R.S.V.). 

Ces virus tumoraux anciennement Leucovirus sont appeLis aujourd'hui 

R6trovi rus. Les virus des leucemies et sarcomes aviai res et murins 

constituent a L1interieur de cette famiLLe, les Oncornavirus. 

QueLs mots-cLes choisir pour rassembLer Les documents concernant Les 

virus des Leuc6mies ? 

Enumerer un a un tous ces virus sur Le terminal teLs qu'iLs sont 

recenses dans Les Lexiques ou thesaurus est une mauvaise soLution : 

d'une part ces virus sont nombreux et on risque d'en oublier, i Ls 

sont Longs S 6crire (ex : virus Leucose aviaire, virus Leuc6mie mu-

rine MoLoney ...), et L'interrogation devient coOteuse ; d'autre 

part, on excLuerait des documents de base sur Les retrovirus aviaires 

en gen^ral ou sur Le virus du sarcome de Roux par exemple. 

Une exclusion du type ONCORNAVIRUS SAUF VIRUS DES SARCOMES en utili-

sant L'operateur booL6en SAUF est donc impensable en raison de L1in-

terdependance des 6tudes men6es sur ces diffirents types de virus. 

En fait, La seuLe soLution est de recourir aux termes pLus g6n6rauxz 

Retrovirus ou Oncornavirus en sachant que L'on obtiendra de nombreux 

documents concernant Le virus des sarcomes ou carcinomes en pLus de 

ceux recherch£s. 

L'uti Lisation de L'un de ces termes est d'ai LLeurs obLigatoire 

dans Le cas ou iL existe un thesaurus. 

Le mecanisme de L'oncog6nese particuLier aux virus des Leuc6mies a 

ete deduit en r6aLite du m6canisme d'integration de L'ADN viraL 

dans L'ADN de La ceLLuLe hdte et notamment de L'6tude des DNA inter-

mediaires viraux produits avant L'int6gration. 



Ces 6tudes ont conduit h la d^couverte de s^quences nucL6otidiques 

r6petees de part et d'autre de L1ADN viral, du mBme type que ceLLes 

trouvSes dans les eLements transposabLes de L'ADN des ceLLules eu-

caryotes ou procaryotes. 

RECHERCHE DES DESCRIPTEURS 

- Interrogation de La base de donnSes : PASCAL 

La prise de conscience de La n6c6ssite de rechercher des descripteurs 

precis a r6suLt6 d'une premiSre interrogation succinte, effectuie en 

travaux pratiques, Lors de L'enseignement de L'interrogation de bases 

de donnees bibLiographiques. 

Cette interrogation fut une 6tape dans L'6tabLissement de ma strat§-

gie de recherche et ne fait pas partie de L1interrogation proprement 

dite. 

Sur Le serveur aLors en ligne, ceLui de L'Agence Spatiale Europ6enne 

(A.S.E.) et parmi Les bases de donnies qu'il propose, deux Staient 

interessantes pour Le sujet : BIOSIS et PASCAL. 

Pour une premifere tentative, mon choix s'est port6 sur La base PASCAL, 

parce qu'eLLe est produite par INFORMASCIENCE, Le centre de documenta-

tion scientifique et technique du CNRS, parce qu'eLle fait une Large 

part b La Litterature europ6enne et qu'enfin La consuLtation peut se 

faire aussi bien en Langage libre qu'ei L'aide de descripteurs contr6L6s 

rassembL6s dans un Lexique. 

Pour La recherche des articles sur Les virus & ARN tumoraux qui s'in-

tSgrent sous forme de provirus, les ensembLes s6Lectionn6s ont 6t6 : 

(Le Langage d'interrogation de 1'A.S.E. 6tant Le Langage QUEST). 



1) S TUMEUR ? ; 

2) S VIRUS A ARN ; 

3) S PROVIRUS ; 

et en posant La question sous La forme Logique : 

4) C 1 * 2 * 3 ; 

19 r6f6rences d'articLes ont 6t6 obtenues. 

Base PASCAL 

ArticLes sur Les virus 

tumoraux d ARN int6gr6s 

ResuLtats : 15 ref6rences correspondaient & des articLes parus entre 

1973 et 1976 et 4 seulement entre 1977 et 1980 (dont un en russe). 

En fait, Les articLes qui sembLaient Les plus pertinents figuraient 

parmi Les pLus anciens, et ne pouvaient donc se rapporter aux trfes 

r6centes 6tudes sur Les Longues R6p6titions TerminaLes CLTR) des pro-

virus int6gr6s. 

De pLus, aucun articLe ne se r6ferait sp6cifiquement & un virus des 

Leuc6mies murines ou aviaires en dehors des articLes attendus sur Le 

RSV ou virus tumoraux aviaires en g6n6ralz et & La seconde question 

pos6ez apr6s La s6Lection de 2 autres ensembLes : 

5) S VIRUS LEUCOSE AVIAIRE ; 

6) S VIRUS LEUCEMIE MOLONEY ; 

7) C 1 * (5 + 6) * 3 ; 

Sur Les 5 r6f6rences obtenues, 2 seuLement concernaient vraiment Les 

virus des Leucoses aviaires. (Neiman et aL 1980, Neiman et al 1975). 



Les autres non pertinentes, traitaient des virus de La leucemie aviaire 

aigue (DLV, virus de La myeLobLastose, etc ...) et faisaient simpLement 

rSfSrence aux virus recherches. 

ExempLe : 

"comparison of an avian osteopetrosis virus with an avian Lymphomatosis 

virus by RNA - DNA hybridization" SMITH R.E. et AL 1976. 

II se degage de cette interrogation que Les etudes effectuees sur Le 

mScanisme d1intdgration des virus tumoraux h ARN ou sur Leur forme pro-

viraLe ont porte sur deux periodes de temps dont La Limite approxima-

tive est 1977. 

Avant d'envisager une restriction sur La date, i L restait La possibi Lit6 

de trouver des descripteurs pLus appropries. 

L'analyse de La zone "mot-cL6" des r6f6rences obtenues montre que SITE 

D'INTEGRATION est prSferabLe h PROVIRUS ou m§me INTEGRATION et INTEGRA-

TION MOLECULAIRE. 

ConsuLtation des bibLiographies : BioLogicaL Abstracts (B.A.) et Index 

Medicus (I.M.) 

La consuLtation manueLLe de ces bibliographies scientifiques donne une 

idee, pour Les articLes qu'eLLes recensent, de L1indexation qui est 

faite et des descripteurs 3 utiLiser. 

Pour L'articLe de NEEL B.G. (1981), rep6r§ dans L1index des auteurs des 

B.A., Les principaux mots-cl6s retenus, sont : ONCORNAVIRUS, VIRAL IN-

TEGRATION SITES, AVIAN LEUKOSIS VIRUS, PROMOTER INSERTION. 

Les articLes repertories dans La partie "SUBJECT" des I.M., Le sont 

sous des listes de mots-cLes. 

Et sous chacun d'eux, existe une s6rie de rubriques utiLes pour 6tudier 

un sujet sous un ou deux points de vue et donc Le ddLimiter. 

ExempLe : 

LEUKOVIRUSES : AnaLysis 

« Genetics 

PhysioLogy ./... 



STRATEGIE DE RECHERCHE 

Sur 1'ensembLe des virus 6tudi6s, i L faut donc r6unir tous Les documents 

qui traitent des DNA intermediaires, ou du site d'int6gration viraL, ou 

de La sequence nucL6otidique des Longues R6p6titions TerminaLes et 6ven-

tueLLement de L'insertion d'un promoteur ou des SLements transposabLes, 

soit : 

1) Virus tumoraux ci ARN f Oncornavirus 

I Leucovirus 

I R6trovirus 

V, Oncovirus. 

2) DNA interm6diaireCs) 

3) siteCs) d'int^gration 

4) s6quence nucLeotidique et^ Longue R6p§tition TerminaLe 

5) Insertion promoteur 

6) ELement(s) transposabLeCs). 

Avec L'6quation de recherche suivante : 

7) 1 et C2 ou 3 ou 4 ou 5 ou 6). 

INTERROGATION A PARTIR DU TERMINAL 

- CHOIX DES BASES INTERROGEES 

IL existe de nombreuses bases de donndes biom6dicaLes automatisies. 

Cette recherche documentaire ne ndcessitant pas L'exhaustiviti h tout 

prix,mais pLutot une bonne s6Lection des articLes existant sur Le su-

jet, il etait effectivement important de bien choisir Les bases d in-

terroger. 

Une base speciaLisee sur Le cancer CCANCERNET, CANCER LINE) sembLait b 

priori toute indiquee. En fait, Le sujet propos6^."H6canisme de L'onco-

g6n£se des virus des LeucSmies aviaires et murines" est essentieLLement 

un sujet de recherche fondamenta Le touchant a divers domaines de La 

bioLogie teLs que viroLogie, microbioLogie, g6n6tique, biochimie, bio-

Logie moL6cuLaire, ... d'oCj mon choix pour Les bases de donn6es suivantes 

. / . . .  



MEDLINE 

BIOSIS 

EXCERPTA MEDICA. 

INTERROGATIONS 

L'interrogation des bases de donnees MEDLINE et EXCERPTA MEDICA a eu 

Lieu a La BibLioth^que universitaire de mSdecine avec L"aide et Les 

conseiLs de Mme LEFRANfOIS, ceLLe de La base BIOSIS a La BibLioth6que 

des sciences de La DOUA, en presence de Mr FRANCILLON. 

Les fichiers du systfcme MEDLINE sont accessibLes en conversationneL, 

S partir d'un terminaL reli6 aux ordinateurs de la NationaL Library 

of Medecine (N.L.M.) sifcgeant S Bethesda (U.S.A.) et par L'interm6diaire 

du reseau TYMNET. 

Le programme d"interrogation fourni par La NLM est Le LogicieL ELHILL, 

adaptation du LogicieL ORBIT. 

La base de donnees MEDLINE couvre L'ensembLe des discipLines m§dicales 

(cLinique, pharmacoLogie, biochimie, ...) et sa mise k jour est mensueL-

Le. 

Le Langage d'interrogation associe L1empLoi d'un vocabuLaire normalis6 

et d'un vocabuLaire Libre. 

IL comprend Les descripteurs d'un thisaurus, Le jl6dicaL Subject hleadings 

(MeSH), des descripteurs obligatoi res (Check-tags) comme CHICK EMBRYO, 

MICE, RATS, HUMAN, IN VITRO, ..., des quaLificatifs (Subheadings) qui 

peuvent etre affi Lies k certains descripteurs du th6saurus, et des mots 

naturels du titre ou des resumes des articLes. 

MEDLINE 

Recherche 

Sur 1980-1981 et L'ann6e en cours 
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Etapes 
de 

Recherche 
Descripteurs - Equation de recherche 

Nombre de 
r§f6rences 
obtenues 

1 RETR0VIRIDAE 0R LEUK0VIRUSES 0R LEUKE-

M0GENIC VIRUSES 1860 

2 AN (anaLysis) 0R GE (genetics) OR PH (Physio-
Logy) 86904 

3 1 AND 2 
| 1040 
ensemble 
de d6part 

4 VIRAL (TW) AND INTEGRATION (TW) AND SITE (TW) 20 

5 3 AND 4 12 

16re question 

6 NUCLEOTIDE (TW) AND SEQUENCE (TW) AND 

LTR (TW) 654 

7 3 AND" 6 , d] 
2d question 

8 INSERTION (TW) AND PROMOTOR (TW) 0 

9 3 AND TRANSPOS: (TW) m 
36 question 

10 5 OR 7 OR 9 Fl9l 
r6f6rences 

totaLes 
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Les r6f6rences compL6tes des 19 articles comprenant un r6sum6z 

ont ete demand6es en diff6r6 (OFF LINE) apr6s v^rification de 

La pertinence des cinq premiers titres. 

Pour obtenir Les r6f6rences remontant aux ann6es pr6c6dentes 

(fichiers 1975, 1977, 1979), La stratSgie de recherche doit etre 

r6p6t6e en differ§ (utiLisation de La proc6dure OFF SEARCH). 

R6sultats : 23 r£ferences dont une seuLe ne correspondant pas 

au sujet. Ce dernier document traite en effet des sites de recon-

naissance de pLusieurs endonucleases de restriction sur Le DNA 

mitochondriaL de ceLLuLes infectSes par divers R6trovirus. 

Tous Les articLes obtenus sont rScents : 19 ont 6t6 pubLiea en 

1980 ou 1981, 3 en 1979 et 1 en 1978. 

On peut donc noter une tr§s bonne pertinence. Mais eLLe est sans 

doute due k une trop grande restriction et engendre probabLement 

un Lourd si Lence. 

Les qualificatifs (AnalysisJ utiLises me semblent corrects puis-

qu'ils correspondent aux rubriques des Index Medicus repris dans 

La base MEDLINE, mais iLs auraient du etre utiLis6s en fin de 

recherche si nScessaire et non d'entr6e. 

EXCERPTA_MEDICA 

Cette base de donnees reprend la bibLiographie imprimee de meme 

nom, qui comprend de nombreuses sections ; (cancer, MicrobioLogy, 

Vi roLogy). 

La forme automatis6e permet d'obtenir tr§s rapidement des articLes 

traitant d'un meme sujet, mais pouvant provenir de pLusieurs sec-

tions, comme c'est Le cas ici. 

./... 
H 
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Cette base de donri6es est propos6e par Le serveur am6ricain 

L.M.S. (Lockeed Missi Les and Space Company) instaLLi & Ralo-

Alto en CaLifornie. 

Ce serveur est accessibLe par Les reseaux TRANSPAC puis TYMNET 

et Le LogicieL d1interrogation fourni est Le LogicieL DIALOG. 

L'interrogation peut se faire h L'aide de termes controL6s r§u-

nis dans le MALIMET (Master Ust of MedicaL Terms). 

- pour MEDLINE, Le seuL terme g6n6riquez RETROVIRIDAE, inscrit 

dans Le MeSH suffit pour baLayer tous Les documents du fichier 

en cours et r6unir tous ceux ayant trait k un ritrovirus en 

particuLier. En r6aLit6, comme je vouLais poursuivre cette 

recherche sur Les annies ant6rieuresz j'ai dQ inscrire aussi 

sur le terminaL, Les anciens noms LEUKOVIRUSES et LEUKEMOGENIC 

VIRUSES afin que ma stratSgie de recherche automatiquement 

r6utiLis6e Lors de La recherche r6trospective effectu6e en 

differe (off search), reste vaLabLe. 

- Dans Le cas d'EXCERPTA MEDICA, iL n'y a pas un terme g6n6rique 

qui recouvre Les autres. IL faut donc Les 6crire tous. 

La recherche "On line"-peut s'effectuer sur deux fichiers s6-

par6ment. Le pLus rScent porte sur Les deux derniferes ann6es 

(1980-1981), Le pLus ancien remonte jusqu'en 1975 (1975—1979) 

Pour 6viter une interrogation trop restrictive, Les termes 

LTRZ TRANSPOS? (pour transposon ou 6L6ment transposabLe), 

n'ont pas 6t6 utiLises et m§mez INTEGRATION a rempLace INTEGRA 

TION SITE sur Le fichier Le pLus ancien. 
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Interrogation du fichier r6cent 

Num6ro 
d'ensemble 
ou d'etape 

Descripteurs 
Nombre de 
r6f6rences 
obtenues 

1 

2 

3 

4 

RETROVIR? 

0NC0VIR? 

LEUKOVIR? 

ONCORNAVIR? 

950 

120 

4 

61 

5 1 - 4 / OR Ens 
d 

981 
emble 
6part 

de 

6 
7 

INTEGRATION 

SITE 

722 

5 437 

8 5 AND 6 AND 7 03 
16re question 

9 NUCLEOTID? (W) SEQUENCE 314 

10 5 AND 9 053 
2de question 

11 8 OR 10 32 

• I • • • 

«( 
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R6sultats : 32 r6f6rences obtenues dont 28 semblent interessantes 

pour le sujet. La pertinence reste bonne mais si L'interrogation 

est effectivement moins restrictive, iL ne sembLe pas que L'on ait 

6Limin6 tout Le siLence. 

Sur Le fichier Le pLus ancien (1975-1979), parmi Les 63 r6f6ren-

ces acquises, 35 seuLement seront retenues apr§s anaLyse des ti-

tres et r6sum6s, Les autres etant ou trop anciennes, ou trop gin6-

raLes. 

BIOSIS 

C'est La principaLe base de donnees dans Le domaine des sciences 

bioLogiques. ELLe regroupe surtout Les articLes de recherche fon-

damentaLe recens6s dans Les BioLogicaL Abstracts et Bioresearch 

Index. ELLe couvre en particulier, Les divers domaines de Bact6-

rioLogie, Genetique, ImmunoLogie, Virologie, ... 

Deux serveurs proposent cette base de donn§es : 

- L'E.S.A. (avec Le Logiciel QUEST) Le serveur europ§en situ§ pr6s 

de Rome. 

- TELESYSTEMES (avec Le LogicieL QUESTEL), le serveur franqais 

situe pr6s de Nice. 

L'interrogation peut se faire a L'aide de mots du titre ou des 

mots cLes rassembLes dans Le MASTER INDEX. II existe aussi des 

"Concept Code" (CC) et Biosystematic Code (BC) ; iLs necessitent 

cependant, une certaine pratique. 

