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A La différence des autres virus tumoraux a ARN, les virus qui in-
duisent des leucoses chez le poulet ou Leucémies chez La souris, ne possédent

apparemment pas ''d'oncogéne' ou '"géne transformant'.

Par quel mécanisme alors, ces virus produisent-ils, des tumeurs

cancéreuses ?

Il semblerait que Ll'intégration de L'ADN viral en un site spéci-
fique de L'ADN de la cellule hote infectée, provoque L'expression d'un géne
cellulaire adjacent, normalement réprimé pendant la vie adulte et qui n'au-
rait fonctionné que pendant la vie embryonnaire ou post-embryonnaire. Son
expression entrainerait alors, un déréglement cellulaire a L'origine du

développement de la leucémie.

De récentes techniques de la biologie moléculaire ont permis de
mettre en évidence la Répétition d'une Longue séquence nucléotidique Termi-
nale (LTk) de part et d'autre de L'ADN viral intégré ou non. Celle-ci, con-
tiendrait le promoteur de la transcription des génes viraux et pourrait
aussi, & partir du méme promoteur situé dans L'autre LTR, initier la trans-—

cription d'une séquence de L'ADN cellulaire.

Ce mécanisme d'oncogénése déclenché par cette seule séquence vi-
rale non codante, expliquerait pourquoi L'origine virale, pourtantprobabte,

de lLla leucémie humaine, n'ait pu encore étre démontrée.

Il aurait aussi. des conséquences importantes pour les mécanismes de carci-

nogénése non virale.
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Une recherche rétrospective sur les virus des leucémies animales
et en particulier le mécanisme d'oncogénése qu'ils déclenchent m'a été pro-

posée par Monsieur BLANCHET.

Une présentation 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

constitué le point de départ de ma note de synthése (cf. introduction).

Afin de rassembler rapidement une documentation la plus compléte possible
sur le sujet, la recherche documentaire a été effectuée grice a L'inter-
rogation, a partir d'un terminal, de bases de données bibliographiques
biomédicales. (Janvier 1982). Etant donné le colit de telles interroga-

tions, une bonne stratégie de recherche est indispensable.

STRATEGIE DE RECHERCHE

FORMULATION DE LA QUESTION

Parmi les nombreuses références bibliographiques recensées dans la
base interrogée, il s'agit d'extraire toutes celles ayant trait aux

documents qui traitent des tumeurs induites par les virus des leucé-

mies animales et du mécanisme de L'oncogénése de ces virus.

"Tumeur”, "oncogénése'”, sont des mots trés généraux, peut &tre méme,
non significatifs dans une base spécialisée sur le cancer. La plu-
part des documents de la base de donnéesdoivent lLes contenir et il

est peu probable qu'ils aient été retenus comme mots clés dans leur

indexation.

- Le sujet porte en fait sur L'étude des virus qui induisent ces tu-
meurs. Il faut donc chercher a définir L'ensemble de ces virus.
C'est la premiére difficulté rencontrée car leur classification a

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

o/ e
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Les virus des lLeucémies animales ne possédent apparemment pas d'onco-
Qéne et ne sont infectieux que de fagon chronique, mais ces caractéris-
tiques ne les ont pas vraiment distingués de l'ensemble des virus
oncogénes a RNA dont le prototype est le virus du sarcome de Roux
(R.S.V.).

Ces virus tumoraux anciennement Leucovirus sont appelés aujourd'hui
Rétrovirus. Les virus des leucémies et sarcomes aviaires et murins

constituent a L'intérieur de cette famille, Les Oncornavirus.

Quels mots-clés choisir pour rassembler les documents concernant les
virus des leucémies ?

Enumérer un a un tous ces virus sur le terminal tels qu'ils sont
recensés dans les lexiques ou thesaurus est une mauvaise solution :
d'une part ces virus sont nombreux et on risque d'en oublier, ils
sont longs & écrire (ex : virus leucose aviaire, virus leucémie mu-
rine Moloney ...), et L'interrogation devient coliteuse ; d'autre
part, on excluerait des documents de base sur les retrovirus aviaires

en général ou sur le virus du sarcome de Roux par exemple.

Une exclusion du type ONCORNAVIRUS SAUF VIRUS DES SARCOMES en utili-
sant l'opérateur booléén SAUF est donc impensable en raison de L'in-

terdépendance des études menées sur ces différents types de virus.

En fait, la seule solution est de recourir aux termes plus généraux,
Retrovirus ou Oncornavirus en sachant que L'on obtiendra de nombreux
documents concernant le virus des sarcomes ou carcinomes en plus de

ceux recherchés.

L'utilisation de L'un de ces termes est d'ailleurs obligatoire

dans le cas oU il existe un thésaurus.

Le mécanisme de L'oncogénése particulier aux virus des leucémies a
été déduit en réalité du mécanisme d'intégration de L'ADN viral
dans L'ADN de la cellule hdte et notamment de L'étude des DNA inter-

médiaires viraux produits avant L'intégration.

hd I,I.l
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Ces études ont conduit & la découverte de ségquences nucléotidiques

répétées de part et d'autre de L'ADN viral, du méme type que celles

trouvées dans les éléments transposables de L'ADN des cellules eu-

caryotes ou procaryotes.

RECHERCHE DES DESCRIPTEURS

- Interrogation de la base de données : PASCAL

La prise de conscience de la nécéssité de rechercher des descripteurs
précis a résulté d'une premiére interrogation succinte, effectuée en
travaux pratiques, lors de l'enseignement de l'interrogation de bases

de données bibliographiques.

Cette interrogation fut une étape dans L'établissement de ma straté-
gie de recherche et ne fait pas partie de l'interrogation proprement
dite.

sur le serveur alors en ligne, celui de L'Agence Spatiale Européenne
(A.S.E.) et parmi les bases de données qu'il propose, deux étaient

intéressantes pour le sujet : BIOSIS et PASCAL.

Pour une premiére tentative, mon choix s'est porté 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 lacge
part & la littérature européenne et qu'enfin la consultation peut se
faire aussi bien en langage libre qu'a L'aide de descripteurs contrdlés

rassemblés dans un lexique.

Pour la recherche des articles sur les virus & ARN tumoraux qui s'in-

tégrent sous forme de provirus, les ensembles sélectionnés ont été :

(Le langage d'interrogation de L'A.S.E. étant le langage QUEST).

. ...



1) S TUMEUR ? ;

2) S VIRUS A ARN

3) S PROVIRUS ;

et en posant lLa question sous la forme logique :

4) C1 *2*x3;

19 références d'articles ont été obhtenues.

Base PASCAL —%

~— Articles sur les virus

tumoraux 3 ARN intégrés.

Résultats : 15 références 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 trés
récentes études sur les Longues Répétitions Terminales (LTR) des pro-

virus intégrés.

De plus, aucun article ne se référait spécifiquement & un virus des
Leucémies murines ou aviaires en dehors des articles attendus sur le
RSV ou virus tumoraux aviaires en -général, et & La seconde question

posée, aprés la sélection de 2 autres ensembles :
5) S VIRUS LEUCOSE AVIAIRE H
6) S VIRUS LEUCEMIE MOLONEY H

79 C1*%(5+6) *3;

sur Lles 5 références obtenues, 2 seulement concernaient vraiment les

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

deown
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Les autres non pertinentes, traitaient des virus de la leucémie aviaire
ajgle (DLV, virus de la myeloblastose, etc ...) et faisaient simplement

référence aux virus recherchés.

Exemple :
"comparison of an avian osteopetrosis virus with an avian lymphomatosis
virus by RNA - DNA hybridization" SMITH R.E. et AL 1976.

Il se dégage de cette interrogation que les études effectuées sur le
mécanisme d'intégration des virus tumoraux a ARN ou sur leur forme pro-
virale ont porté sur deux périodes de temps dont la limite approxima-
tive est 1977.

Avant d'envisager une restriction sur la date, il restait la possibilité

de trouver des descripteurs plus appropriés.

L'analyse de la zone "mot-clé" des références obtenues montre que SITE
D'INTEGRATION est préférable & PROVIRUS ou méme 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
jdée, pour les articles qu'elles recensent, de L'indexation qui est

faite et des descripteurs a utiliser.

Pour L'article de NEEL B.G. (1981), repéré dans l'index des auteurs des
B.A., les principaux mots-clés retenus, sont : ONCORNAVIRUS, VIRAL IN-
TEGRATION SITES, AVIAN LEUKOSIS VIRUS, PROMOTER INSERTION.

Les articles répertoriés dans la partie "SUBJECT" des I.M., le sont
sous des listes de mots—clés.

Et sous chacun d'eux, existe une série de rubriques utiles pour étudier
un sujet sous un ou deux points de vue et donc lLe délimiter.

Exemple :

LEUKOVIRUSES : Analysis

-
-

- Genetics

Physiology o aan



STRATEGIE DE RECHERCHE

sur L'ensemble des virus étudiés, il faut donc réunir tous les documents

qui traitent des DNA intermédiaires, ou du site d'intégration viral, ou

de la séquence nucléotidique des Longues Répétitions Terminales et éven— -

tuellement de L'insertion d'un promoteur ou des éléments transposables,

soit :

1) Virus tumoraux 3 ARN Oncornavirus
Leucovirus
Rétrovirus

Oncovirus.
2) DNA intermédiaire(s)
3) site(s) d'intégration
4) séquence nucléotidique et Longue Répétition: Terminale
5) Insertion promoteur

6) Element(s) transposable(s).
Avec Ll'équation de recherche suivante :

7)1 et (2 ou 3 ou 4 ou 5 ou 6).