ExempLe de : 

- Concept Code : CC 31500 (GENETICS) 

CC 24007 (CARCINOGENS ...) 

- Biosystematic Code : BC 02240 (RETROVIRIDAE). 
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Pour cette interrogation, c'est Le serveur europ6en qui a 6t6 

utiLise. La connection s'est faite par L'interm6diaire du r6seau 

TRANSPAC puis EURONET. 

La strategie de recherche definie pr6aLabLement avec H. BLANCHET 

reprend ceLLe de MedLine en ajoutant Le descripteur : DNA INTER-

MEDIATES, pour obtenir des r6f6rences a partir de 1974-1975. 

Une restriction sur La date n'est donc pas envisag6e. 
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INTERROGATION 1 seuL fichier (1973 1981) 

Numero 
d'ensembLe 
ou d'6tape 

Descripteurs-Equations de recherche 
Nombre de 
r6f6rences 

obtenues 

RETROVIRIDAE 
LEUKOVIR? 
ONCOVIR? 
ONCORNAVIR? 

13 
0 

84 
10611 

1 
106361 

EnsembLe de 
ddpart 

2 INTEGRATION (W) SITE? 55 

3 1 AND 2 L26j 
16re question 

4 NUCLEOTIDE (W) SEQUENCE? 1246 

5 LTR 0 

6 LONG (W) TERMINAL? (W) REPEAT? 11 

7 1 * (4+6) 94 

8 NUCLEOTIDE (W) SEQUENCE / T I 979 

9 1 * (8 + 6) 185) 
2de question 

10 DNA (W) INTERMEDIATE? 32 

11 1 * 10 m 
3eme question 

12 TRANSPOS? 1412 

13 1 * 12 ED 
46me question 

14 3 + 9 + 1 1 + 1 3  i 124 l 
r6f6rences 

totaLes 

H 
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RSsultats : De nombreux documents sont intSressants pour Le sujet 
et sont en majoritS rScents (1978 1981). 

CeLa P®ut s'expliquer d'une part, par une stratSgie de recherche 

pLus complSte et d'autre part, par une base de donn6es pLus appro-
pri6e que Les pr6c6dentes. 

IL est k remarquer cependant qu'iL n'est pas possible d'interro-

ger La base Biosis en inscrivant directement LTR sur le terminaL 

comme cela L'a 6t6 pour MedLine. L'obLigation d'utiLiser "LONG (W) 

TERMINAL? (W) REPEAT?" augmente encore La dur6e de L'interrogation 
dej d trop Longue. 

CONCLUSION 

En comParant Les rSsuLtats obtenus a partir des trois bases de don-

nees interrogees, on note qu'une quinzaine de r6f6rences sont com-

munes aux trois. Ces recoupements ne sont pas surprenants a priori, 

puisque ces bases recensent des articLes parus dans Les mgmes pdrio-
diques, pour Les memes domaines d'interet. 

Ces articLes ont et6 s<Hectionn6s en priorit6 pour La synth&se ain-
si que ceux obtenus d partir de MEDLINE. 

Les resumes des articLes obtenus a partir d'EXCERPTA MEDICA permet-
tent une seconde s6Lection. 

Par contre, iL fut plus difficiLe de silectionner h partir des ti-

tres des articLes obtenus avec L'interrogation de La base BIOSIS. 

Un autre critere de sSLection fut L'accessibiLit6 d ces documents. 

Vu la liste importante, seuls ceux directement recuei LLis auprfes 

des bibLioth6ques de m6decinez des sciences et de L'INSAZ ont 6t6 
ensuite retenus. 

H 
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Le cancer est une maladie au niveau cellulaire ; une seule cellule, 

si eLLe est transform^e par un agent canc6rog6ne (radiations, produits chi-

miques ou virus) peut vaincre toutes Les d6fenses de L'organisme et s'y muL-

tipLier sans controLe. Cette ceLLuLe transmet alors de fa?on h6r§ditairez h 

sa descendance Les propri6t6s nouveLLement acquises. 

La recherche des m§canismes impLiques dans La transformation 

d'une ceLLuLe normaLe en une ceLLuLe cancSreuse ou mecanismes de L'onco-

gen§se est en pLein deveLoppement et Les ricents progr£s obtenus dans ce 

domaine sont dus en grande partie & L'etude des virus oncog&nes a ARN encore 
appeLes Retrovirus. 

Ces virus provoquent principaLement des Leuc6mies et des sarcomes 

chez une grande variete de vertebres et constituent ainsi des mod6Les exp6-

rimentaux pour Les principaux cancers humains. 

Si Leur roLe dans L'oncogen^se n'est apparu en fait que r6cemment, i Ls ont 

suscite depuis 20 ans, de nombreux travaux en reLation avec Leur mode de 

repLication. Les virus Les pLus etudies se muLtipLient chez Le pouLet, teL 

Le virus du sarcome de Rous (R.S.V.) ou chez La souris comme Le virus de La 

Leucemie de Rauscher et Le virus de La tumeur mammaire. Dans L'ensembLe Les 

resuLtats obtenus pour un virus sont interchangeabLes avec ceux obtenus 

pour tous Les autres Retrovirus. 

(Watson J.D. 1978, Mammette A. 1982). 

. / . . .  

* 
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I  - PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES RETROVIRUS 

1 - HOMOGENEITE STRUCTURALE 

ILs presentent d'abord une grande homogen6it§ structuraLe : obser-

vee au microscope 6Lectronique, pour La premi§re fois en 1960, La 

particuLe viraLe ou "particule C" de Berhnard comprend un nucLeoide 

spherique (core centraL), constitue du genome associ6 b queLques 

proteines, entour6 d'une membrane Lipidique interne et d'une enveLop-

pe externe. 

2 - LE GENOME 

Le genome de ces virus est constitue d'une moLecuLe d'ARN monoca-

tinaire dont Le coefficient de sidimentation est de 70 S correspon-

dant & un poids moLeculaire 6Lev6 de 10 daLtons. 

Cet ARN simpLe brin, est en r6aLite dipLoide ; i L peut Stre disso-

cie par chauffage en deux sous unites identiques dont Le coeffi-

cient de sedimentation est de 30 a 40 S, ce qui correspond h envi-

ron 10 000 nucLeotides et donc un nombre Limit6 de g6nes. 

Ces moLecuLes ( 35 S) sont Liees par des Liaisons hydrog6ne avec 

pLusieurs moLecuLes de tRNA (4 S) et rRNA (5 S). 

Le RNA (35 S) est caracterise aussi par La presence d'une sequence 

poLyadenyLi.que (poLy A) a son extremite 3' et par une sequence de 

tete (dite de "capping") 5' m^G ppp G m d L'extremitd 51. 

Ces deux caracteristiques essentieLLes des RNA messagers des cel-

LuLes eucaryotes rappeLLent que Le genome des R6trovirus sert aussi 

de messager dans La biosynthese des prot61nes specifiques viraLes. 

L'ARN viraL presente enfin La r6p6tition d'une vingtaine de nuct6o-

tides a ses extr6mit6s 3' et 51. Cette redondance (R) est encore 

appeL6e "courte r6p6tition terminaLe" (STR) seLon Les auteurs. 

(Shine et aL.1977, Swartz et aL.1977, HaseLtine et aL.1977). 

* 
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10 000  nuc!6ot1des 

5 1  m 7  GpppG™ CCAUUUUACCAUUCACCACA 9 a 9 P o 1  e n u  s r c  GCCAUUUUACCAUUCACCACA {A) 3 ' 200  
4 • 4 » 

Genome du virus du sarcome aviaire de souche 

Prague Cfextr6mites 5', 3' detailleesl 

5' R R 

/ /  ^  
poly A 

Representation schematique de L'ARN genomique 

(35 S) des Retrovirus. 

3 - INTERMEDIAIRE DNA INTEGRE : PROVIRUS DE TEMIN (T6min 1976) 

Le point essentieL de La bioLogie de ces Oncornavirus est Leur in-

capacite a tuer Les ceLLules qu'iLs infectent. ILs StabLissent avec 

eLLes une association tr§s intime correspondant a une intigration 

du genome ceLLulaire. 

Cette propriete fondamentaLe repose sur pLusieurs faits experimen-

taux : 

En 1963, TEMIN H. observe que La repLication du virus du sarcome de 

Rous (RSV) dans Les ceLLuLes infectees in vitro est bLoquee par 

L'actinomycine D ; or cette substance est un inhibiteur de La syn-

these du DNA. TEMIN propose donc L'hypoth6se seLon LaqueLLe Le RNA 

infectieux serait utiLise comme matrice pour La fabrication de mo-

LecuLes de DNA qui seraient a Leur tour integrees a L'etat de pro-

virus dans Le genome de La ceLLuLe hSte et c'est sur ce DNA pro-

viraL integre que seraient aLors transcrits Les moLecuLes de RNA 

viraLes de La descendance. 

.  / . . .  
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Ce moddle fut confirme par La decouverte en 1970 par TEMIN et 

MIZUTANI d'une part et D. BALTIMORE d'autre part, d'une DNA 

polymerase pr6sente dans Les virions matures de diff6rents vi-

rus sarcomatog6nesz et capabLe de diriger L'incorporation de 

deoxynucL6osides triphosphate a partir du g6nome viraL (RNA 35 S). 

4 - TRANSCRIPTASE REVERSE VIRALE (Verma et aL.1977, HaseLtine et aL. 

1977). 

Cette transcriptase r6verse etudiee chez Les virus aviaires et 

murins prdsente deux activitis enzymatiques diff6rentes : 

- une activite de synth6se (DNA poLymerase RNA d6pendante et DNA 

poLymerase DNA dependante) et, 

- une activit6 de dSgradation (ribonucLease H qui d6grade Le brin 

RNA dans Les hybrides RNA-DNA). 

L'enzyme est constituee de deux sous-unites proteiques «( et p chez 

Les virus aviaires mais une seule de ces sous-unites W) a pu 

etre mise en evidence chez Les virus murins. 

. Pour L'enzyme du virus de La myeLoblastose aviaire : 

- La sous-unitea un poids moL6culaire (PM) de 60 000 daLtons. 

ELLe est responsabLe des deux activites enzymatiques. 

- La sous-unite p a un PM de 90 000 daLtons et comporte toute 

La sequence de La sous-unite z pLus une autre fraction pro-

teique. ELLe jouerait un r8Le important dans l'interaction de 

La transcriptase avec un systeme matrice-amorce. 

En effet, comme toutes Les DNA-poLymerases La transcriptase 

reverse a besoin d'une courte amorce pour initier La chaine 

du DNA compLementaire (Harada et aL.1975). 

. / . . .  

H 
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In vitro on peut utiliser une amorce oligo dT compl6mentaire 

au segment nucL6otidique poLy-A de L'extr6mit6 3'z mais aussi 

un tRNA (4S). 

In vivo cette amorce est une moLecuLe de tRNA (4S). II s'agit 

du tRNAtrp dans Le cas des virus aviaires : car si on incube 

k 35° Le tRNAtrp et Le RNA viraL (35S) en absence de La trans-

criptase, Le complexe amorce-matrice ne se forme pas, alors 

qu'en presence de L'enzymez Le complexe est obtenu et La syn-

th&se peut d§marrer. 

La d^couverte de mutants viraux dont L'activit6 DNA poLym<§ra-

sique et La capacite h se Lier au tRNA sont thermosensibles 

ainsi que celLe d'un mutant du RSV d6ficient en DNA poLymerase 
tro et dans Lequel on ne trouve pas de tRNA associ6 au genome 

viraL, ont demontre que La premiere 6tape de La repLication du 

genome r6troviraL correspond a La formation d'un compLexe trans-

criptase tRNAtrp. 

La transcriptase aurait un roLe de dSroulase vis 6 vis de 

L'extr6mit6 3' OH du tRNA rendant possibLe La compLementarit6 

des bases entre L'amorce tRNA et matrice RNA. 

. Dans Les virus murins cette enzyme est sembLe-t1i L monom6rique 

et a un PM de 70 000 daLtons. Mais eLLe ne forme pas de compLexes 

stabLes avec Les tRNA et utiLise maL une matrice viraLe in vitro. 

IL se peut donc qu'eLLe soit dimerique in vivo et que La sous-

unite p soit perdue au cours de sa purification. 

La transcription du RNA du virus de La Leuc6mie murine executee 

dans des concentrations de Limitation en substrat d NTP donne 

Lieu a pLusieurs bandes de migration sur un gel de poLyacryla-

mide a 10 % (La bande principaLe correspondant au brin de DNA 

compLementaire naissant). 

. / . . .  

H 
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Apr6s traitement par 1'alcali chaque fraction pr6lev6e ci partir 

de ces bandes migre pLus rapidement sur un nouveau geL et La 

diff6rence de taiLLe entre Les fractions trait6es et fractions 

non trait6es correspondh unemoL6cule de tRNA de 70 5 80 nucl6o-

tides, taiLLe approximative du tRNA de La proLine (Van Beveren 

et aL 1980). 

L'amorce tRNA utilisee par certains virus murins est donc un 

tRNA*)r0 : 19 nucL6otides h L'extremit6 3' de ce tRNA sont Li6s 

au g6nome viraL (Harada et aL.1979). 

Pour un autre virus murin, Le virus des tumeurs mammaires, 

(M.MTV) L'amorce est un tRNA*"yS (Majors 1981). 

Cette transcriptase viraLe a permis pour La premifere fois S DUESBERG 

et CANAANI en 1970 d'obtenir une copie compLlte du g6nome viraL 35 Sz 

sous forme de DNA compLementaire. 

ELLe est devenue depuis un outiL pr6cieux pour La synth6se de co-

pies de DNA sp6cifiques de ces virus. 

Ces copies appeLees "cDNA" -constituent de v6ritabLes sondes pefmet-

tant de deceLer n1importe queL g6ne ou g6nome viraL dans Les DNA 

ceLLuLai res et sont tr6s uti Lisees dans Les exp6riences d'hybrida-

tion et de cLonage moL6cuLaire. 

ETUDES PRELIMINAIRES DE LA TRANSCRIPTION DE L'ARN VIRAL 

Synth6se du DNA "strong-stop" 

La transcription du g6nome RSV peut etre initi6e in vitro h partir 

d'un tRNAtrp amorce. CeLui-ci se fixe par son bras 3'0H (-A (OH)CC) 

en s'appariant a 15-20 bases nucL6otidiques du RNA viraL genomique 

pr6s de L'extr6mit6 51» (TayLor J.M. et aL.1975z HaseLtine et aL.77z 

Coffin et aL.1977z Shing et aL.1977). 

. / . . .  
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La synthfcse ex6cut6e avec une concentration en dNTP Limitante 

d&narre en direction de L'extr6mit6 5' du g6nome et s'arrete 

Lorsqu'eLLe L'atteint. 

Le produit de transcription principaL obtenu est un brin compL6-

mentaire d'ADN de 101 nucl6otides appeL6 DNA strong stop (DNAss). 

IL repr6sente donc Les premi6res s6quences transcrites du g6nome 

k partir du site de fixation du tRNA amorce jusqu'au nucL6otide 

CAP 5' du RNA viraL. 

Le tRNA amorce est Li6 par covaLence h ce DNAss. 

La s6quence nucL6otidique au site d'initiation de La transcrip-

tion a d'abord ete 6tabLie pour Les virus aviaires. Le premier 

nucleotide additionn6 dans Le cas du RSV est un dA (Coffin et aL. 

1977). 

4 —RNA viraL 

5'. GGCUUCAUU N GG 3' 

CCGAAGTAA[k CC 
4 1 4 —1 

DNAss tRNA fp 

Sequence nucL6otidique du RNA des 

virus aviaires au site d'initiation 

de La synth6se de DNA. 

La synth6se du DNA compL6mentaire d'un virus de Leuc6mie murine 

de MoLoney (M. MuLV) avec une concentration Limitante en dATP 

radioactif, permet de caract6riser de La meme fapon La moL6cuLe 

strong stop correspondant h La bande de migration majeure sur Le 

gel de poLyacryLamide. Une fraction de chaque bande de migration 

apr6s traitement par aLcali pour 6Liminer Le tRNA amorcez est 

reprise dans une 6Lectrophor6se sur papier pour analyse. Les qua' 

tre bandes sont radioactives h leur extr6mit6 indiquant que La 

synth6se a bien d6but6 par addition d'un residu dA d L'extr6mit6 

CCA-OH du tRNAPr°. 
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RlJft a.kv\orte 

/ 1' 

a - fixation du tRNA 

amorce sur l'ARN 

viral. 

«--DMRes-* 

VA 
/ l' 

w 

V b - Synth&se de DNAss. 

•iTTTn rr,/. 

/ 
W y c - D6gradation de La 

sSquence R 5' par LA 
transcriptase. 

d - Saut de La trans-

criptase de L'ex-

tr6mit6 5' h L'ex-

tr6mit6 3'. 

Mod§Le de La transcription r6verse (Taylor 76) 
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Transcription du genome complet : hypothfese de TayLor 

Les etudes in vitro de La riverse transcription ont permis de pro-

poser une premi6re hypoth§se pour Le mecanisme de La transcription 

du g6nome viraL compLet (TayLor J.M. et al.1976). 

Une fois La moL6cuLe "strong-stop" synth6tis6ez i L y aurait diges-

tion, grace d L'activit6 RNase de La transcriptase, de La sSquence 

R (ou STR) 5' qui vient d'§tre transcrite. La partie du DNA compli-

mentaire h cette s£quence, serait aLors Libre et donc capable de 

s'apparier avec L'autre siquence R (ou STR) presente d L'extr6mit6 

3* de L'ARN viraL. La transcription se poursuivrait cette fois de 

L'extr6mit6 3' du g6nome en direction de L'extr6mit6 5' jusqu1d 

son point de depart (site de fixation du tRNA amorce). 

POUVOIR TRANSFORHANT 

Hise en evidence (Sharp 1979). 

- La pLupart des virus oncogfenes poss6dent La propri6t6 de trans-

former des ceLLuLes cibLes en cuLture, ce qui d'aiLLeurs a faci-

Lite Leur etude. 

- En 1970, Steven Martin identifie des mutants thermosensibLes qui 

affectent La capacite d'un virus du sarcome de Rous d transfor-

mer Les ceLLuLes en cuLturemais ne L'empechent pas de se reproduire. 

Un gene viraL, L'oncog6ne, est donc necessairement responsabLe 

de cette transformation et il parait n6cessaire pour L'entretien 

de La neopLasie. 

0ncog6ne viraL et contrepartie ceLLuLaire (ManteuiL-BrutLag 1975). 

- En 1973, Vogt et Duesberg apr6s avoir anaLyse La mobi Lit6 6Lectro-

phor6tique de differents r6trovirus aviaires observent que Le RNA 

35 S des sarcomes migrent pLus rapidement que celui des virus 

Leuc6mog6nes. 
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VIRUS DU SARCOME 
DE ROUS DE TYRE SAUVAGE 

(src •) 

ARN 

ARN 

G6NE v-src 

IjxzxJX 
TRANSCRIPTASE 
INVERSE 

HYBRIDATION 
DE L ADN ET DE L'ARN 

VIRUS DU SARCOME 
DE ROUS MUTANT 

(src ") 

ARN 

OfVo 

VIRALjfXj 

GENE v-src 

ARN DEPOURVU DE G&NE src 

G&NE v-src 

i 
w 

CHROMATOGRAPHIE 
SUR COLONNE 

J\̂ \ 

ADN 
DE POULETS 

SAINS 

HYBRIDATION D ADN ET D ARN G6NE v-sro 

IsoLement et caract6risation du gfene "src" et de sa contre-partie 

ceLLuLaire "c-src" gr3ce «i une sonde radioactive 

(cDNA sp6cifique du RSV? 

(extrait de Bishop 1982) 
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Des mutants du RSV dSfectifs pour La transformation migrent h 

la meme vitesse que Les virus des leucemies. L'incapacit6 de 

ces mutants "td" d transformer des ceLLuLes infect6es r6suLte 

en fait d'une deL6tion du g6nome RSV sauvage. 

- En 1975, SteheLin et aL uti Lisent La transcriptase rSverse pour 

obtenir Le cDNA complementaire du g6nome 35 S d'un virus sarco-

matogfene aviaire (Pr -C -ASV). Apr&s hybridation de cette co-

pie marquee radioactivement au RNA d'un virus d6fectif (td -

Pr-C-ASV), iLs isoLent Les s6quences non appari6es par chroma-

tographie diffSrentieLLe sur hydroxyapatite. Les copies cDNA 

sarc obtenues correspondent h La deLetion d'envi ron 16 % du g6-

nome viraL. 

- Tous Les vi rus des sarcomes aviaires transformants 6tudies poss6-

dent cette siquence dans Leur g6nome dont 1'ensembLe est d6si-

gn6 sous Le nom de gene sarc ou "src". 

- Les virus des Leucoses aviaires (ALV) ou meme, Les virus ALV 

endogenes qui existent h L'6tat Latent dans Les ceLLuLes normaLes 

de pouLet mais non oncogfeniques, et Les mutants "td" du RSV, ne 

poss&dent pas ce g#ne "src". IL en est de meme pour Les virus des 

Leucemies et sarcomes murins. 

- Cependant, L'hybridation -du DNA src avec Le DNA de ceLLuLes de 

pouLets non infect^s a montr6 qu'une a deux copies compLfctes de 

L'oncog6ne viraL "src" sont presentes par ceLLuLe et Les DNA -

provenant d'autres especes aviaires trks diffSrentes contiennent 

tous au moins une partie de cet oncogfcne sp6cifique du RSV. 

"src" a donc une contrepartie homoLogue ceLLulaire "c-src". 

De L'ADN voisin de ceLui de "src" a 6t6 d6couvert aussi chez 

Les poissons, et mammiferes^ et i L sembLe que tous Les vert6-

bres poss6dent un gfene apparent6 au gfene "src". 

. / . . .  
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- Ces donnies viendraient confirmer La th6orie de L'oncog6ne de 

Hueber et Todaro seLon laquelle Les oncog6nes des R6trovirus 

constitueraient une partie du g£nome de toutes Les cellules des 

vertebris acquise par ces virus probabLement S La suite d'in-

fection viraLes tdt dans L'evoLution. Ces oncog6nes viraux 

seraient r6prim6s en permanence dans La ceLLuLe mais pourraient 

§tre d6r6prim6s ou r§activ6s sous L'action d'un mutag6ne et 

traduits en une "prot6ine transformahte" capabLe de transfor-

mer une ceLLuLe normaLe en une ceLLuLe cancereuse (Larsen et al. 

1974). 

La comparaison du g§nome viraL d'un mutant "td" du RSV h ceLui 

d'un virus compLet, permet de situer ce g§ne h L'extr6mit6 du 

genome (RNA 35 S). 

La pLupart des Retrovirus, ceux dont L'activit6 transformante 

est testee in vitro, ont un g&ne transformant sp6cifique du 

g£nome viraL (Sheiness et aL 1980). PLus de 10 de tels oncog6nes 

viraux ont ete pr6cis6s ainsi que Leur contreparties ceLLuLaires : 

ainsi, Les genes "v-mos" et "c-mos" du virus du sarcome murin de 

MoLoney (Mo MSU) (Van Beveren et aL 1981), ou Les candidats "onc" 

pour Les virus des Leuc6mies aigues aviaires (DLU, AEV et AMV) 

(Bishop et aL.1979, Sheiness et aL.1980). 

Expression de L'oncogfene viraL 

Lorsque Le R6trovirus est porteur d'un oncog6ne, L'expression de ce 

g6ne provoque la transformation ceLLuLaire in vitro et La n6opLa-

sie in vivo. 

En raison de son pouvoir de transformer tr6s rapidement des fibro-

bLastes in vitro (moins de 24 h) Le RSV a 6t6 Le pLus 6tudi6 et Le 

mecanisme d'oncogenese de ce virus est actueLLement Le mieux connu. 

Grace h des anticorps produits par des lapins infectes par Le RSV, 

La proteine enzymatique cod6e par Le g6ne "src" et synth6tis6e par 

la celluLe hote, a pu etre identifiee (Bishop et aL.1979, Bishop 

1982). 

•  / . . .  



II s'agit d'une proteine Kinase de Poids MoLeculaire de 60 000 

daLtons designee pp 60 vsrc. ELLe agirait en phosphori Lant Les 

proteines dans Les pLaques d'adhesion de La membrane pLasmique de 

La ceLLuLe hote entrainant Leur destruction, ce qui expLiquerait 

peut §tre La faciLit6 avec LaqueLLe La pLupart des ceLLuLes canc6-

reuses se detachent de leur tissu d'origine et proLif6rent a 

d'autres endroits formant des mitastases. IL n'est pas encore d6-

fini L'importance de L'action de cette proteine dans Le compor-

tement desordonni des ceLLules cancereuses. 

De meme, Le produit du g6ne transformant "v-mos" de Mo MSV, est 

une petite prot6ine de 374 acides amines, dont La sequence pr6-

sente une grande homoLogie avec ceLLe de pp 60 v-src (Van Beveren 

et aL.1981). 

Le g6ne viraL transformant peut §tre exprim§z soit comme un g6ne 

viraL independant, soit comme un produit qui interagit avec Les 

proteines structuraLes viraLes. 

Deux types de virus oncogfenes (NeeL et aL.1981). 

En depit d'efforts intensifs, aucun gene transformant n'a et§ iden-

tifie chez certains R6trovirus qui provoquent cependant des can-

cers graves, teLs Leucemies et Lymphomes chez Le pouLet et La souris. 

Le mecanisme d'oncogenese par expression de L'oncog6ne r§trovir,aL 

ne peut s'appLiquer d ces virus et d priori il s'agit d'un mecanisme 

tres different (NeeL et aL.1981). 

On regroupe donc Les Retrovirus en deux grandes cLasses, suivant 

Leurs propriet£s et Le m6canisme d'oncogenese qu'iLs induisent. 

1 - Les virus "aigus" induisent rapidement (2 d 4 semaines apr6s 

L'infection) chez L'animaL h6te susceptibLe, des tumeurs can-

cereuses avec un rendement voisin de 100 %. ILs possedent tous 

La propriet6 de transformer des ceLLuLes appropri6es en miLieux 

de cuLture. 
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Diagrammes reprSsentant 1'agencement des gfenes viraux du 

genome des R6trovirus aviaires (Bishop et al 1979). 

L'oncog6ne "src" et Les candidats "onc" apparaissent comme des inser-

tions dans Le genome de ALV. 

Chaque insertion peut etre d6riv6e d'un Locus genitique normal du g6-

nome des vert§br6s. 

1 Virus "chroniques" : Virus des Leucoses aviaires (ALV) 

gag poL env c An 

2 Virus "aigus" 

' Virus des sarcomes aviaires (ASV) 

gag pol env c An 

Virus de La Leuc^mie aigue aviaire (DLV) 

gag onc 
|»AA/WV\| 

env c An 



ILs comprennent Les virus ei r6pLication comp6tentez comme Le 

virus du sarcome de Rous (RSV) ou a r6pLication difective 

comme Les virus du sarcome de Fujinami, Les virus des sarcomes 

murins et feLins ou virus de La Leuc6mie aviaire d6fective (DLV) 

et virus de La LeucSmie AbeLson. 

2 - Les virus dits chroniques induisent des n6opLasies seuLement 

apres une Longue periode de Latence (4 a 12 mois apr&s L'infec-

tion) et avec un rendement faibLe (20 £ 60 %). ILs ne transfor-

ment pas de ceLLuLes cibLes en cuLture, Leur pouvoir oncogdnique 

ne peut donc etre test6 in vitro. ILs incLuent, en particuLier 

Les virus des leucoses aviaires (ALV) et Les virus des Leuc6mies 

murines MuLV. 

Les gdnomes des deux types de virus "aigus" et "chroniques" poss6dent 

en commun Les g6nes qui codent pour Les fonctions r6pLicatives et 

structuraLes du virus : "gag" code pour Les protiines structuraLes 

du virionz "poL" porte Le message pour La transcriptase r6verse et 

"env" code pour Les gLycoproteines de 1'enveLoppe. 

ILs possedent egaLement en commun une region ginetique "c" pr6s de 

L'extremite 3' du RNA viraL qui ne parait coder pour aucune prot6ine 

et dont La fonction n'est pas compL6tement connue. 

Les virus aigus poss6dent un g6ne supplementaire, L'oncog6ne viraLz 

responsabLe de La transformation maLigne de La ceLLuLe h6te ("v. src"z 

"onc"z par exempLe). 

MECANISMES DE L'0NC0GENESE : HYPOTHESES 

(Bishop 1982) - (Bishop et al.1979) - (Neel et aL.1981). 

En reaLite, Les oncogenes viraux sont des insertions dans Le genome 

des Retrovi rus. ILs sont de simpLes genes ceLLulaires modifi6s et 

recuei L Lis chez Les animaux dans LesqueLs se r6pLiquent Les virus. 
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G£NE CELLULAIRE 

POl env 

G£NOME DE 
VIRUS 

DU SARCOME 
DE ROUS 

po! 

Extrait de Bishop 1982. 

Le g§ne ceLlulaire "c-src" se compose d'exons (en couLeur) et d'in-

trons (en gris). II a 6te autrefois recueiLLi par un ritrovirus : 

Les introns ont ete supprimes et Les exons apr6s excision-encoLLage 

se sont inserres dans Le genome viral pr6-existant pour donner Le 

genome r§troviraL transformant complet. 

* 
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- Ceci a et§ mis en Svidence par des micrographies electroniques 

d'un brin d'ADN viral contenant Le g6ne src hybrid§ k un brin 

d'ADN de pouLet portant La version ceLLuLaire c-src. II en a r6-

suLt6 une moL6cuLe hybride d'ADN bicat6naire prSsentant 6 boucLes 

monocatenaires provenant du brin d'ADN ceLLuLaire contenant 

"c src". Ces boucLes correspondent aux s6quences interm6diaires 

non transcrites (introns) des DNA des ceLLuLes eucaryotes, si-

tuees entre des sequences codantes (exons) pour une meme pro-

t6ine. 

- Cette configuration en mosaique des g6nes des ceLLuLes eucaryotes 

ne se rencontre jamais chez Les R§trovi rus et prouve que Le g§ne 

ceLLuLaire "c src" est originaire de La ceLLuLe et n'y a pas 6t6 

introduit par un R§trovirus. 

- Les versions "c src" rencontr6es chez Les Vert§br6s a L'excLusion 

des introns sont toutes 6troitement apparenties au gfene viraL 

v src et tr£s voisines Les unes des autres. 

Ces genes ceLLuLaires sont donc hautement conserv§s et semblent 

donc importants pour L'equi Libre de L'esp§ce dans LaqueLLe iLs 

persistent. 

- Non seuLement pr6sents dans toutes Les ceLLuLes des vert§br6s, i Ls 

s'y sont aussi r6v6L§s actifs : 

Un m RNA specifique de "c-src" d6tect§ gr§ce & La sonde radior 

active cDNAsrc, et une protdine (pp60c src) identique £ pp60v src 

sont en effet synth6tis6s dans Les ceLLuLes saines en faibLe 

quantite. 

IL en est de meme pour tous Les homoLogues ceLLuLaires des gfenes 

transformants 6tudi6s. 

Dans tous Les cas, ces genes ceLLuLaires sont exprimes £ des 

taux faibLes ou meme ind6tectabLes dans Les ceLLuLes normales et 

Leurs homoLogues viraux sont exprim6s h des taux tr§s 6Lev6s dans 

Les ceLLuLes transformees, infectees (NeeL et aL.1981). 

. / . . .  
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HANAFUSA et al.(1977), montrfcrent meme que des mutants "td" du 

RSV ne contenant qu'une faible partie du g&ne "src",, peuvent se 

combiner avec "c-src"/ pour g6n6rer un virus transformant. Cette 

exp§rience sugg6re que des g£nes ceLLulaires normaux peuvent 

provoquer des sarcomes s'iLs sont exprim6s h des taux 6Lev6s. 

Si Les oncogenes viraux sont de simpLes copies de g§nes ceLLuLaires 

normaux, pourquoi provoquent-iLs des cancers dans Les ceLLuLes 

infectees aLors que Leur homoLogue ceLLuLaire est normaLement inof-

fensif ? 

Deux hypoth§ses s'affrontent habitueLLement : 

* Dans L'hypoth£se mutationneLLe, Les oncog§nes viraux diff6rent 

sensibLement de Leurs ancetres ceLLuLaires, k La suite de muta-

tions introduites Lorsque Les g6nes ceLLuLaires furent copi§s et 

integres par Le g6nome ritroviraL, et Les deux prot§ines enzyma-

tiques produites auraient des effets tr§s diff6rents sur Le com-

portement ceLLuLaire. 

* Dans L'hypothese de La surproduction, L'oncog6ne viraL saturerait 

La ceLLuLe en produisant en abondance une prot§ine normaLe, ce 

qui provoquerait Le d6regLement ceLLuLaire. 

MECANISME DINTEGRATION DE L'  ADN PROVIRAL :  DONNEES RECENTES 

Le m6canisme d'oncog6n§se par expression d'un g6ne viraL ne peut s'ap-

pLiquer aux virus chroniques dipourvus sembLe-t-il de teLs oncogSnes. 

Dans Le cas de ces virus, iL sembLe que L'int6gration de l'ADN proviral 

dans L'ADN ceLLuLaire, en un site spScifique, provoque L'activation et 

L'expression d'un g§ne ceLLuLaire adjacent, normaLement r6prim§ ou fai-

bLement actif. 
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Ces investigations dicoulent en fait, des donnSes ricentes obtenues 

sur La repLication des R6trovirusz grSce d L'apparition de nouveLLes 

techniques de La bioLogie moLecuLaire. 

La rSpLication intraceLLuLaire des RStroviruszimpLique, rappeLons 

Le : 

- La transcription du RNA viraL en un interm^diaire DNA bicat6naire, 

- L1intdgration de cet interm£diaire dans L'ADN de La ceLLule hote, 

- et sa transcription uLt6rieure par La RNA poLym£rase II ceLLuLaire. 
(Weinberg 1977). 

Les principaux types de RNA specifiques du virus sont sans doute syn-

th6tis6s S partir d'une seuLe matrice d'ADN viral int6gr§ dans Les 

ceLLuLes hotes permissives ou non et L'int6gration sembLe obLigatoire-

ment requise pour obtenir une matrice fiabLe (Bishop 1978). 