INTERROGATION A PARTIR DU TERMINAL

- CHOIX DES BASES INTERROGEES

IL existe de nombreuses bases de données biomédicales automatisées.

Cette recherche documentaire ne nécessitant pas l'exhaustivité a tout
prix,mais plutdt une bonne sélection des articles existant sur le su-
jet, il était effectivement important de bien choisir les bases & in-

terroger.

Une base spécialisée sur le cancer (CANCERNET, CANCER LINE) semblait a

priori toute indiquée. En fait, le sujet proposé,'Mécanisme de L'onco-

génése des virus des leucémies aviaires et murines;’ est essentiellement

un sujet de recherche fondamentale touchant & divers domaines de la

biologie tels que virologie, microbiologie, génétique, biochimie, bio-

logie moléculaire, ... d'el mon choix pour les bases de données suivantes :
Y A



MEDLINE
BIOSIS
EXCERPTA MEDICA.

INTERROGATIONS

L'interrogation des bases de données MEDLINE et EXCERPTA MEDICA a eu
lieu 3 la Bibliothéque universitaire de médecine avec L'aide et les
conseils de Mme LEFRANCOIS, celle de la base BIOSIS & la Bibliothéque
des sciences de la DOUA, en présence de Mr FRANCILLON.

MEDL INE

Les fichiers du systéme MEDLINE sont accessibles en conversationnel,

3 partir d'un terminal relié aux ordinateurs de la National Library

of Medecine (N.L.M.) sidgeant 3 Bethesda (U.S.A.) et par L'intermédiaire
du réseau TYMNET.

Le programme d'interrogation fourni par la NLM est le logiciel ELHILL,
adaptation du logiciel ORBIT.

La base de données MEDLINE couvre L'ensemble des disciplines médicales
(clinique, pharmacologie, biochimie, ...) et sa mise a jour est mensuel-

le.

Le langage d'interrogation associe L'emploi d'un vocabulaire normalisé
et d'un vocabulaire Llibre.

IL comprend les descripteurs d'un thésaurus, le Médical Subject Headings
(MeSH), des descripteurs obligatoires (Check-tags) comme CHICK EMBRYO,
MICE, RATS, HUMAN, IN VITRO, ..., des qualificatifs (Subheadings) qui
peuvent &tre affiliés & certains descripteurs du thésaurus, et des mots

naturels du titre ou des résumés des articles.

- Recherche%}%’/ on e\,ab\’-r

Sur 1980-1981 et L'année en cours.

- IIIII

14,
&
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Etapes Nombre de
de Descripteurs - Equation de recherche références
Recherche obtenues
1 RETROVIRIDAE QE_LEUKQVIRUSES QB_LEUKE-
MOGENIC VIRUSES 1860
2 AN (analysis) OR GE (genetics) OR PH (Physio-
Llogy) 86904
1040
3 1 AND 2 ensemble
de départ
4 VIRAL (TW) AND INTEGRATION (TW) AND SITE (TW) 20
1ére question
6 NUCLEOTIDE (TW) AND SEQUENCE (TW) AND
' LTR (TW) 654
4 3 AND 6 IIII .
—_— 2d question
8 INSERTION (TW) AND PROMOTOR (TW) 0
9 3 AND TRANSPOS: (W) 32 question
10 > &R 7 R 9 références
totales

- n/---

2
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Les références complétes des 19 articles comprenant un résumé,
ont été demandées en différé (OFF LINE) aprés vérification de
la pertinence des cing premiers titres.

Pour obtenir les références remontant aux années précédentes
(fichiers 1975, 1977, 1979), la stratégie de recherche doit &tre
répétée en différé (utilisation de la procédure OFF SEARCH).

Résultats : 23 références dont une seule ne correspondant pas
au sujet. Ce dernier document traite en effet des sites de recon-
naissance de plusieurs endonucléases de restriction sur le DNA

mitochondrial de cellules infectées par divers Rétrovirus.

Tous les articles obtenus sont récents : 19 ont été publiée en
1980 ou 1981, 3 en 1979 et 1 en 1978.

On peut donc noter une trés bonne pertinence. Mais elle est sans
doute diie 3 une trop grande restriction et engendre probablement

un lourd silence.

Les qualifﬁcatifs (Analysisd utilisés me semblent corrects puis-
qu'ils correspondent aux rubrigues des Index Medicus repris dans
la base MEDLINE, mais ils auraient d0 é&tre utilisés en fin de

recherche si nécessaire et non d'entrée.

EXCERPTA_MEDICA
Cette base de données reprend le bibliographie imprimée de méme
nom, qui comprend de nombreuses sections ; (cancer, Microbiology,

Virology).
La forme automatisée permet d'obtenir trés rapidement des articles

traitant d'un méme sujet, mais pouvant provenir de plusieurs sec-

tions, comme c'est le cas ici.

-,l‘.
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Cette base de données est proposée par le serveur américain
L.M.S. (Lockeed Missiles and Space Company) installé a Palo-
Alto en Californie.

Ce serveur est accessible par les réseaux TRANSPAC puis TYMNET

et le logiciel d'interrogation fourni est le logiciel DIALOG.

L'interrogation peut se faire 3 L'aide de termes contrdlés réu-
nis dans le MALIMET (Master List of Medical Terms).

- Pour MEDLINE, le seul terme générique, RETROVIRIDAE, inscrit
dans le MeSH suffit pour balayer tous les documents du fichier
en cours et réunir tous ceux ayant trait & un rétrovirus en
particulier. En réalité, comme je voulais poursuivre cette
recherche sur les années antérieures, j'ai di inscrire aussi
sur le terminal, les anciens noms LEUKOVIRUSES et LEUKEMOGENIC
VIRUSES afin que ma stratégie de recherche automatiquement
réutilisée lors de la recherche rétrospective effectuée en

différé (off search), reste valable.

- Dans le cas d'EXCERPTA MEDICA, il n'y a pas un terme générique

qui recouvre les autres. Il faut donc les écrire tous.

La recherche "On line"- peut s'effectuer sur deux fichiers sé-~
parément. Le plus récent porte sur les deux derniéres années
(1980-1981), Le plus ancien remonte jusqu'en 1975 (1975=1979).

Pour éviter une interrogation trop restrictive, les termes

LTR, TRANSPOS? (pour transposon ou élément transposable),
n'ont pas été utilisés et méme, INTEGRATION a remplacé INTEGRA-
TION SITE sur le fichier le plus ancien.

Y



Interrogation du fichier récent
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'

Numéro Nombre de
d'ensemble Descripteurs références
ou d'étape obtenues

1 RETROVIR? 950
2 ONCOVIR? 120
3 LEUKOVIR? 4
4 ONCORNAVIR? 61
[(981]
3 1 47 0R Ensemble de
départ
6 INTEGRATION 722
SITE 5 437
8 5 AND 6 AND 7
1ére question
9 NUCLEOTID? (W) SEQUENCE 314
10 5 a9 [21)
2de question
11 8 OR 10 32

o

0
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Résultats : 32 références obtenues dont 28 semblent intéressantes
pour le sujet. La pertinence reste bonne mais si L'interrogation
est effectivement moins restrictive, il ne semble pas que L'on ait

éliminé tout le silence.

Sur le fichier le plus ancien (1975-1979), parmi les 63 référen-
ces acquises, 35 seulement seront retenues aprés analyse des ti-
tres et résumés, -les autres étant ou trop anciennes, ou trop géné-

rales.

BIOSIS

C'est la principale base de données dans le domaine des sciences
biologiques. ELLe regroupe surtout les articles de recherche fon-
damentale recensés dans les Biological Abstracts et Bioresearch
Index. Elle couvre en particulier, les divers domaines de Bacté-

riologie, Génétique, Immunologie, Virologie, ...
Deux serveurs proposent cette base de données :

- L'E.S.A. C(avec le logiciel QUEST) le serveur européen situé prés

de Rome.

- TELESYSTEMES (avec le logiciel QUESTEL), le serveur frangais
situé prés de Nice.

L'interrogation peut se faire & L'aide de mots du titre ou des
mots clés rassemblés dans Le MASTER INDEX. Il existe aussi des
"Concept Code" (CC) et Biosystematic Code (BC) ; ils nécessitent
cependant, une certaine pratique.
Exemple de :
- Concept Code : CC 31500 (GENETICS)
CC 24007 (CARCINOGENS ...)

- Biosystematic Code : BC 02240 (RETROVIRIDAE).

Ao
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Pour cette interrogation, c'est le serveur européen qui a été
utilisé. La connection s'est faite par L'intermédiaire du réseau
TRANSPAC puis EURONET.

La stratégie de recherche définie préalablement avec M. BLANCHET
reprend celle de Medline en ajoutant le descripteur : DNA INTER-
MEDIATES, pour obtenir des références a partir de 1974-1975.

Une restriction sur la date n'est donc pas envisagée.

ofeea
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fu
INTERROGATIONJQNj%ﬁ%z: 1 seul fichier (1973 1981).

/

Numero Noﬁbre de
d'ensemble Descripteurs—-Equations de recherche références
ou d'étape obtenues

RETROVIRIDAE 13
LEUKOVIR? 0
ONCOVIR? 84
ONCORNAVIR? 10611

1 Ensemble de

départ

2 INTEGRATION (W) SITE? 55

3 1 AN 2 1ére 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 1T+ @+6 2de guestion

10 DNA (W) INTERMEDIATE? 32

1 1 > 10 3&me question

12 TRANSPOS? 1412

13 1+ 12 4éme question

14 3+49+ 11 + 13

références
totales
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Résultats : De nombreux documents sont intéressants pour le sujet
et sont en majorité récents (1978 ~ 1981).

Cela peut s'expliquer d'une part, par une stratégie de recherche
plus compléte et d'autre part, par une base de données plus appro-
priée que les précédentes.