L'6tude des precurseurs du provirus int6gr6 a constitu6 une 6tape 

essentieLLe dans La compr6hension du mecanisme d1intSgration de L'ADN 

retroviraL. 

1 - ETUDE DES INTERPIEDIAIRES DNA VIRAUX NON INTEGRES 

A - Mise en evidence de deux types d'interm6diaires non int6gr6s 

18 h apr6s L'infection de ceLLuLes tumoraLes de caiLLes (QJ6) 

avec Le Pr-(?ASV pLusieurs copies de DNA viraL non integr6es 

sont synthetisees dans Le cytopLasme de La ceLLuLe hote par La 

transcriptase r6verse virale. 

Le produit de synth6se est une moLecuLe dupLex constituee d'un 

brin de poLariti nSgative de 8 a 10 kiLobases nucLeotidiques 

(8 a 10 K.b.) et de brins courts de 0,3 k 3 K.b. de m§me poLa-

rite (positive) que Le RNA viraL 35 S (Varmus et aL.1978). 
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Les premieres analyses de DNA viraux non int6gres par s6dimen-

tation dans des gradients de densitd au CsCl identififerent un 

DNA circulaire ferm6 par covalence excLusivement dans Le noyau 

de La ceLLuLe hote et des formes Lin6aires ou en cercLes ou-

verts monomeriques dans Le cytopLasme et Le noyau £ La fois 

(Guntaka et aL.1976). 

La faibLe quantite de DNA viraL disponibLe, moins de 10 copies 

de moLecuLes de DNA int6gr6es ou non par ceLLuLe, fut Long-

temps un facteur Limitant L'6tude de ces interm6diaires. 

Le deveLoppement de La methode de Southern permit de contourner 

cet obstacLe : apres eLectrophorese sur geL d'agarosez Le DNA 

est transfere sur des fiLtres de nitroceLLuLose et est identi-

fie par hybridation k une sonde radioactive (cDNA) sp6cifique 

du virus etudi§ (Southerri 1975). 

Ainsi en pr6Levant d'une part une fraction cytopLasmique et 

d'autre part La fraction du surnageant Hirt des noyaux, Les 

deux intermediaires viraux non intigres ont 6te isoL6s puis 

caract6ris6s (Shank et a1.1978). 

- L'eLectrophor6se sur geL d'agarose de La fraction cytopLasmi-

que reveLa principaLement un intermSdiaire DNA viraL dont La 

taiLLe est proche de ceLLe d'une copie de DNA compLfete Lin6-

aire d'une sous-unit6 du g6nome viraL (Le RNA 35 S). 

Le cLivage de ce dupLex par L'endonucL6ase Kpnl connue pour 

n'avoir qu'un site de reconnaissance sur ce DNA produit deux 

fragments de restriction (3Z4 et 2Z8 Mega-daLtons ou Md) d6-

montrant ainsi qu'i L s'agit bien d'une moL6cuLe bicat6naire 

Lin6aire de meme Longueur qu'un RNA 35 S. CeLLe-ci pr6sente 

comme Lui des extr6mites sp6cifiques 5' et 3'. 

- L'6Lectrophor6se sur gel d'agarose de La fraction nucL6aire 

fournit trois types de moL6cuLes de DNA bicat6naire : 

. /... 
«4 
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1. Une mol6cule indissociable du DNA Lin6aire cytopLasmique 
(forme III). 

2. Une moL6cuLe migrant plus rapidement, sans doute corres-

pondant a une moLecuLe circuLaire fermee (forme I). 

3. Enfin, une moL6cuLe migrant beaucoup plus Lentement et 

correspondant sembLe-t-iL S une moLecuLe en cercLe ouvert 

(forme II);pLus queLques formes circulaires dimeriques. 

Ceci sembLe confirme par des resuLtats compLementaires : apres 

uLtracentrifugation dans un gradient de densit6 (CsCL - PI^) 

on peut extraire La forme I. ELLe fait apparaitre Lors d'une 

nouveLLe 6Lectrophor§se sur geL d'agarosez deux bandes de mi-

gration correspondant a deux moL6cules diffirentes. 

La moL6cuLe La pLus Lente sembLe etre La forme II g6n6r6e pro-

babLement d partir de La forme Iz apr6s coupures partieLLes 

Lors du passage sur Le gradient, tandis que La moL6cuLe La 

pLus rapide correspond a La forme I. 

En provoquant artificieLLement des coupures partieLLes avec 

La DNAse I en pr6sence d'EtBr2z sur La moL6cuLe circuLaire 

rapide (forme I)z on obtient bien une moL6cuLe qui migre comme 

La forme II ; et si une coupure franche bicat6naire est effec-

tuee avec L'endonucL6ase Kpnl on obtient finaLement, une moL6-

cule migrant comme La forme III Lin6aire. 

Shank et aL ont ainsi isoL6 des interm6diaires DNA non int6gr6s 

de deux conformations diff6rentes : 

- Une Lin6aire dans le cytopLasme surtout, 

- Une circuLaire fermee par covaLence dans Le noyau. (Une troi-

si6me conformation en cercLe ouvert peut etre produite a par-

tir des formes circuLaires fermees). 
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Rossibllit6 de former 
une structure cruciforme 
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(Extrait de Russel J.P. 1981 

p. 149. 

TTT 

—o=o— 
— H=> — 
— H = >-

Region de 1'ADN presentant une sequence de 
paires de bases qui possede un centre de symelrie 
(palindrome). Cette sequence particuliere est en fait le site de 
reconnaissance de 1'endonuclease de restriction EcoRl. 

Caract6ristiques de quelques enzymes de restriction 

(Extrait de Russel J.P. 1981 p. 150) 

Nom de L1enzyme S6quence de reconnaissance et 
empLacement des coupures 

Bam HI 5' G^G A T C C 3' 
3' C C T A GfG 5' Centre de symetri e 

BgL III 5' AiG A t T C T 3' 
3' T C T f A GfA 5' Site de cLivage 

Hae III 5' G G 45 C C 3' 
3' C C fl G G 5' 

Site de cLivage 

Les molecules clivees risuLtantes prSsentent : 

- soit des extremit§s monocat6naires compL6mentaires (Bam HI et Eco RI), 

- soit des extremites bicatinai res dites a "bouts carr6s" (Hae III). 
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Enzymes de restriction (Taylor et aL.1978 ; Russel 1981). 

L'6tude de ces intermidiaires a 6t6 entreprise grace h l'uti-

Lisation devenue courante d'un type particulier d'endonucLeases 

On connait maintenant une centaine de ces endonucl6ases ou en-

zymes de restriction extraites de divers microorganismes. ELles 

sont toutes capabLes de cLiver Les mol6cuLes d'ADN au niveau de 

s6quences hexanucLeotidiques spScifiques pr6sentant un centre 

de sym6trie et constituant ainsi des r6p6titions invers6es de 

bases ou s6quences paLyndromiques. 

Le nombre de coupures bicat6naires effectu6es par une endonu-

cLease particuLi6re d6pend de La fr6quence de cette s6quence 

de reconnaissance sur La moLecuLe d'ADN 6tudi6e. Les fragments 

de restriction produits 6 La suite du clivage d'une moL6cule 

d'ADN par diverses endonucLeases fournissent des renseignements 

sur 1'agencement des s6quences nucL6otidiques sur cette moL6-

cuLe. 

On etabLit ainsi une cartographie des sites de restriction de 

diverses enzymes sur une moL6cuLe donn6e. 

Quelques enzymes test6es permettent meme de diff6rencier des 

DNA synthetis6s par Les celLuLes-h6tes apr6s infection par dif-

ferentes souches d'un meme virus. 

BamHI par exemple, permet de distinguer Les DNA provenant de 

quatre souches diff6rentes du ASV (Pr-A, Pr3z PrC et B^). 

(Shank et al,1977). 

Interm6diaire Lin6aire non int6gr6 cytopLasmique 

1. Etude : AnaLyses de restriction 

Les sites de restriction de 3 enzymes Eco RIZ Kpnl et BamHI 

ont d'abord et6 d6termines sur les DNA intermediaires du 

ASV. 
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i »> • ->* Wfr i>* 4- Fre^wve.**^* «It resfrlcfn 

Seir Hl ftojn HI &jxt* Hl 

S R C  >(VifV dUL RSU 

EaRl 

F S i ,SMd Fi  fc .JMJl  Fl[ A Md 
Frotjiwtwhs de reifrCtKow £ 

Cartographie des sites de clivage de trois endonucl6ases 

(£co RI, Bam HI et Kpnl) dans l'ADN du ASV souche Pr-c. 

(Interm6diaire LinSaire cytoplasmique) 

(extrait de Shank et aL.1978) 
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Agencement_des_grands_fragments_Eco_RI 

- La digestion avec Eco RI des 2 formes Lin6aire:et circu-

Laire du DNA viraL non int6gr6 produit trois fragments : 

FI = 2,5 Md 

FII =2 Md 

FIII = 1,5 Md. 

IL en resuLte que La moLecuLe Lin6aire possSde un site 

Eco RI tr6s pr6s d'une (ou des deux) extr6mit6s(s). 

- Le DNA circuLaire obtenu dans Les ceLLuLes infectSes par 

un mutant "td" du ASV (Pr-c) ne contenant pLus Le g&ne 

"src" et aussi digere par Eco RI, fournit 6gaLement Les 

fragments FI et FIII mais FII est rempLacS par un petit 

fragment 0,7 Md. 

Les fragments FII et 0,7 Md contiennent donc Les s6quences 

compLementaires a ceLLes de L'extremit£ 3' du RNA viraL. 

Pour etabLir L'ordre relatif des 2 autres grands fragments 

Eco RI on anaLyse Les produits obtenus apr6s digestions 

sequentieLLes du DNA viraL avec Eco RI et Kpnl. 

Kpnl produit, on L'a vu, 2 fragments de restriction & par-

tir de ce DNA ; eLLe cLive aussi Le fragment FI en deux 

autres fragments pLus petits de 0,7 Md et 1,6 Md. Ceci per-

met d'agencer d'une seuLe mani6re Les diff6rents fragments 

Eco RI par rapport au g6nome viraL (RNA 35 S). De 5* vers 

3' on aura successivement Les fragments 1,5 puis 2,5 puis 

2 Md (FIII, FI, FII). 

gLasmigue 

PLusieurs expiriences ont permit de concLure a L'existence 

de 2 sites de reconnaissance Eco RI situds h L1intSri eur des 

200 bases qui constituent Les extr6mit6s du DNA intermSdiaire 

cytopLasmique. 
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DNA intermSdiaire cytoplasmique 

Site EcoRI gauche Site EcoRI droit 

La mise en evidence du site Eco RI situe dans L'extr6mit6 

droite du DNA intermidiaire viraL a pu etre faite d par-

tir d"exp6riences de transcription de ce DNA in vitro 

(TayLor et aL 1976) et par La d6monstration que La r6gion 

3* du g6nome RNA code pour un site de reconnaissance 

Eco RI. CeLui-ci serait situe 60 & 65 bases avant Le poLy 

A. (Hsu et aL. 1978, Schwartz et aL.1978). 

Varmus et aL 1978, mettent en Svidence L'existence de ce 

site dans Le DNA intermediaire transcrit in vivo. 

Pour tester La pr6sence d'un site Eco RI pr6s de L'extrimi-

te gauche du DNA intermediaire Lineaire non int6gr6 (in 

vivo), L'endonuclease Bam HI a ete uti Lis6e. 

Bam HI cLive ces DNA intermediaires au niveau de 4 sites 

de reconnaissance ; eLLe fournit 5 fragments de restriction 

a partir du DNA Lineaire viraL et 4 a partir de La forme 

circuLaire. Trois petits fragments sont communs aux 2 formes 

Le pLus grand 3,2-Md et Le pLus petit 0,45 Md du DNA Lin6-

aireyforment un seuL produit de digestion du DNA circuLaire 

et constituent donc Les fragments terminaux du DNA Lin6aire. 

Une digestion sequentieLLe de ceLui-ci avec Bam HI puis 

Eco RI montre que Le fragment 3,2 Md contient Le fragment 

FII et d6rive donc de L'extr6mit6 3' du DNA. 

Le petit fragment (0,45 Md) d§riv6 aLors de l'extr6mit6 gau-

che est r6duit en un fragment 0,3 Md d6montrant ainsi L'exis 

tence d'un site de reconnaissance Eco RI d gauche. 

(Shank et aL.1978). 
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Les memes itudes de restriction de ces endonucl6ases ont 

et6 effectudes sur Le DNA viraL Lin6aire synthetis§ in 

vitro (TayLor et aL.1978) et L'absence apparente d'un site 

Eco RI a L'extr6mit6 gauche de ce DNA sugg6re qu'i L n'est 

pas identique au DNA viraL Lin6aire present dans Les ceLLu-

Les infecties (Shank et al. 1978). 

Comgaraison_de_L^intermedialre_DNA_Linea2re_au_g6nome_RNA : 

L'uti Lisation d'une dizaine d'autres endonucL6ases a permit 

de positionner Les g6nes envz sarc et La r6qion c sur Le DNA 

aux memes positions que sur Le RNA. 

On observe aussi une permutation d'une centaine de bases de 

L'extremite 5" du RNA (genome) a L'extr6mit§ 3' du DNA don-

nant une structure schematisee ainsi : 3' 5' pour 

L1intermediaire DNA Lineaire & L'extr6mit6 droite. 

(31 designant Les 200 bases terminaLes de L'extr6mit§ 3' du 

RNA precedent Le poLyA et 5' designant La sequence des 101 
t PD bases comprises entre Le site de fixation de l'amorce tRNA 

et L'extremite 5' du RNA viraL (Shank et aL 1978). 

Pour L'extremite gauche du DNA Lin6airez pLusieurs structures 

possibles ont ete prevues dependantes de La capacit6 de La 

poLym§rase & transcrire La matrice RNA autour du site de fixa-

tion du tRNAtrp amorce. 

On s'attendait a deux structures possibLes sch6matis6es ain-

si : soit 5' 3' - 5' 

soit - - - - - - 3' - 51. 

Les experiences menees pour caract6riser La mobi Lit6 eLectro-

phoretique des DNA intermediaires Lin6aires pr6sents dans Le 

cytopLasme des ceLLules QT6, un jour apr6s L1infection par Le 

ASV de souche Pr-C mettent en evidence une bande de migration 

centree a 6,36 Md correspondant a un interm6diaire DNA pLus 

grand que Le transcript hypoth6tique attendu d'environ 5,85 Md 

(Hsu et aL.1978). 

s  .  i. . .  
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De pLus, L'endonucL6ase Pvul fait une seuLe coupe dans L'ex-

tremit§ droite d'un meme DNA interm6diaire synth6tis6 in vitro 

aLors qu'eLLe en produit deux sur Le DNA obtenu in vivo, La 

seconde ayant Lieu dans L'extremit6 gauche (Hsu et aL. 1978). 

La comparaison enfin, de La carte des sites de restriction des 

deux DNA obtenus in vivo et in vitro montrent que Les s6quen-

ces nucLeotidiques additionneLLes (0,5 Md) du DNA "in vivo" 

sont LocaLisees h L'extr§mite gauche de La moLecuLe, et re-

presentent une r§p6tition des s6quences de L'extr6mit6 droite. 

Canaani et aL, avait montr6 auparavant qu'un court RNA viraL 

contenant Le poLy A s'associe aux deux extremit6s de La moL6-

cuLe de L'ADN Lineaire g6n6re par Le virus du sarcome murin 

de MoLoney (Hsu et aL#1978). 

De meme, Les sondes specifiques soit de L'extr6mit6 3' 

(cDNA31) soit de L'extr6mit6 5' (cDNA5') s'associent aux frag-

ments de restriction terminaux 1,5 Md Eco RI et 0,45 Md Bam HI 

de L'extremite gauche de ce meme DNA Lin6aire synth6tis6 in 

vivo. 

Les deux extremites de ce DNA contiennent donc Les sequences 

specifiques des deux extremitSs 3' et 51 du RNA viral. 

(Shank et aL.1978).-

Comment_ces_seguences_regetees_3^_et_5^_sont-elLes_ordonnees 

de gart_et_cP autre_de__Lj,i.nterm6di ai re_Lin6ai re__non_int6gr6_? 

Une premiere experience (Shank et aL 1978) a consist6 «i iso-

Ler Les deux fragments Bam HI terminaux (3,6 Md h droite et 

0,65 h 0,7 a gauche) generes ei partir du DNA intermidiaire 

Lineaire du Pr B-ASV et h tester La capacite de CDNA31 et 

cDNA5' a s'associer avec eux et avec chacun des fragments 

generes apr6s digestion secondaire par Eco RI._*. 

.  Z . . .  
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Comme attendu, cDNA3' et cDNA5' s'associent toutes Les deux 

au grand fragment de droite 3,6 Md Bam HI. Aprfcs digestion 

secondaire avec Eco RI on obtient deux fragments 3,5 et 0,15 

Md Eco RI. Alors que CDNA3' s'associe aux deux fragments 

Eco RI g6ner6s, cDNA5' ne s'associe vraiment qu'au pLus pe-

tit fragment 0,15 Md. 

On rep§te aLors Les memes tests avec Le fragment 0,65-0,7 Md 

gauche Bam HI. IL est detectS rapidement avec CDNA31, cDNA51 

et cDNArep (copie du RNA 35 S entiers ; rep = r6pLication). 

Apr&s digestion par Eco RI on obtient deux bandes dans Le geL 

d'agarose correspondant h des fragments de taiLLe 0,53 Md 

et 0,15 Md. 

cDNA51 s1associe seuLement au fragment 0,53 Md 

cDNA31 s'associe aux deux fragments. 

Ces resuLtats et Le fait que La moLecuLe Lineaire poss&de 

un site Eco RI a ses deux extr6mit6s dans Les sequences d§ri-

vees de la region 3' du RNA permettent de concLure que Les 

sequences homologues des deux extremites du DNA sont simiLai-

rement ordonnees, et peuvent etre sch6matisees ainsi : 

31-51 31-51 (Shank et aL.1978) 

La capacitd a circutariser ces DNA Lineaires apr6s digestion 

nucLeasique montre aussi que cette r6p6tition 

est bien directe 3'-5' 3'-5' 

pLutot qu' inversee 3' —5' 5'-3' . (Hsu et aL« 1978). 

De meme La g6n6ration de fragments de digestion de taiLLes 

identiques (environ 300 nucL6otides) par digestion du DNA 

Lineaire avec Les endonucLSases Eco RI et Pvul qui clivent Le 

DNA Lineaire a diff^rentes positions d L'interieur de La s6-

quence redondante, confirme ces risuLtats (Shank et aL 1978). 

. / . . .  
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Transcription du g6nome du RSV 

(extrait de Sabran et a1.1979) 

^ | « 9OOO Nu.<JLLo kJjLi ̂ N)_ 

tRNPltrP 
CXWtOfCL 

CU -
STR ^exCj p.O$ 4.VM» c 

b. 

c - -STR. 
-04-

R/uI 
| 0-S.TK. 

LTR ackt 

1-
LTR.dk. 

T 
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Structure du RNA : La longueur des STR est de 16 d 21 nucL6o-
tides. 

transcript hypothStique attendu du RNA en DNA.ne 
pas Le poLy A 3' terminaL et une copie de STR. 

comprenant 

Structure du DNA intermSdiaire bicat^naire LinSaire non int6gr§ 

La Longueur des LTR est d'au moins 217 pb. 

I et T : sites possibLes de 1'initiation et La terminaison de 
La transcription. 

R et B : sites possibLes respectifs de reconnaissance et de fixa 
tion de La RNA poLymerase. 
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Les analyses du DNA viral lineaire non int^gre de celLules 

infectees par virus murin des tumeurs mammaire CM. MTV) et 

par virus des Leucimies murines MLV sont aussi en accord 

avec L'existence de r6p6tition naturelle aux extr§mit§s du 

DNA Lin6aire non int6gr§. Dans Les deux casz Les rSactifs 

d'hybridation specifiques pour Les deux extr6mit6s du RNA 

ne permettent pas de distinguer entre Les fragments d6ri-

ves de L'une ou de L'autre des extr6mit6s du DNA. 

2. ImpLications : Comment La LTR gauche est-eLLe g£n6r6e aprfes La 

transcription du genome ? 

* Etude £h£z_l£ RSV Sjiank et_a_L._1_978^_ jHsjj £t_aj^.297^8^ 

L'ordre apparent des s6quences terminaLes de L'extr6mit6 droite 

du DNA intermidiaire Lineaire est en accord avec Les pr§c6den-

tes etudes de transcription in vitro et in vivo. 

En particuLier, i L correspond bien h La structure attendue 
t PD pour Le DNAZ amorcee par Le tRNA K en direction de L'extr6mi-

te 5'z proLongee apres transfert de La poLymerase viraLe de 

L'extremite 5' h L'extremit6 3' (excLuant Le poLy A) du RNA 35S 

initiaL. 

Cependant, si Le "saut" de La poLymerase se produit vers La 

region 3' terminaLe du RNA 35 S qui a initi^ La synthese, ceLLe-

ci ne peut se poursuivre au deLa du site de fixation du tRNA 

amorce pour generer La r6petition terminale gauche directe 

observee du fait de La digestion preaLabLe par La RNase des 

16 h 21 bases d'une des copies de La redondance terminaLe du 

genome (R ou STRXHsu et aL 1978). 

Le transfert de La poLymerase, pourrait s'effectuer de L*extr6-

mite 5' de La sous-unite 35 S initiale h L'extr6mit6 3' de La 

seconde sous-unit6 35 S et cela expliquerait pourquoi Les g6no-

mes des R6trovi rus poss6dent deux sous-unit6s 35 S Li6es par 

Liaisons hydrogene. 

m / m m m 
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Apr6s transfert sur la seconde sous-unit6z la transcription 

continuerait en direction de L'extr6mit§ 5' de cette sous-

unit6 ; un second transfert de La poLymSrase se produirait 

ensuite vers L'extr6mit6 3' du 1er RNA 35 S jusqu'6 La for-

mation compL&te de La redondance gauche. La transcription 

initiaLe du DNA commengant h partir de La 16re amorce tRNA 

provoquerait Le depLacement de L'autre tRNAtrp. 

Ce depLacement et L'uti Lisation d'un seuL tRNA amorce sont 

Les deux caract6ristiques essentieLLes de ce moddLe. 
(Hsu et aL.1978). 

IL presente cependant L1inconvinient de n^cessiter deux trans-

ferts successifs de La poLymSrase sur deux matrices RNA 35 S 

differentes et surtout apr&s Le second transfert, ceLLerci 

arreterait La synth&se du DNA au mi Lieu d'une s6quence qu'eLLe 

a copie pr6cedemment sans interruption apparente. 

En fait, il sembLe pLus probabLe que Le second saut trans-

criptionneL s'effectue vers un DNA pLutot que vers une matrice 

RNA. (Shank et aL.1978). 

En effet, au cours de La synth&se du dupLex Lin6aire cytopLas-

miquev Les courts fragments d'ADN de poLarite positive sont 

synthetises au fur et a mesure que La chaTne moins s'aLLonge. 

Ces brins (+) constitues de 300 bases environ et positionn6s 

pres de L'extr6mite 51 du brin (-) naissant„contiennent des 

sequences des deux extremit6s 3' et 51 du RNA. La compL6men-

tarite de base entre ce court fragment de DNA (+) et L'extr6-

mite du DNA strong-stop (-) faci Literait Le second "saut" de 

La poLymerase et expLiquerait L'arret de La transcription 

apr§s Les sequences 3' du fragment (+). (Shank et al.1978). 

L1inhibition de La "compL6mentation" du DNA du virus de La Leu-

c6mie murine par L'actinomicyne D semble confirmer que ce court 

fragment de DNA (+) serve de mod&Le pour La transcription de La 

Longue R6p6tition TerminaLe gauche (LTR). 

/ 
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* JEtude £h£z_l£ M-MLV^ ^Van_Beveren_et^ a.L_1980) 

Dans Le cas du virus de La Leucemie murine de MoLoney (M-MLV) 

19 nucL6otides 6 L'extr6mit6 3* du tRNA^ro amorce sont Lies 
P PO 

par Liaison hydrog6ne au RNA viral. Le 3' A-OH du tRNA est 

LocaLis6 a 146 nucL6otides de La sSquence de tete, 5' CAP du 

RNA viraL ; iL forme une Liaison phosphodiester avec Le pre-

mier desoxynucleotide triphosphate et La synthfcse du DNA com-

pl6mentaire se poursuit jusqu'au nucL6otide 5' du RNA viraL. 

Le DNA strong-stop CDNAss) long de 145 nucL6otides Li6 par co-
Pro valence au tRNA se dissocie et s'hybride d La siquence 

redondante terminaLe CR ou STR) de L'extr6mit6 3' du RNA viraL. 

La synth6se du DNA proc6de aLors de L'extr6mit6 3' du RNA 

vers L'extr6mit6 5'. 

Un fragment de DNA Long de 600 paires de bases Cbp) de poLarit6 

oppos6e C+) peut §tre observ6. apr6s La synth6se de 0,5 b 1,0 

kb du transcript cDNA C-). 

Le DNA bicat6naire synth6tise in vivo ou in vitro pr6sente 

deux types de moL6cuLes : 

- ceLLes qui contiennent Les sequences g6nomiques de 1'extremi-

t6 5' r6p6tees k Leur extr6mit6 3':C5' - - - - 3'S1), 

- et ceLLes qui contiennent en pLus Les s6quences g6nomiques 

3' repetees d Leur extr6mit6 5' - sch6matis6es ainsi : • 

(3151 3151). 



Repr6sentation des pr6curseurs non int6gr6s 

du DNA du ASV. 

(extrait de Shank et al 1978) 

RNA 

ONA 

Eco fll 

representation des 200 bp adjacentes au 
poly A non repr6sent6. 

=101 bases de L'extrSmite 5' du RNA viraL. 

Les sites Eco RI et Pvul sont indiquSs. 



Interm6diaire circulaire non integr6 nucL6aire (Shank et aL.1978) 

1. Deux taiLLes de DNA circuLaire 

Les anaLyses de restriction du DNA circuLaire ferm6 monom6-

rique de ASV ont montr6 que Les fragments repr6sentant La 

fusion des deux extr§mit6s de La moL6cuLe Lin6airez formaient 

souvent une doubLe bande sur Les geLs d'agarose. Les moL6-

cuLes circuLaires entieres ou simpLement diger6es par L1endo-

nucLease Kpnl ne font pas apparaltre ce doubLet. Les deux 

fragments de jonction isoL6s grlce h L'endonucL6ase Xhol sont 

en fait sensibLement de m§me taiLLe ; i Ls ne difffcrent que 

de 300 paires de bases. Cependant, iLs mettent ainsi en 6vi-

dence deux taiLLes de cercLes ferm6s : Les pLus grands sont 

identiques au DNA Lineaire non integrS et contiennent deux 

copies de La s6quence rep6t6e 3'-5'z tandis que Les pLus 

courts, Les pLus nombreux, n'ont qu'une seuLe copie de cette 

LTR. 

Les deux types du DNA circuLaire chez Le M.MTV ont 6t§ isoL6s 

pLus faci Lement du fait d'une diff6rence de taiLLe pLus impor-

tante (de 1 200 nucLeotides). 

De meme, dans Les ceLLuLes infectSes par Les virus des Leu-

cemies murines (MLV), Les deux DNA circuLaires diffferent de 

600 bp approx i mat i vement. 

Ces deux cLasses de DNA circuLaire ont encore ete isoL6es 

pour d'autres virus aviaires teLs Les virus endogfenes de pou-

Let (RAV-0) ou un virus MC-29 de La my§Locytomatose et son 

virus associ6 MC-AV. 

2. InterprStation 

Comme Le DNA Lin§aire (ASV) cytopLasmique sembLe Le pr6cur-

suer du DNA circulaire fermd nucL6aire, Les cercLes Les pLus 

courts r6suLteraient de d6L6tions aux extr6mit6s du DNA Li-

n6aire pendant La circuLarisation. 
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Et La presence d'une LTR aux extr6rait6s permettrait h de 

teLLes d6Letions de se produire avec une haute fr6quence de 

recombinaison intramoLecuLaire entre ses extr6mit6s. 

Pour ASV La Longueur de La deLetion serait 6gaLe h La LTR 

et si Le mod6Le s'appLique aux R6trovirus en g6n6raL Les 

DNA Lineaires de MLV et M.MTV auraient des LTR de 600 et 

1 200 paires de bases, respectivement. 

Comment Le pLus grand cercLe r6suLte-t-i L du DNA Lin§aire ? 

Shank et aL ont simpLement constat§ que La somme des petits 

fragments de restriction terminaux Eco RI du DNA Lin6aire 

est sensibLement egaLe en taiLLe au fragment de jonction 

du DNA circuLaire (180 +150 = 320 pb). 

ETUDE DU DNA VIRAL INTEGRE DANS L'ADN CELLULAIRE 

A - AnaLyse du provirus ASV 

* Exgeri ences_de_Hugues_et_aL^C1978)_chez_Les_mammi_fdres 

Pour obtenir des cL-ones de ceLLuLes de mammif#resz chaque 

cLone derivant d'une seuLe ceLLuLe infect6e, une Lign6e 

homogene de ceLLuLes fibroblastiques de foie de rat (ceLLu-

Les NRK) est infect6e avec Le ASV de souche Schmidt Rupin D 

(SR-D-ASV). 

PLusieurs jours apr6s L1infection, 15 cLones de ceLLuLes 

transformdes sont s6Lectionn6s pour L'anaLyse du DNA pro-

viraLz afin de determiner son empLacement dans L'ADN ceLLu-

Laire et sa structure. 

- L'utiLisation des endonucLeases Kpnl, Eco RI et Bam HI per 

met de montrer que Le DNA proviraL d'au moins 8 cLones sur 

15 est identique au DNA Lin6aire non int6gr6. 

Le provirus peut donc etre sch6matis6 ainsi : 

CELL-D^IA-3151 3'5'-DNA-CELL. 
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- Des provirus anormaux ddtectes dans Les autres cLones pr6-

sentent de Larges d6L6tions de sequences nucL6otidiques 

dans Le g6nome viraL mais Les LTR paraissent conservies. 

- 2 des 15 cLones contiennent chacun deux provirus LocaLis§s 

k des sites distincts dans L'ADN de La ceLLuLe hdte : La 

digestion de ces cLones par Kpnl produit en effet quatre 

fragments de digestion. Or L1insertion du second provirus 

au meme site que Le premier, par recombinaison intramoL6-

cuLai re,produi rait 2 provirus en tandem sur ce DNA ceLLu-

Laire et fournirait 3 fragments de digestion Kpnl. 

Enfin pour chaque provirus L'int6gration fait intervenir 

des r6gions distinctes de L1ADN ceLLuLairez mises en 6vi-

dence par La production de fragments de restriction Eco RI 

ou Bam HI comprenant des sequences nucL§otidiquesz du DNA 

ceLLuLaire, tr6s diff6rentes pour chacun des cLones. 

* Exgeriences_de_Sabran_et_aL_(1979)£_Ta^Lor_et_aL_(1979)_chez 

les_oiseaux 

De sembLabLes etudes ont 6t6 men6es sur Le provirus ASV int§-

gre dans L1ADN des fibrobLastes transform6s de pouLets, ca-

nards et caiLLes. 

Les ceLLuLes uti Lis6es furent soit des cuLtures infect6es en 

masse, soit des cLones de ceLLuLes infectees, sSLectionnes pour 

Leur capacite d former des coLonies dans L'agar. 

L1intigration du DNA viraL parait egaLement se produire h un 

site specifique sur Le g6nome viraL mais k de nombreux sites 

dans L1ADN de La ceLLuLe hote : en effet, L'endonucL6ase 

Pvul qui a normaLement un site de reconnaissance dans Les LTR 

Lib6re un fragment de DNA proviraL d'une unit6 de Longueur 

de 9,5 kb. CeLui-ci est une copie intigraLe du RNA viraL et iL 

est fLanqu6 par des r6p6titions terminales d'au moi.ns 217 

paires de bases, indiquant que Les sequences viraLes ne sont 

pas permutees pendant L1int6gration. 

.  / . . .  
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Ces donn6es ne permettent pas cependant de savoir si toutes 

Les bases des LTR du DNA non int6gr6 sont conserv6es ou non 

dans Le provirus. 

D'autre part, pour chacun des 12 cLones de caiLLes transfor-

mes 6tudi6s, iL fut possibLe de detecter rapidement apr£s 

digestion par L1endonucL6ase Kpnl des fragments de jonction 

DNA viraL - DNA ceLLuLaire uniques. 

Mais Le site d1int§gration sur L'ADN ceLLuLaire diffSre Ld 

encore d'un cLone h L'autre. 

Pour chaque cLone de pouLet ou canard, une grande h6t6rog6-

neite apparut, probabLement dQe a des aLterations apres L'in-

t6gration (Sabran et aL 1979). 

Le provirus int6grez comme un 6Lement transposabLe, pourrait 

aussi subir des transpositions, ou bien g6n6rer des inser-

tions ou des deLetions dans Les sequences ceLLulaires adja-

centes au site d'int6gration (TayLor et aL 1979). 

B - Sites d*int6gration des virus endogenes et exogfenes de La Leuce-

mie murine de MoLoney (M-MuLV) (Van der Putten et aL 1979). 

Des sondes specifiques.de virus de Leucemies murines AKR et 

MoLoney ont et6 pr6par6es pour caracteriser Les sites d'integra-

tion de ces virus dans Les souris de Lignees BaLb/Mo et BaLb/c. 

La souris BaLb/Mo porte sur Le chromosome 6 de son g§nome au 

Locus Mov 1, un M-MuLVz teL un virus endog&ne. Ce virus est 

transmis genetiquement des parents aux enfants et iL peut etre 

detecte aprfcs anaLyse de restriction dans un fragment Eco RI 

caracteristique de 16 Md. 

Directement apr6s La naissance des taux 6Lev6s de virions 

M-MuLV sont exprimes dans Le sang et aprfcs un temps de latence 

de pLusieurs mois, La souris d6veLoppe une Leuc6mie thymod6pen-

dante qui s'accompagne d'une ampLification des sdquences d'ADN 

sp6cifique du M-MuLV dans Les tissus tumoraux. 

. /... 
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La souris de tigriee Balb/c qui normalement ne deveLoppe spon-

taniment cette Leuc6mie que 2 ans apres sa naissance, peut 

apr§s infection n6o-nataLe par un virus exog§ne M-MuLV se com-

porter comme une souris BaLb/Mo. Mais aucun fragment de DNA 

Eco RI 16 Md n'est d§tecte dans L'ADN des tissus tumoraux. 