Il est a 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 été pour Medline; L'obligation d'utiliser "LONG (W)
TERMINAL? (W) REPEAT?" augmente encore la durée de L'interrogation
déja trop longue.

CONCLUSION

En comparant les résultats obtenus 3 partir des trois bases de don-
nées interrogées, on note qu'une quinzaine de références sont com-
munes aux trois. Ces recoupements ne sont pas surprenants 3 priori,
puisque ces bases recensent des articles parus dans les mémes pério-

diques, pour les mémes domaines d'intérét.

Ces articles ont été sélectionnés en priorité pour la synthése ain-
si que ceux obtenus & partir de MEDLINE.

Les résumés des articles obtenus a partir d'EXCERPTA MEDICA permet-
tent une seconde sélection.

Par contre, il fut plus difficile de sélectionner 3 partir des ti-
tres des articles obtenus avec L'interrogation de la base BIOSIS.

Un autre critére de sélection fut L'accessibilité & ces documents.
Vu la liste importante, seuls ceux directement recueillis auprés
des bibliothéques de médecine, des sciences et de L'INSA, ont été
ensuite retenus.
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Le cancer est une maladie au niveau cellulaire ; une seule cellule,
si elle est transformée par un agent cancérogéne (radiations, produits chi-
miques ou virus) peut vaincre toutes les défenses de L'organisme et s'y mul-
tiplier sans contrdle. Cette cellule transmet alors de fagon héréditaife, a

sa descendance les propriétés nouvellement acquises.

La recherche des mécanismes impliqués dans la transformation
d'une cellule normale en une cellule cancéreuse ou mécanismes de l'onco-
génése est en plein développement et les récents progrés obtenus dans ce
domaine sont diis en grande partie & L'étude des virus oncogénes & ARN encore

appelés Retrovirus.

Ces virus provoquent principalement des leucémies et des sarcomes
chez une grande variété de vertébrés et constituent ainsi des modéles expé-
rimentaux pour les principaux cancers humains.

Si leur rdle dans L'oncogénése n'est apparu en fait que récemment, ils ont
suscité depuis 20 ans, de nombreux travaux en relation avec leur mode de
réplication. Les virus les plus étudiés se multiplient chez le poulet, tel
le virus du sarcome de Rous (R.S.V.) ou chez la souris comme le virus de la
leucémie de Rauscher et le virus de la tumeur mammaire. Dans l'ensemble les
résultats obtenus pour un virus sont interchangeables avec ceux obtenus
pour tous les autres Retrovirus.

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

Y
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I - PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES RETROVIRUS

1 - HOMOGENEITE STRUCTURALE

Ils présentent d'abord une grande homogénéité structurale : obser-
vée au microscope électronique, pour La premiére fois en 1960, la
particule virale ou "particule C" de Berhnard comprend un nucléoide
sphérique (core central), constitué du génome associé a quelques
protéines, entouré d'une membrane lipidique interne et d'une envelop-

pe externe.

2 - LE GENOME

Le génome de ces virus est constitué d'une molécule d'ARN monoca-
ténaire dont le coefficient de sédimentation est de 70 S correspon-

dant a un poids moléculaire élevé de 107 daltons.

Cet ARN simple brin, est en réalité diploide ; il peut &tre disso-
cié par chauffage en deux sous unités identiques dont le coeffi-
cient de sédimentation est de 30 a 40 S, ce qui correspond & envi-

ron 10 000 nucléotides et donc un nombre Limité de génes.

Ces molécules ( 35 S) sont Liées par des lLiaisons hydrogéne avec
plusieurs molécules de tRNA (4 S) et rRNA (5 S).

Le RNA (35 S) est caractérisé aussi par la présence d'une séquence
polyadénylique (poly A) a son extrémité 3' et par une séquence de
téte (dite de "capping') 5' m7G ppp G m a L'extrémité 5°'.

Ces deux caractéristiques essentielles des RNA messagers des cel-
lules eucaryotes rappellent que le génome des Rétrovirus sert aussi

de messager dans la biosynthése des protéines spécifiques virales.

L'ARN viral présente enfin la répétition d'une vingtaine de nucléo-
tides a ses extrémités 3' et 5'. Cette redondance (R) est encore
appelée "courte répétition terminale" (STR) selon les auteurs.
(Shine et al.1977, Swartz et al.1977, Haseltine et al,1977).

-
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10 000 nucléotides
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Génome du virus du sarcome aviaire de souche
Prague C{extrémités 5', 3' détaillées}
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poly A

Représentation schématique de L'ARN génomigue

(35 S) des Retrovirus.

3 - INTERMEDIAIRE DNA INTEGRE : PROVIRUS DE TEMIN (Témin 1976)
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Le point essentiel de la biologie de ces Oncornavirus est leur in-

capacité a tuer les cellules qu'ils infectent. Ils établissent avec

elles une association trés intime correspondant a une intégration

du génome cellulaire.