Le site d1int6gration du M-MuLV exog6ne qui a infect6 La sou-

ris BaLb/c a La naissance est donc diff^rent de ceLui du 

M-MuLV "endog^ne" de La souris BaLb/Mo. 

D'autre part, Les souris BaLb/Mo et BaLb/c contiennent aussi un 

virus endogene qui peut etre reconnu par une sonde sp6cifique 

du virus de La Leuc6mie murine AKR. 

Un fragment de DNA Eco RI unique de 12 Md sembLe contenir ce 

provirus endog6ne type AKR pr6sent dans Les ceLLuLes tumoraLes 

et normaLes des deux LignSes de souris. Ce provirus est donc 

comme Le provirus M-MuLV "endog^ne" integr§ d un seul site 

dans Le g6nome des diff6rentes souris. 

La Leucemogenese dans BaLb/Mo et BaLb/czqui a 6te infectSe b La 

naissance par M-MuLV exogfcne, s'accompagne d'une riintegration 

des s6quences viraLes du M-MuLV (3 h 4 copies au Lieu d'une par 

genome) k de nombreux sites chromosomaux diff6rents dans Les 

tissus tumoraux. 

- Une partie des s6quences viraLes r6int§grees sont sous-g6no-

miques. 

- La sequence AKR n'est pas r6int6gree £ d'autres sites. 

- Enfi.nz Les copies acquises somatiquement ne s'int£grent ni 

au Locus Mov I ni en tandem avec Le provi rus endog6ne type 

AKR. 

Les memes r6suLtats confirmant que de nombreux sites dans Le g6-

nome de L'hote peuvent accepter L'ADN proviral, ont 6t6 obtenus 

pour d'autres Retrovirus (Ainsi Le fl-MTV^Cohen et aL.1979). 

Cependant, des exp6riences portant sur Les fragments de digestion 

contenant du DNA viraL infectieux ont r§v6L§ que ce DNA s'int§gre 

a un seuL ou queLques sites seuLement dans Les ceLLuLes infect6es 

chroniquement. 
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InterprStation 

1. Sites d'int6gration dans L'ADN cellulaire (Hugues et at 1978) 

Une anatyse math6matique des differents sites ceLLuLaires 

impliqu6s dans L1intSgration du provirus ASV permet de d6-

duire qu'une quarantaine de r6gions de L'ADN des ceLLuLes 

tumoraLes des mammif6res pouvait etre concern6e. 

On ne peut cependant concLure que L1 int6gration se produise 

tout d fait au hasard. 

Le nombre de sites observes serait en accord avec une int6-

gration^soit au niveau d'une courte s^quence d6finie de 10 

b 15 nucLeotides dont on trouve de nombreuses copies dans 

L *ADN des mammifSres, soit au contraire, dans une des Lon-

gues sequences nucLeotidiques r6p6t6es dgaLement de nom-

breuses fois dans L'ADN des ceLLuLes eucaryotes. 

Une autre interpr6tation aussi probabLe serait L'intigration 

dans une s6rie de sites pr6f6rentiels diff6rents Les uns des 

autres comme cela se produit pour certains "6L6ments trans-

posabLes" des bacteries. Ces 6L6ments qui portent des g§nes 

structuraux ftanqu6s par des r6p6titions natureLLes directes 

ou invers6esz de sequences nucLeotidiques non codantes^mont-

rent une grande sp6cificit6 dans Les 6v6nements de transposi-

tion. 

Ainsi, L'6L6ment Tg tres proche du ASV (i L pr6sente une Lon-

gue r6p6tition directe & ses extr6mit6s) manifeste une cer-

taine sp6cificite pour Les sites d'insertion du ASV dans 

L'ADN de La ceLLuLe hote transformee. 

2. Precurseur du DNA int6gre ? 

L'ADN proviraL est colineaire de L'ADN cytopLasmique Lin6aire 

non integr6 incLuant Les sequences redondantes aux extr6mit6s 

Ceci est en accord avec un m6canisme d'int6gration soit de la 

plus grande moL6cuLe circuLaire nucL6aire soit de La moL6cuLe 

Lineaire cytopLasmique (Shank et aL 1978). 

m / m m m 
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Mais on peut pr6voi r 6gaLement pour Les formes circuLaires 

n'ayant qu'une seuLe copie de LTR, un m6canisme selon LequeL 

La siquence r6p6t§e est g6n6r6e pendant L'int6gration comme 

c'est Le cas pour Les 6L6ments transposabLes (Sabran et aL. 

1979). 

On ne connait pas en faitz Le veritabLe pr6curseur imm£diat 

du DNA viraL int6gr§, mais iL s'agit surement du DNA circu-

Laire "doubLe LTR" puisqu'iL est infectieux, m§me S L'6tat 

Libre, sous certaines conditions, et qu'iL a 6t6 d6montr6 

qu'iL pouvait etre gen6r6 a partir du DNA Lin6aire (Shank et 

aL.1978). Ceci reste parfois revendiqud (Varmus et aL.1978). 

3. Site d'integration dans L'ADN viraL 

Une seuLe petite rigion du DNA viraL appara?t dans tous Les 

cas Liee au DNA ceLLuLaire. Le point d'attachement se ferait 

par L1interm6diaire de queLques bases seuLement, des extr6mi-

tes du DNA Lin6aire ou de La r§gion de jonction de ces extr6-

mit6s dans Le DNA circuLaire. Le maintien d'autre part des 

LTR dans Le genome des mutants de deL6tion (Shank et aL.1978) 

indiquent qu'eLLes doivent jouer un r6Le essentieL dans L'in-

tegration du provirus, et bien que La fonction de ces sequences 

additionneLLes n'a pas encore 6t6 d6terminie d ce niveau, on 

peut penser qu'eLLeS servent a initier, contrSLer et termi-

ner La transcription du provirus ou bien qu'eLLes peuvent 

contenir les signaux des etapes successives requises pour La 

production d1ARNm ou ARN viraL 3 partir d'une seule matrice. 

De teLLes fonctions attribu§es d des s^quences viraLes impLi-

queraient que Le site d1intdgration du provirus dans L'ADN 

ceLLuLaire importerait peu pour L'expression des g§nes viraux. 

(Hugues et aL.1978). 

La transcription de L'ADN proviraL en 1 RNA viraL se ferait 

de La gauche vers La droite. 

• / • • • 
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A partir de La structure de ce RNA ViraL on peut prdvoir 

que La transcription se termine en T juste au deLS de La 

STR aprfcs que Le poLy A soit additionn6. De memez si aucun 

pr6-mRNA n'est d6ceL6z La transcription d6buterait en I. 

Chez Les procaryotes Les sequences de DNA non transcrites 

en amont du site d'initiation contiennent Les sites de 

reconnaissance et fixation de La RNA poLym6rase de provirus 

int6gr6 qui contient 2 copies de LTR peut utiLiser L'une 

d'eLLes pour fournir ces sequences essentieLLes non codan-

tes. Sites de reconnaissance (R) et site de fixation (B) 

seraient donc situ6s dans La region 3' de La LTR gauche. 

(cf. schema transcription du RSV (c)z Sabran et aL.1979). 

Le DNA viraL int6gr6 fLanque des deux LTR est anaLogue aux 

"eLements transposables" des procaryotes : Les r6petitions 

directes de queLques "transposons" fonctionnent aussi dans 

1'initiation et La terminaison de La transcription et peu-

vent faciLiter L1integration et La transposition de L'6L6ment. 

Mais Le provirus rappeLLe aussi certaines sequences de DNA 

de drosophiLe : iL se peut que Les g6nes structuraux flan-

qu6s de LTR directes soient de pLus grande importance dans 

L'organisation des g6nomes des celLules eucaryotes et proca-

ryotes. (Sabran et aL.1979). 

4. M6canismes de r6int6gration des s6quences viraLes (M-MuLV) 

dans La Leuc6mog6n6se. 

L'ampLification diff6rentieLLe de s6quences virales sp6ci-

fiques pourrait etre expLiquee par une diff6rence du site 

d'integration de ces virus dans L'ADN de la celLule h5te ; 

L'activit6 de ces provirus serait gouvern6e par Les sequences 

ceLLuLaires adjacentes. 

D'autre partz Les provirus incompLets (de MoLoney) suppL6men-
•x 

taires pr6sents dans Les tissus tumoraux pourraient §tre dus 

a La r6infection de La ceLLuLe par un virus contenant au moins 

L1information partieLLe de M-MuLVz ou par un virus recombinant 

integr6 puisque,de teLs recombinants entre virus de MoLoney 

etautres virus ont 6t6 isoL6s h partir de Lymphomes de souris 
* 

Balb/Mo. (Van der Putten 1979). 
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I I I  - ETUDE DES LTR 

1 - TECHNOLOGIE DES DNA RECOMBINANTS (KourUsky 1980, RusseL 1981) 

RScemment, Les chercheurs ont mis au point des mithodes exp6ri-

mentaLes permettant de fabriquer de L'ADN recombin6 en tube 6 

essai. IL en a r6suLt6 un essor consid^rable de La recherche dans 

divers domaines et en particuLier ceLui de l'6tude de La struc-

ture et de L'expression des g6nes. 

Au d6part de cette technique, i L faut disposer de deux moL6cuLes 

d'ADN diff6rentes : 

- La premiere, La moL§cule que L'on d6si re etudier, est dig6ree 

par une enzyme de restriction s6Lectionn6e en vue d'obtenir des 

fragments d'ADN bien difinis. 

- La seconde, une petite molecule d'ADN particuLiere, (pLasmide 

ou ADN viraL) doit v6hicuLer un des fragments pr6c6demment ob-

tenus. Pour cela, Le pLasmide est ouvert en un site unique par 

La meme endonucL6ase. 

IL existe ensuite, deux methodes pour 6pisser Le segment d'ADN 

dans Le vecteur : 

Si L'enzyme de restriction fait des coupures en chicane sur L'ADN 

bicatenaire etudi6 et sur Le pLasmide, i L y a obtention par sim-

pLe compLementarite des extremites monocatenaires compLementaires 

(m6thode des extr6mites cohesives) d'une molecuLe d'ADN circuLaire 

de pLus grand diam6tre que Le pLasmide initiaLyet une poLynucL6o-

tide Ligase stabi Lise ensuite cette moL6cuLe hybride par formation 

de 4 Liaisons covaLentes. 

La probabiLit6 pour obtenir cette moLScuLe chim6rique reste faibLe 

cependant et certaines endonucLeases d'autre part, donnent des 

fragments de restriction a "bouts carrds". 

. /... 
•» 

«4 
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cellulea gtot noyau contenent le 
de la sourls _ .u-> ONA (chromosomea) 

enzyme enzyme 

op*rallon 1 : couper les molteulea du DNA 

baclArle 

op6ratlon 2 : reeoller les mol6culea du DNA 
(recomblnalson In vltro) 
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op6ratlon 3: rtlntrodulre les moldcules hybrlde» 
dans une cellule-hdte 

< 
Z 

multlpllcallon -k 
w par dMilon cellulalre 1 

plaamlde recomblni ou hvbrlde 
vecteur de DNA «tranger 

elene de bactlrles 

3 operations fondamentales : 

1 - Fragmentation des molScules d'ADN de 2 origines diff6rentes 

- La moL6cuLe 6tudi6e 

- La moLecuLe vecteur. 

2 - CoLLage Cepissage) d'un fragment d'ADN d6sir6 dans Le vec-

teur. On obtient une moL6cuLe d'ADN recombin6e Chybride ou 

chimfere). 

3 - Introduction de La moL6cuLe hybride r^suLtante dans La bac-

t6rie h6te. La muLtiplication bacterienne entraine du m§me 

coup 1'ampLification, c'est-d-dire Le cLonage de La moL6cuLe 

recombinde Con parLe de cLonage moL6cuLaire). 
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On utilise alors La mSthode d'addition d'extr6mit6s compL6mentaires 

synthetiques qui consiste S aLLonger Les chaines du fragment d'ADN 

a chaque extremitS 3' par un homopoLym&re synth6tiquez poLy dAz tan-

dis que Les extr6mit6s 3' des brins d'ADN du pLasmide sont aLLon-

g6es par un bras poLy dT de meme Longueur. 

Le melange en soLution des deux types de moLScuLes en pr§sence de 

La Ligase conduit & La formation d'ADN circuLaire recombin6 avec 

une pLus grande probabiLite. 

Une fois recombin6z Le vecteur doit etre capabLe de se r6pLiquer 

normaLement dans une ceLLuLe h6te assurant du meme coup, La r6pLi-

cation du fragment d'ADN 6tudi6. 

Le pLasmide, par exempLe, petite moLecuLe d'ADN circuLaire bicati-

naire extrachromosomique se r6pLique de faqon autonome dans La 

bact6rie. En pLus des g6nes n6cessaires h sa rdpLication, iL ne 

contient que queLques g§nesz teLs des genes de rdsistance & cer-

tains antibrotiques. IL poss6de d'autre part, une densit6 de fLot-

taison tres differente de ceLLe du chromosome bact6rienz ce qui 

rend son extraction ais6e. 

Au cours de L'exp6riencez Le pLasmide est donc extrait de La bact6-

rie hote, ouvert par L'endonucL6asez recombin6 avec Le fragment 

d'ADN desir6 et r6introduit dans une bact6rie h6te pr6alabLement 

permeabiLisee. (sa prSsence dans La bact^rie pouvant etre r6v§L6e 

par L'apparition de La r6sistance k un antibiotique). 

Le pLasmide recombine, se rSplique aLors normaLement dans La bac-

t6rie pendant que ceLLe-ci croit et se divise. La coLon.ie bacti-

rienne resuLtante, ou cLone, h6berge ainsi h L'int6rieur de chaque 

bacterie, Le fragment d'ADN disir6 que L'on dit avoir "cLon6". 

La mise en cuLture de cette coLonie permet L'obtention d'une gran-

de quantite de ce DNA k l'6tat pur ce qui est impossible en utiLi-

sant Les techniques physicochimiques cLassiques. 

.  / . . .  
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Pour isoler un g6ne pr6cis dans L'ADN d'un organisme sup6rieur 

(La souris par exempLe), on extrait L1ADN totaL contenu dans Les 

differents tissus de L'animaL, et apr6s digestion par pLusieurs 

endonucLeases conjointement, on obtient par exempLe, un miLLion 

de fragments d'ADN. 

Chacun d'eux 6tant aLors cLon6, Le probL6me se pose aLors de 

s6Lectionner, parmi Le miLLion de cLones obtenus,ceLui qui con-

tient Le g6ne desir6. 

Si L'on dispose d'une categorie ceLLuLaire de L'animaL synth6ti-

sant en abondance L'ARN messager sp6cifique du g6ne recherch6, 

on pourra en r6aLiser une copie sous forme cDNA. Ce cDNA 6 son 

tour cLon6 pourra apr6s purification, Stre empLoye comme sonde. 

IL y aura aLors hybridation entre cette sonde radioactive et Le 

cLone desir6, ainsi rep6r6. 

Grace h cette technoLogie, on a pu s6quencer uLt6rieurement Les 

r6gions int6ressantes de L1ADN et en particulier, Les LTR de 

diff6rents R6trovirus int6gr6s ou non. 

CLONAGE ET ANALYSE DE LA SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE DES LTR 

QueLques formes non int6gr6es et toutes Les formes int6gr6es du 

DNA retroviraL contiennent des LTR. CeLLes-ci jouent sans doute 

un r6Le essentiel dans L'int6gration et La r6pLication du provi-

rus mais peuvent aussi avoir une incidence sur Le g6nome de La 

ceLLuLe hote. 

A - S6quence de LTR obtenue & partir du cLonage du DNA viraL 

circuLaire de diff6rents R6trovirus aviaires 

a - Etude_de_JU_G._et_SKALKA_A.M. (1980) 

Les DNA circuLaires vi raux (A) comprenant deux copies de 

La LTR sont dig6r6s par une enzyme de restriction, n'ayant 

qu'un seuL site de reconnaissance sur La moL6cuLe, afin 

de La Lin6ariser. 
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Ces DNA sont ensuite 6piss6s dans Le vecteur Xcharon 21A 

et cLonSs. 

Les cLones recombinants s6Lectionn6s (B) comprennent L1in-

sert viraL avec Les deux LTR arrangSes en tandem (—>—• ) 

Apr§s digestion avec L'endonucLease Eco RI, qui a un site 

de cLivage dans La region 3' de chaque LTR, on obtient, Le 

fragment correspondant d La region de jonction des 2 LTR. 

Ce petit fragment Eco RI qui contient L'6quivaLent des se-

quences d'une LTR (bien qu'en ordre permut6) est ensuite 

isoLe et insere dans Le phage M 13 mp 2 de DNA monocat6-

naire. 

Les deux types de cLones M 13 mp 2 recombinants (C) qui 

ont insere soit le brin - du fragment Eco RI soit Le 

brin + sont isoLes et chaque unit§ de repdtition est 

alors sequencee & partir du site Eco RI. 

La LTR de 6 de teLs cLones a ete etudiee independamment. 

Une sequence nucliotidique compLete est montr6e h partir 

du cLone X RAV 2-2. ELLe comprend 348 nucL6otides ; Les 

Limites des r6gions 3' et 5' furent d6termin6es par compa-

raison avec des s6quences connues des extr6mit6s 3' et 5' 

du RNA viraL. 

La region sp6cifique 3' comprend 247 nucLeotides tandis 

que La r6gion 51 comprend Les 101 nucL6otides de La moL6-

cuLe "strong-stop" aux positions 247 a 348. (cf schema 

de La LTR de \ RAV 2-2). 

Les LTR sp6cifiques de deux autres cLones ne diff6rent que 

par des insertions ou substitutions de queLques bases 

seuLement. Par contre Les 3 autres cLones ont des LTR pLus 

petites pr6sentant des d6L6tions importantes, de 89 S 161 

paires de bases, toutes LocaLisees au debut de La region 

3' (exactement h La jonction entre Les LTR). 
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Dans les 6 LTR 6tudi6es, il y a conservation des 60 der-

niers nucL6otides de La rigion 3' et des 101 nucL6otides 
de La r6gion 51. 

La sequence du clone X RAV 2-2 est aussi comparSe h ceLLe 

d'une extrSmitS du provirus Schmidt Ruppin D. IL y a homo-

Logie de sequences des positions 30 h 346. Cependant Le 

provirus ne contient pas les 2 premi&res bases TT (aux 

positions 347 et 348) du cDNAss transcrit h partir du 
tRNAtrp. 

Ces deux nucL6otides sont pourtant pr6sents dans Le DNA 

viraL integre. 

La presence des 101 nucL6otides du DNAss dans La LTR du 

DNA circulaire impLique que La circuLarisation du DNA Li-

neaire se fait par fusion des extr6mit6s sans aucune perte 

de nucLeotides. ALors que La perte de 2 nucL6otides aux 

extr6mit6s du provirus serait une cons6quence de son int6— 

gration dans L'ADN ceLLuLaire. 

Afin de comprendre L'anaLogie existente entre Le provirus 

fLanqu6 de ses 2 LTR et certains 6Lements transposabLes, 

La sequence de X RAV 2-2 a 6t6 comparee a ceLLes de pLu-

sieurs eL6ments gSnetiques. 

Cette analyseyfai te h L1 aide de L 'ordinateur> met aussi -en 

evidence plusieurs repititions de sequences nucL6otidiques 

h L'int6rieur de La LTR. 

Ainsi sont definies : (cf sch6ma de La LTR de X RAV 2-2) : 

- 3 petites rdpetitions directes (a, b, c) dont deux sont 

situSes dans La region 3* et une dans La r6gion 5' ; 

- 1 r6p6tition inversde compL6mentai re (d) de 10 h 15 

nucLSotides aux extr§mit6s de La LTR ; 

- Enfin une autre ripetition inversSe (e) LocaLisie entre 

Le site Eco RI de La region 3' et Le site CAP 5'. 
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Ces r6p6titions sont souvent instables et une recombinai-

son homologue entre Les domaines r§p6t6s d'une r6p6tition 

directe peut provoquer la s§quence d'une des sdquences 

r6p6t6es. 

La r6p6tition invers6e Ce) situ6e dans La r6gion 3' habi-

tueLLement conserv6ez prisente des homoLogies de s6quences 

avec Les eLements transposabLes "copia" de La drosophi Le 

et Ty 1 de La Levure. 

ELLe contient aussi Les deux sequences reguLatoires prisu-

mees : 

- La partie droite de La r6p6tition contient La sdquence 

AATAAA (positions 241 6 246) qui sembLe etre Le signaL 

de poLyad6nyLation et d'arret de transcription. 

- La partie gauche, serait Le centre d'une autre s6quence 

riche en A + T (positions 212 h 224) ressembLant k La 

boite de Hogness, s6quence d6finie pour d'autres eucaryo-

tes comme Le site promoteur possibLe de La RNA poLymirase 

II ceLLuLairez et dont Le rdLe serait de d£finir un site 

unique de d6marrage de La transcription. 

Les r§petitions invers^es trouv6es aux extremit6s de La LTR 

sont egaLement pr6sentes aux extr6mites de La pLupart des 

eLements transposabLes procaryotes et aux extr6mit6s -des 

repetitions directes de L'eL6ment transposabLe de La droso-

phiLe par exempLe. 

La LTR des R&trovirus jouent probabLement un r8Le dans La 

reguLation de 1'expression des g6nes. 

Les anaLogies de structure avec Les 6L6ments transposables 

teLLes que ; extr6mit6s avec r6p6titions compL6mentaires 

invers6esz formation d'une d6L§tion adjacente aux extr6mit6s 

et sequences homoLogues^ impLiquent que La LTR peut promou-

voir L'int6gration et probablement La transposition par 

des m6canismes simiLaires 3 ceux affectant Les 6L6ments 

transposabLes» 

. I... 
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Diagramme de La region du site de jonction du cercle 

du cLone SRA 2 

(Swanstrom et aL.1981) 
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b - Etude_de_SWANSTROM_R._et_a1^(1981) 

La sdquence nucL6otidique de La r§gion du cercLe comprenant 

Les 2 LTR et Les sequences viraLes adjacentes de part et 

d'autre a 6t6 diterminie. 

Le DNA circulaire provient de ceLLuLes infect6es par Le ASV 

de souche Schmidt Ruppin A. et Les clones seLectionnes avec 

Les 2 LTR sont Les cLones SRA 1 et SRA 2. 

La sequence de SRA 2 montre que le site de jonction du cer-

cLe est Le centre d'une r§p6tition directe tandem de 330 

paires de bases representant probablement la fusion des 

extr6mit6s du DNA Lin6aire. 

Une copie du domaine r6p6t6 (num6rot§e 1 R —• 330 R) est 

La copie proche du g§ne "src" et repr6sente sans doute La 

LTR droite du DNA Lindaire ; L'autre copie proche du g&ne 

"gag" (numerotde de 1 L a 330 L) serait La LTR gauche. 

Chaque LTR contient a ses extr6mit6s une r6p6tition invers6e 

imparfaite de 15 nucLSotides (1-15, 315-330). Le DNA viraL 

ASV est donc structurd comme certains 6L6ments transposa-

bLes. 

Chaque LTR est compose de sequences uniques, provenant des 

extr6mit6s du RNA, notees U5 (positions 251-330) et U3 

(p. 1 a 229) jointes par une des 2 s^quences R (230-250) 

d.u genome viraL. 

Les r6gions non r6p6t§es de part et d'autre des LTR repre-

sentent probabLement Les sequences reLatives aux amorces 

pour le brin (-> et Le brin (.+> de L'ADN : 

- Les 18 nucLeotides compLementaires du bras 3'0H du 

tRNAtrp, amorce du DNAss , sont bien pr6sents dans Les 

s^quences virales de "gag" ( -1L—• -18L) juste d La Li-

mite avec La LTR gauche. 
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- Inversement la limite gauche de La LTR droite pr6s du 

g§ne "src" pourrait reprdsenter Le site d'initiation de 

La synth6se du second brin <+) d1ADN viraL. La s6quence 

voisine de ce site (extr§mite du gfene src) contient en 

effet 11 purines consecutives (-1R —* —11R) qui consti-

tueraient une partie de L'amorce encore non identifi6e 

du DNA strong stop (+). 

Chaque LTR du RSV contient aussi Les signaux impLiqu6s 

dans Le controLe de La transcription. 2 r£gions caract6ris-

tiques riches en purines sont situ6es dans La rSgion U3 

proche de R. 

La premi&re (TATTTAA) situ6e S 24-30 nucLeotides en amont 

du site de ddmarrage de La synthese de mRNA viraL serait 

La r6gion oCi se fixe La RNA poLymerase II, La seconde 

(AATAAAC) aux positions 223-229 contigue h R serait Le 

signaL pour L'arr§t de La transcription. 

Une comparaison des s§quences au site de jonction des deux 

cLones SRA1 et SRA2 indique que La circuLarisation du DNA 

Lineaire peut en fait se produire par diff6rents m6canis-

mes. 

ALors que La fusion des LTR se fait sans perte d'informa-

tion pour SRA2, i L y a au contrai re dSLetion de 63 nucL6o-

tides au site de jonction du cercLe de SRA1. 2 paires' de 

bases sont perdues dans La r6gion U5 et Les 61 autres Le 

sont dans La region U3. 

Le DNA Lin6aire aurait donc int6gr§ (avec perte de 2 paires 

de bases), 61 paires de bases provenant de L'autre extr£-

mit§. 

Shoemaker et aL.(1980) ont aussi mis en 6vidence des moLe-

cuLes circuLaires du DNA du M-MLV contenant des r§arrange-

ments suite d L'integration d'une rigion de La moL6cuLe 

dans une autre region. 
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(Van Beveren et aL .1980) 
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Les molecules de DNA circulaires doivent donc constituer 

in vivo, une popuLation heterog6ne de structures surve-

nues par differents micanismes. 

B - S6quence nucL6otidique des LTR 3' et 5' du provirus de La Leu-

c£mie murine de MoLoney (M-MLV) 

Les deux LTR ont §t6 6tudi6es s6par6ment puis comparies. La 

LTR 5' a 6t§ isoLee a partir d'un DNA de M-MLV cLon6 moL6cu-

Lairement (Van Beveren et aL.1980)z aLors que la LTR 3' a 6t6 

obtenue 6 partir d'un DNA de M-MLV cLon6z reconstruit in vitro 

(SutcLiffe et aL.1980). 

. La LTR 5' est contenue dans un fragment caract6ristique 24K.b. 

Eco RI du g6nome endog6ne du foie de souris BaLb/Mo. Ce frag-

ment est scinde par L'endonucLease Hind III qui n'a qu'un 

site de cLivage dans Le genome M-MLV. Le produit Hind III 

obtenu (9 K.b.) est cLon6 dans Le phage Xcharon 21-A puis 

sous-cLon6 dans le pLasmide pBr 322. 

-1  Le pLasmide recombinant pMLV int contient une s6quence vi-

raLe de 5,3 k.b. soit La moitie 5' du DNA proviraL et une 

s6quence ceLLulaire adjacente de 3,7 K.b. 

Le DNA cLon6 est ensuite diqereavec L'endonucL6ase Kpnl et 

Les 2 fragments Kpnl obtenus sont separes sur geL d'agarose. 

Le fragment 2,35 K.b. contenant Les sequences viraLes et^ ceL-

LuLaires est sous-cLone dans pBR 322 et constitue Le second 
-11 cLone p MLV int 6tudi6. (cf. cLonage molecuLaire de La LTR 

5' de M-MLV). 

. La LTR 3' fut isoL6e a partir du cLonage dans Le pLasmide 

p BR 322 d'un cDNA sp6cifique du M-MLV, synth6tis6 in vitro 

par La transcriptase r6verse. Les profiLs de restriction 

des pLasmides recombinants furent compar£s a ceux du cDNA de 

M-MLV synth6tis6s in vitro et du plasmide p BR 322. Un cLone 

p MLV - 201 cens6 contenir Le saut moL6cuLaire 5'-* 3' effec-

tu6 par la r6verse transcriptase fut choisi pour L'anaLyse de 

la sequence et ta sequence nucLeotidique fut d6terminee par 

La methode de d6aradation chimique. 

•  / . . .  
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R£sultats : 

. Le plasmide recombinant p MLV-201 s'hybride avec une sonde 

radioactive, sp6cifique du M-MLV et de fait commence vers 

une extr6mit6z avec la s6quence "strong-stop" de MoLoney 

indiquant que Le DNA cLon6 etait h L'origine amorce par Le 

tRNAPro. La sequence nucL6otidique de L'insert viraL, 

(Long de 1108 nucLeotides) commence avec 143 paires de ba-

ses correspondant au DNAss : La 1436me base (c) est compl6-

mentaire de La base 6 m6thyL du site CAP 5' du g6nome viraL. 

IL manque dans ce DNA cLone, Les deux premi6res bases (AA) 

Liees au tRNA amorce et presentes dans La LTR 5'. Les 

anaLyses de restriction mettent en evidence que Les nucLeo-

tides 144 h 1108 sont copies en uti Lisant L'extr6mit6 3' 

du g6nome comme matrice et fournissent donc La preuve du 

"saut molecuLaire" de La transcriptase r6verse de L'extr6-

mit6 5' du g6nome vers son extr6mit6 3' afin de copier Le 

g6nome entier. 

. Une comparaison des sSquences nucL6otidiques des LTR 3" et 

5' definit La taiLLe de La rSpetition a 515 paires de 

bases. 

IR, ir» JRL 

s44 

L T R  S '  

t  
yfovi ru^ 

f-lf btfpi ejtSiuJtft-' re 

LTR 3' 

145 nucl6otides repr6sentent la s6quence entre le nuc L6o-
Pro 

tide CAP 51 du g6nome viraL et L'extremit6 3' 0H du tRNA 

A L'une et L'autre extr6mit6 de cette r6p6titionz i L existe 

une courte r6p6tition invers6e de 11 paires de bases appe-

L6es IRR et IRj_ pour Les r6p6titions inversdes droite et 

gauche. 



- 74 -

De telles r6p6titionsz et La perte du dinucL6otide A-A aux 

extrSmi tes du provirus sont reminiscentes des s§quences 

d'insertion bactSriennes et Le corps du viruszfLanqui de 

ces deux 6L6ments d1insertion identiques, serait anaLogue 

d un "transposon" (Van Beveren et aL 1980). 

Ce mod6Le "transposon" du M.MLV pr6dit : 

- de muLtipLes sites d'int6gration dans L'ADN ceLLuLaire, 

- une dupLication des s6quences ceLLuLaires aux deux extr6-

mit6s a La fois du DNA viraL et, 

- L'identification dans Le DNA de ceLLuLes non infect6es de 

L'unique sequence ceLLuLaire qui subit La dupLication 

apr6s L1insertion du DNA de M.MLV. 

Les deux LTR 5' et 3' font apparaitre Les sequences CAATAAAA 

(LTR 5') et CAAAAAAA (LTR 3') divergeant sensibLement de La 

"boite de Hogness" mais situ6es au m§me empLacement, 24 d 31 

nucL6otides avant Le site CAP 5' (positions 143 ou 145) et 

seraient donc Le promoteur pr6sum6 de La synth6se des RNA de 

M.MLV. 

De meme, une autre sequence CAATAAA rappeLLe Les s6quences 

AAATAAA de signaL de poLyadenyLation et d'arret de transcrip-

tion des r6trovirus aviaires. ELLe est situ6e 46 k 52 nucL6o-

tides apres Le siteCAP. 

Une s6quence particuLiSre, LocaLis6e & La Limite gauche de 

La LTR 3' et dans Le corps du virus (dans Le g6ne "env"), 

forme une structure en queues et boucles sembLabLe h ceLLe 

de 1'origine de La r6pLication du bact6riophage monocatenaire. 

A L'etape de La transcription par La transcriptase r6versez 

Le brin (-) d'ADN r6pLiqu6 est monocat6naire (La RNase H 

ayant dig6r6 La matrice RNA) et se comporterait comme ces 

petits phages. 

«4 
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L'analogie mettrait Le d6but de La synth&se du second brin 

a La position 560. Cependant, La LTR g6n6ree permet de si-

tuer Le site d1initiation h La position 515. Un RNA amorce 

semblabLe d ceLui uti Lis6 dans La r6pLication G4 serait 

synth6tis6 de novo dans La courte sequence comprise entre 

Les positions 560 et 515, et Le produit stabLe dibuterait d 

La position 515. 

- Cette sequence se proLonge en direction de La LTR 3' et 

code Cdes positions 562 a 880) pour une petite prot§ine pro-

babLement impliquSe dans La Leucemog6n§se. Cette sequence 

codante est provisoirement nommee Le g6ne R car c1est Le 

gene situe Le pLus a droite sur Le DNA viraL. Le produit du 

g6ne R possfede une r£gion tr6s hydrophobe et a sans doute 

une fonction membranairez ce qui pourralt expLiquer La pro-

Liferation s§Lective de certains types de ceLLuLes diff£-

renti§es. Les virus de FRIEND et MMTV codent probabLement 

dans La mSme r6gion que Le g6ne R pour des protiines sembLa-

bLes de sp6cificit6s diffirentes. 

L'expression du g6ne "R" est en etroite reLation avec ceLLe 

du gfene "env" voisin qui code pour Les proteines gp 70 et 

p 15 E. IL y aurait coordination en particuLier entre gp 70 

et Le produit du g&ne R. 

CeLa pourrait etrez une interaction simpLe (gp 70 - proteine 

"R"), ou bien certaines substitutions de s6quences dans_ La 

region MCF du g6ne "env" moduLant L'expression du g6ne "R" par 

La synth&se de differents mRNA, ou encore La moL6cuLe gp 70 

modifi6e deveLoppant Le champ d'action de diff6rents virus 

reLativement benins autrement. (SutcLiffe et aL 1980). 

S6quence nucL6otidique des jonctions DNA ceLLuLaire - DNA pro-

viraL du virus de La tumeur mammaire de La souris (M.MTV) 

(Majors et aL 1981). 

Les provi rus cLonds provenant de ceLLuLes de rats infect6s avec 

Le M.MTV pr6sentent Les m§mes caract6ristiques structuraLes que 

Les eLements transposables : 

. / . . .  