Cette propriété fondamentale repose sur plusieurs faits expérimen-

taux :

En 1963, TEMIN H. observe que la réplication du virus du sarcome de

Rous (RSV) dans les cellules infectées in vitro est blogquée par

L'actinomycine D ; or cette substance est un inhibiteur de la syn-
thése du DNA. TEMIN propose donc L'hypothése selon laguelle Le RNA

infectieux serait utilisé comme matrice pour la fabrication de mo-

lécules de DNA qui seraient a leur tour intégrées a L'état de pro-

virus dans le génome de la cellule héte et c'est sur ce DNA pro-

viral intégré que seraient alors transcrits Les molécules de RNA

virales de lLa descendance.

./.II
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Ce modéle fut confirmé par la découverte en 1970 par TEMIN et
MIZUTANI d'une part et D. BALTIMORE d'autre part, d'une DNA
polymérase présente dans les virions matures de différents vi-
rus sarcomatogénes, et capable de diriger L'incorporation de

deoxynucléosides triphosphate a partir du génome viral (RNA 35 S).

TRANSCRIPTASE REVERSE VIRALE (Verma et al.1977, Haseltine et al,

1977).

Cette transcriptase réverse étudiée chez les virus aviaires et

murins présente deux activités enzymatiques différentes :

- une activité de synthése (DNA polymérase RNA dépendante et DNA
polymérase DNA dépendante) et,

- une activité de dégradation (ribonuclease H qui dégrade le brin
RNA dans les hybrides RNA-DNA).

L'enzyme est constituée de deux sous-unités protéiques o et P chez

les virus aviaires mais une seule de ces sous-unités &) a pu

)
&

étre mise en évidence chez les virus murins.

. Pour L'enzyme du virus de la myeloblastose aviaire :

- la sous-unité& a un poids moléculaire (PM) de 60 000 daltons.
Elle est responsable des deux activités enzymatiques.

~ La sous-unité F a un PM de 90 000 daltons et comporte toute
la séquence de la sous-unité , plus une autre fraction pro-
téique. Elle jouerait un rdle important dans L'interaction de

la transcriptase avec un systéme matrice-amorce.
En effet, comme toutes les DNA-polymérases la transcriptase
réverse a besoin d'une courte amorce pour initier la chaine

du DNA complémentaire (Harada et al.1975).

Y .
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In vitro on peut utiliser une amorce oligo dT complémentaire
au segment nucléotidique poly-A de l'extrémité 3', mais aussi
un tRNA (4S).

In vivo cette amorce est une molécule de tRNA (4S). Il s'agit
du tRNAtrp dans le cas des virus aviaires : car si on incube
3 35° Le tRNALTP

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

et le RNA viral (35S) en absence de la trans-

qu'en présence de L'enzyme, le complexe est obtenu et la syn-

thése peut démarrer.

La découverte de mutants viraux dont L'activité DNA polyméra-
sique et la capacité a se lier au tRNA sont thermosensibles
ainsi que celle d'un mutant du RSV déficient en DNA polymérase
et dans lequel on ne trouve pas de tRNAtr'o associé au génome
viral, ont démontré que la premiére étape de la réplication du
génome rétroviral correspond a la formation d'un complexe trans-

criptase tRNAtrp.

La transcriptase aurait un réle de déroulase vis a vis de
L'extrémité 3' OH du tRNA rendant possible la complémentarité

des bases entre L'amorce tRNA et matrice RNA.

. Dans les virus murins cette enzyme est semble-~t'il monomérique

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 dimérique in vivo et que la sous-

unité P soit perdue au cours de sa purification.

La transcription du RNA du virus de la Leucémie murine exécutée
dans des concentrations de limitation en substrat d NTP donne
lieu & plusieurs bandes de migration sur un gel de polyacryla-
mide &4 10 % (lLa bande principale correspondant au brin de DNA

complémentaire naissant).

-/---
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Aprés traitement par L'alcali chaque fraction prélevée & partir
de ces bandes migre plus rapidement sur un nouveau gel et la
différence de taille entre les fractions traitées et fractions
non traitées correspond 3 une molécule de tRNA de 70 & 80 nucléo-
tides, taille approximative du tRNA de la proline (Van Beveren
et al 1980).

L'amorce tRNA utilisée par certains virus murins est donc un
tRNAPT® : 19 nucléotides & L'extrémité 3' de ce tRNA sont Lliés
au génome viral (Harada et al.1979).

Pour un autre virus murin, le virus des tumeurs mammaires,
(M.MTV) Ll'amorce est un tRNALYS (Majors 1981).

Cette transcriptase virale a permis pour la premiére fois & DUESBERG
et CANAANI en 1970 d'obtenir une copie compléte du génome viral 35 §,

sous forme de DNA complémentaire.

Elle est devenue depuis un outil précieux pour la synthése de co-

‘pies de DNA spécifiques de ces virus.

Ces copies appelées '"cDNA" -constituent de véritables sondes permet=-
tant de déceler n'importe quel géne ou génome viral dans les DNA
cellulaires et sont trés utilisées dans les expériences d'hybrida-

tion et de clonage moléculaire.

ETUDES PRELIMINAIRES DE LA TRANSCRIPTION DE L'ARN VIRAL

Synthése du DNA "strong-stop”

La transcription du génome RSV peut &tre initiée in vitro & partir
d'un tRNAtrp amorce. Celui-ci se fixe par son bras 3'OH (-A (OH)CC)
en s'appariant a 15-20 bases nucléotidiques du RNA viral genomique
prés de l'extrémité 5'. (Taylor J.M. et al.1975, Haseltine et al.77,
Coffin et al.1977, Shing et al.1977).

Seun
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La synthése exécutée avec une concentration en dNTP Llimitante
démarre en direction de L'extrémité 5' du génome et s'arréte

lorsqu'elle L'atteint.

Le produit de transcription principal obtenu est un brin complé-
mentaire d'ADN de 101 nucléotides appelé DNA strong stop (DNAss).
Il représente donc les premiéres séquences transcrites du génome
3 partir du site de fixation du tRNA amorce jusqu'au nucléotide
CAP 5' du RNA viral.

Le tRNA amorce est Llié par covalence a ce DNAss.

La séqguence nucléotidique au site d'initiation de la transcrip-
tion a d'abord été établie pour les virus aviaires. Le premier
nucléotide additionné dans le cas du RSV est un dA (Coffin et al.
1977).

el

&«—RNA viral
5% w = =« GGCUUCAUU N GG= = ====- ~==~3"
— - - —-CCGAAGTAA|A CC= = = == = = =
“— — —

DNAss tRNA

Séquence nucléotidique du RNA des

virus aviaires au site d'initiation
de la synthése de DNA.

La synthésé du DNA complémentaire d'un virus de leucémie murine
de Moloney (M. MuLV) avec une concentration limitante en dATP
radioactif, permet de caractériser de La méme fagon la molécute
strong stop correspondant & la bande de migration majeure sur le
gel de polyacrylamide. Une fraction de chaque bande de migration
aprés traitement par alcali pour éliminer le tRNA amorce, est
reprise dans une électrophorése sur papier pour analyse. Les qua-
tre bandes sont radioactives & leur extrémité indiquant que la
synthése a bien débuté par addition d'un résidu dA a L'extrémité

CCA-OH du tRNAPTC.

-
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r{-KNRaw\orce
7
/ a - fixation du tRNA
» R R/ epoly A
S g A}, e PY amorce sur L'ARN
viral.
ad
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5 Laben /y - J b - Synthése de DNAss.
/// ¢ - Dégradation de la
P %: . ‘// séquence R 5' par la
transcriptase.

d - Saut de la trans-
criptase de L'ex-
trémité 5' a L'ex-
trémité 3.

Modéle de la transcription réverse (Taylor 76)
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Transcription du génome complet : hypothése de Taylor

Les études in vitro de la réverse transcription ont permis de pro-
poser une premiére hypothése pour le mécanisme de la transcription
du génome viral complet (Taylor J.M. et al.1976).

Une fois la molécule "strong-stop'" synthétisée, il y aurait diges-
tion, grdce a Ll'activité RNase de la transcriptase, de La séquence
R (ou STR) 5' quij vient d'étre transcrite. La partie du DNA complé-
mentaire 3 cette séquence, serait alors libre et donc capable de
s'apparier avec L'autre séquence R (ou STR) présente a L'extrémité
3' de L'ARN viral. La transcription se poursuivrait cette fois de
L'extrémité 3' du génome en direction de L'extrémité 5' jusqu'a

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

POUVOIR TRANSFORMANT

Mise en évidence (Sharp 1979).

- La plupart des virus oncogénes possédent la propriété de trans-

o d,
ot
0

former des cellules cibles en culture, ce qui d'ailleurs a faci-
Lité Lleur étude.

- En 1970, Steven Martin identifie des mutants thermosensibles dui
affectent Lla capacité d'un virus du sarcome de Rous a transfor-
mer les cellules en culturemais ne L'empéchent pas de se reproduire.
Un géne viral, L'oncogéne, est donc nécessairement responsable
de cette ‘transformation et il parait nécessaire pour L'entretien

de la néoplasie.

Oncogéne viral et contrepartie cellulaire (Manteuil-Brutlag 1975).

- En 1973, Vogt et Duesberg aprés avoir analysé la mobilité électro-
phorétique de différents rétrovirus aviaires observent que le RNA
35 S des sarcomes migrent plus rapidement que celui des virus

Lleucémogénes.