De courtes repdtitions inversees de 6 paires de bases termi-

nent Les 2 LTR du DNA proviraL, et de courtes s6quences (5 b 

6 paires de bases) du DNA ceLLuLaire sont dupLiqu6es pendant 

L'int6gration et sont situSes de part et d'autre du provirus ; 

ces r6p6titions ceLLuLaires proviennent d'une seuLe r^gion de 

L'ADN de La ceLluLe non infect6ez et Leur s6quence est trfes 

differente d'un provirus k L'autre. 

Cette dupLication de s6quence ceLLuLaire sugg6re que La pre-

miere 6tape dans Le processus d'int6gration est L'introduc-

tion d'une coupure dans Le DNA de La ceLLuLe hdte, par une 

enzyme peu specifique. 

Le m6canisme d'intigration chez Les R6trovirus joint un site 

precis du DNA viraL a des sites vari6s du DNA ceLLuLaire. 

Cependant, on ne poss^de encore aucune information concer-

nant La possibi Lite que Les Retrovi rus pourraient etre rein-

tegres a de nombreux sites dans Les ginomes h6tes par d'au-

tres moyens que La transcription en RNA puis La riverse 

transcription uLterieure et La rdintegration. 

Un mecanisme commun d L1int6gration proviraLe et S La trans-

position de certaines s6quences d'insertion des ceLLuLes 

eucaryotes et procaryotes est encore incertain. (Majors et al 

1981). 

H 
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Structure et produits de transcription 

du provirus ALV int£gr6 

(Neel et al.1981) 
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V Represente Les sites de cLivage de L'endonucL6ase 

Eco RI. 

2 types de m RNA viraux peuvent etre synth6tis6s : 

1 - A partir de La LTR gauche, i L y a synthdse du m RNA 
viraL normaL. 

2 - A partir de La LTR droite, iL y a synth&se d'un RNA 
contenant des s6quences viraLes et^ des sSquences 
ceLLuLaires. 
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- MECANISME DE L'ONCOGENESE DES VIRUS DES LEUCOSES AVIAIRES 
(ALV)(Neiman et al 1980, Neel et al 1981) 

1 - STRUCTURE DU PROVIRUS ALV 

Le provirus ALV presente une rSpetition directe (LTR) de 300 nucLSo 

tides de part et d'autre des genes viraux. 

U3 est L'unique sequence derivie de L'extrSmite 3' et 

U5 est ceLLe derivSe de L'extr§mite 5'. 

Entre U3 et U5Z i L y a La courte redondance terminaLe (de 20 nu-

cLeotides environ) du RNA 35 S. 

Le cDNAss est La sonde compL6mentaire des 101 premiers nucLSotides 

du RNA viral. Elle comprend La s6quence R + U5. 

H designe La "Boite de Hogness", sequence riche en base A + Tz 

situee 25 d 30 nucL6otides avant Le site CAP 5' du RNA et corres-

pond au promoteur presume de La transcription du provirus en RNA 

viraL. 

I d£signe Le site d1initiation de La synth6se du mRNA viraL. 

2 - ROLE DE LA LTR DANS L'0NC0GENESE ALV 

Les virus des Leucoses aviaires (ALV) qui incLuent Les vi rus asso-

ci6s de Rous (RAV) et Les mutants "td" du RSV, sont des virus chro-

niques qui produisent en g6neraL des Lymphomes de ceLLuLes B diss6-

minantes prenant origine dans La bourse de Fabricius des pouLets 

infect6s (Neiman et aL.1980). 

A L'oppose de ces virus qui sont exog6nes a L'h6tey Le virus endo-

g6ne RAV-0,dont La sequence nucL6otidique ne difffere sensibLement 

de ceLLe de ALV exogdne que dans Les rSgions "env" et "c"y n'est 

pas oncogenique. 
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"c" seulement, semble impLiqu6e dans L'oncog6n6se. L'extr6mit6 de 

cette r£gion du gSnome contient une partie de La LTR droite du 

provirus int6gr6 : Les s6quences U3 et R. 

L'anaLyse de La s6quence de La LTR a montrd que Le promoteur pos-

sibLe de La RNA poLym6rase II des eucaryotes se trouve dans La 

s6quence U3, environ 25 nucLiotides avant Le d6but de La sequence 

Rz ou est initi6e La transcription du provirus. 

En principe, L'initiation de La synthese du m RNA normaL apparait 

& L'int6rieur de La LTR gauche, mais puisque La meme sdquence est 

repetee a L'extremit6 droite du provirus, iL est concevabLe que 

L'initiation puisse aussi se faire h droite. 

La transcription initiee a droite pourrait aLors se proLonger dans 

Le DNA de La ceLluLe-hote gen6rant ainsi un "transcript" contenant 

des informations h La fois viraLes et ceLLuLaires. 

Une popuLation h6t6rogene de teLLes moLecuLes de RNA existe dans 

Les cuLtures de ceLLuLes infectees en masse, tandis qu'une popuLa-

tion homog6ne de ces RNA est apparue dans queLques cLones de ceLLu-

Les de mammif6res (QuintreLL et aL.1980). 

L'integration proviraLe dans une popuLation de ceLLuLes infectees 

en masse parait se faire au hasard, ou bien en de nombreux sites 

diffSrents (Hugues et aL 1978z QuintreLL et aL 1980). Si toutefois 

Le provirus s'int6gre a c6te d'une "contrepartie endog6ne" d'un 

"gene transformant" viraLz L'initiation de La transcription h par-

tir du promoteur viraL de La LTR droite, conduirait h L'expres-

sion accrue de cet "oncogfcne" ceLLuLaire, et iL en resuLterait La 

neopLasie. 

Ceci d6finit le mod6Le du m6canisme de L'oncog6n6se par insertion 

d'un promoteur. (NeeL et aL.1981z Payne et aL.1980). 

. /  • •  •  

* 



ANALYSE DES DNA et RNA SPECIFIQUES DES TUMEURS INDUITES PAR ALV 

Des poulets de 2 k 7 jours infectSs par 4 souches diff6rentes de 

ALV developpent des tumeurs 4 6 6 mois apres L1infection avec un 

rendement de 40 %. 

Dans Le but d'6Lucider Le mecanisme de L'oncog6n6se par ALV, Les 

DNA et RNA sp6cifiques du virus furent anaLys6s. 

* M6thode d'anaLyse du DNA proviral 

Les DNA sp6cifiques du virus furent extraits des Lymphomes de La 

bourse, du foie et des reinszde 3 oiseaux diff6rents (NeeL et aL 

1981). ILs furent ensuite digeres par L'endonucL6ase Eco RIZ s6-

pares sur geL d'agarose et tran^ferres sur fiLtres de nitroceL-

luLose seLon La technique de Southern. 

- Les 2 fragments de restriction provenant des extr6mi t6s du pro-

virus ALV contiennent La s6quence "strong-stop" correspondant 

au 101 premiers nucLiotides (R + U5) du g6nome viraL. Ils peu-

vent etre identifi6s par hybridation h une sonde cDNA strong-

stop (cDNAss) radioactive sp6cifique de ALV. 

- Le fragment de L'extr6mit6 gauche (comprenant 2,4 kiLo-bases) 

contient en pLus une partie du gene "gag" viraL. C'est donc un 

fragment interne du virus et iL apparaitra aussi bien dans une 

popuLation de ceLLuLes infectees en masse que dans une popuLa-

tion cLonaLe. IL peut aussi etre detecte par une sonde repr6-

sentative du g6nome viraL (cDNA rep). 

- Le fragment de L'extremite droite appeL6 "fragment de jonction", 

puisqu'i L contient a La fois du DNA viraL et du DNA ceLLuLaire, 

ne contient que 2 % du g6nome viraL. IL n'est donc pas d§tect§ 

avec La sonde cDNArep, et i L ne Le sera avec La sonde cDNAss 

que si Le site d1intigration du provirus dans l1ADN de La cellule 

hote est Le meme pour La majorit6 des ceLLules de la tumeur, 

formant ainsi un fragment de jonction de taille unique, isolable. 
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En comparant Les SchantiLLons d'hybridation avec cDNAss et 

cDNArep, on peut identifier ces fragments de jonction. Leur 

taiLLe d£pend du site dMntegration du provirus dans L1ADN 

ceLLulaire ; eLLe sert de base pour comparer Les sites d'int6-

gration du virus dans Les diff§rentes tumeurs. 

MSthode d'anaLyse du RNA viraL 

Les ceLLuLes de pouLet non n^opLasiques, infectees par ALV, con-

tiennent normaLement deux types de moL6cuLes avec Le poLy A : 

1 RNA 35 S d'une Longueur de g6nome et un RNA sous-genomique 

(RNA 21 S) contenant seulement Les r§gions "envM, "c" et Le 

poLy A. (Hayward 1977). 

Le mod&Le d'oncog6n6se par insertion d'un promoteur suppose L'exis-

tence d'un nouveau type de RNA (cf sch6ma de La structure du pro-

virus) initi6 h partir d'un promoteur viraL et contenant des 

informations h La fois viraLes et celluLaires. Les 101 premiers 

nucLeotides d'un RNA initii h partir du promoteur gauche ou droit, 

sont codes dans Les LTR. En utiLisant une sonde compL6mentaire 

cDNAss on peut identifier n'importe queL RNA initie a partir d'un 

promoteur viral. 

Les transcripts inities dans La LTR gauche peuvent aussi etre 

detect§s par une sonde cDNArep sp6cifique du genome ALV. 

Les transcripts inities dans L^ LTR droite ne contenant comme in-

formation viraLe que La s6quence strong-stop (soit 1z2 % du genome) 

ne sont d6tect6s que par cDNAss. 

Toutes Les mol6cuLes de RNA qui, dans Les celluLes tumoraLes 

s'hybrideront h La sonde cDNAss et non h La sonde CDNArep corres-

pondront h ce nouveau type de RNA viraL. 
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RSsultats 

IL manque dans certaines tumeurs Le fragment Eco RI 2,4 kb prove-

nant de L'extrdmit6 gauche du provi rus, atnsi que Les m RNA viraux 

"normaux" 35 S et 21 S : Les g6nes viraux produits ne sont donc 

pas exiges pour 1'entretien de La transformation neopLasique (NeeL 

et aL-1981, Payne et aL.1981). 

Un "fragment de jonction" est identifie dans toutes Les tumeurs : 

toutes Les tumeurs contiennent donc au moins une copie de LTR. 

Des "fragments de jonction" distincts ne devraient pas etre detec-

tes dans une popuLation de ceLLuLes infect6es au hasard puisque 

L1int6gration du provirus peut se faire en de nombreux sites dif-

f6rents. 

Or des "fragments de jonction" distincts ont 6t6 d6tect6s dans Les 

differentes tumeurs et m§me toutes Les tumeurs d'un oiseau conte-

naient Le m§me fragment de jonction : Les tumeurs primaires et 

secondaires sont donc cLonaLes et descendent d'une seuLe ceLLuLe 

infectee. L'initiation de La transformation serait probablement 

un evenement rare, ce qui expLiquerait que La Leuc6mie apparaisse 

si Longtemps apr6s L'infection Lorsqu'eLLe apparait, ou qu'eLLe 

n'apparaisse meme pas du tout chez L'oiseau pourtant infecte. 

Les anaLyses de restrict-ion avec deux endonucL6ases conjointement 

rev6Lent que Les memes "fragments de jonction" sont prSsents dans 

Les tumeurs de diff6rents oiseaux : Les provirus sont donc irit§-

gres k cote d'un nombre Limite de genes ceLLuLai res. 

Enfin, Les ceLLules des tumeurs Lymphoides synthetisent un nouveau 

RNA viraL distinct (2,5 kb ou 2,9 kb) constitu6 de s6quences vi-

raLes (strong-stop) Li6es par covaLence S des s6quences ceLLuLaires. 

Ces nouveaux RNA sont exprim6s 5 des taux 6Lev6s dans Les ceLLuLes 

tumoraLes. Ces taux sont 30 k 100 fois pLus eLeves que Les taux 

d'expression des virus transformants dans Les ceLLuLes non infec-

t6es. (Hayward 1977, Sheiness et aL 1979). 
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ModdLe du m^canisme de L'oncog6nese 

par insertion d'un promoteur 

(NeeL et aL 1981? 
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a - Initiation de La synth6se du RNA d partir de La LTR 

droite d'un provirus ALV entier. 

b - Initiation possibLe de La synth&se du RNA h partir de 

La LTR gauche d'un provirus d§fectif. 
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MECANISME DE L'ONCOGENESE INDUIT PAR ALV 

L'oncogen6se par ALV requiert l'intigration provirale 6 cot6 d'un 

g6ne cellulaire sp6cifique et sa transcription 6 partir d'un pro-

moteur viral. II en resuLte une nette ampLification de l'expression 

de ce gene ceLLuLaire. 

La principaLe preuve apportee £ ce mod6Le est L'identification 

dans 85 % des Lymphomes etudi6sz du g&ne ceLLuLaire induit, "onc" 

qui est La version endogene de L'oncogene du virus de La Leuc6mie 

aigue (DLV - MC 29). 

Le m6canisme Le pLus probable reste L1initiation de La LTR droite 

(figure a) mais eLLe pourraTt s'effectuer dans La LTR gauche d'un 

provirus defectueux avec spLicing du reste des s6quences viraLes 

(figure b). 

De nombreux virus d6fectifs sont presents dans Les tumeurs ; iL se 

peut qu'i Ls jouent un rdLe dans L'oncog4n6se. 

Par exempLe, Les ceLLuLes tumoraLes contenant des provirus Large-

ment defectifs n'auraient pas d'antig&nes viraux exprimes & Leur 

surface et echapperaient ainsi S tout contrdLe du syst6me immuni-

tairez ou bien il serait important que La LTR gauche soit transcrip-

tionneLLement inactive pour que L'initiation du promoteur droit 

soit possible. 

Ce mecanisme expLique L'absence de gene transformant chez ALV et La 

Longue p6riode de Latence avant L'apparition de La Leuc6mie. 

D'autres exp6riences sont venues confirmer ce modeLe ; en particu-

Lier, La greffe d'une LTR (clon6e moLeculairement) h L'oncog6ne vi-

raL "mos" du M.MSV et a sa version ceLLuLaire "c-mos" respectivement 

provoque une ampLification de La neopLasie dans Les ceLLules surin-

fectees. Les m RNA contenant Les informations mos et c-mos sont d6-

tectes dans Les ceLLuLes r6ceptrices transform§es (BLair et aL. 1980 

Oskarsson et aL.1980). 



- 85 -

(D 
CELLULE NORMALE 

ONCOG6NE 
CELLULAIRE 

PROT&NE 
ONCOG6NE 

ONCOGSNE 
VIRAL 

CELLULAIRE 

ONCOG6NE 
VIRAL 
INT6GR£ 

X ,PROT£INE 
><ONCOG6NE 

CELLULE NORMALE 

n/ 

ISOLATION 
OE L-ONCOG£NE 
CELLULAIRE 

\ /  

/ ' PROMOTEUR 
VIRAL 

R6INSERTION 

\ /  

<s> 
CELLULE NORMALE 

EXPRESSION 
ALT6R6E 

AGENT 
MUTAG6NE 
ou CANC6ROG6NE 

CELLULE TRANSFORM6E CELLULE TRANSFORM6E CELLULE TRANSFORM6E 

L'hypoth6se de La surproduction (Bishop 1982) 

L'oncog6ne ceLLuLaire dirige La synth6se de La quantit6 de protSine 

normaLe n6cessaire b La croissance normaLe et La transformation en 

ceLLuLe cancereuse resuLte de La surproduction de la prot6ine normaLe. 

1 - surproduction dirig6e par L'oncog6ne viral sous contrdLe viraL. 

2 - L'oncogene ceLLuLaire possede cependant, un potentieL tumorigSne. 

3 - La surproduction provoqu^e par d'autres agents que Les R§trovirus. 
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Ce modfele d'oncogen6se par insertion d'un promoteur correspondant 

§ L'activation d'un gfene ceLLuLaire particuLier et h son expres-

sion accrue est en faveur de La th6se de La surproduction au d6tri-

ment de La thfese mutationneLLe. 

Les "oncog6nes ceLLuLaires" pourraient etre meme des 6L6ments du 

genome ceLLuLaire normaL dont L'activite serait LiberSe ou augmen-

tee sous 1'effet de diff£rents cancerogenes ou mutagfenes. Ces 

gfenes seraient responsabLes du comportement d6sordonn6 des ceLLu-

Les cancereuses. 

Dans cette hypothese, Les "g&nes du cancer" seraient en fait des 

genes normaux et indispensabLes mais deregLes pLutot que des genes 

Strangers h La ceLLuLe. 

QueLques uns de ces g6nes au moins ont pu apparaitre chez Les R6tro 

virus ou i Ls ont et§ identifiSs, manipuL6s et caract6ris6s. 

(Bishop 1982). 
CROISSANCE ET 
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EXPRESSION 
NORMALE 
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Theorie unificatrice de L'oncog6n6se : 

Concept de g&nes du cancer (Bishop 1982) 

L'eL6ment centraL est un groupe de genes ceLLuLaires necessaire 

a La croissance et au deveLoppement normaux. TranspLantes dans 

Le genome d'un Retrovirus, ces g6nes deviennent des oncog&nes. 

Un cancer peut appraitre si Le gene ceLLuLaire subit L'action 

d'un des divers mutagenes ou autres cancerogfenes. 
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