- Y
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Isolement et caractérisation du géne "src" et de sa contre-partie

cellulaire "c~src" grlce a une sonde radioactive
(cDNA spécifique du RSV)
(extrait de Bishop 1982)

-
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Des mutants du RSV défectifs pour la transformation migrent &
la méme vitesse que les virus des leucémies. L'incapacité de
ces mutants "td" 3 transformer des cellules infectées résulte
en fait d'une délétion du génome RSV sauvage.

En 1975, Stehelin et al utilisent la transcriptase réverse pour
obtenir le cDNA complémentaire du génome 35 S d'un virus sarco-
matogéne aviaire (Pr -C —-ASV). Aprés hybridation de cette co-
pie marquée radioactivement au RNA d'un virus défectif (td -
Pr-C-ASV), ils isolent les séquences non appariées par chroma-
tographie différentielle sur hydroxyapatite. Les copies cDNA
sarc obtenues correspondent 3 la déletion d'environ 16 % du gé-

nome viral.

Tous les virus des sarcomes aviaires transformants étudiés possé-
dent cette séquence dans leur génome dont L'ensemble est dési-

gné sous le nom de gene sarc ou "src".

Les virus des leucoses aviaires (ALV) ou méme, les virus ALV
endogénes qui existent & L'état Latent dans les cellules normales
de poulet mais non oncogéniques, et Les mutants "td" du RSV, ne
possédent pas ce géne "src". IL en est de méme pour les virus des

leucémies et sarcomes murins.

Cependant, L'hybridation du DNA src avec le DNA de cellules de
poulets non infectés a montré qu'une a deux copies complétes de
L'oncogéne viral "src'" sont présentes par cellule et les DNA.
provenant d'autres espéces aviaires trés différentes contiennent

tous au moins une partie de cet oncogéne spécifique du RSV.
"src” a donc une contrepartie homologue cellulaire "c-src".
De L'ADN voisin de celui de "src" a été découvert aussi chez

les poissons, et mammiféres,et jl- semble ' que tous les verté-

brés possédent un géne apparenté au géne "src".

Y A
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- Ces données viendraient confirmer La théorie de L'oncogéne de
Hueber et Todaro selon laquelle les oncogénes des Rétrovirus
constitueraient une partie du génome de toutes les cellules des
vertébrés acquise par ces virus probablement 3 la suite d'in-
fection virales t6t dans L'évolution. Ces oncogénes viraux
seraient réprimés en permanence dans la cellule mais pourraient
étre déréprimés ou réactivés sous L'action d'un mutagéne et
traduits en une "protéine transformante' capable de transfor-
mer une cellule normale en une cellule cancéreuse (Larsen et al.
1974).

La comparaison du génome viral d'un mutant "td" du RSV & celui
d'un virus complet, permet de situer ce géne 3 l'extrémité du
génome (RNA 35 S).

La plupart des Rétrovirus, ceux dont L'activité transformante

est testée in vitro, ont un géne transformant spécifique du
génome viral (Sheiness et al 1980). Plus de 10 de tels oncogénes
viraux ont été précisés ainsi que lLeur contreparties cellulaires :
ainsi, les génes ''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 leucémies aigles aviaires (DLU, AEV et AMV)
(Bishop et al.1979, Sheiness et al.1980).

Expression de L'oncogéne viral

Lorsque le Rétrovirus est porteur d'un oncogéne, L'expression de ce
géne provoque la transformation cellulaire in vitro et la néopla-

sie in vivo.

En raison de son pouvoir de transformer trés rapidement des fibro-
blastes in vitro (moins de 24 h) Le RSV a été le plus étudié et Lle

mécanisme d'oncogénése de ce virus est actuellement le mieux connu.

Grace a des anticorps produits par des lapins infectés par le RSV,

la protéine enzymatique codée par le géne '"src'" et synthétisée par
la cellule héte, a pu étre identifiée (Bishop et al.1979, Bishop
1982). .

Y
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Il s'agit d'une protéine Kinase de Poids Moléculaire de 60 000
daltons désignée pp 60 vsrc. Elle agirait en phosphorilant les
protéines dans les plaques d'adhésion de La membrane plasmique de
la cellule hdte entrainant leur destruction, ce qui expliquerait
peut étre la facilité avec laquelle la plupart des cellules cancé-
reuses se détachent de leur tissu d'origine et proliférent a
d'autres endroits formant des métastases. Il n'est pas encore dé-
fini l'importance de L'action de cette protéine dans le compor-

tement désordonné des cellules cancéreuses.

De méme, le produit du géne transformant "v-mos" de Mo MSV, est
une petite protéine de 374 acides aminés, dont la séquence pré-
sente une grande homologie avec celle de pp 60 v-src (Van Beveren
et al.1981).

Le géne viral transformant peut &tre exprimé, soit comme un géne

viral indépendant, soit comme un produit qui interagit avec les

protéines structurales virales.

Deux types de virus oncogénes (Neel et al.1981).

'En dépit d'efforts intensifs, aucun géne transformant n'a été iden-
tifié chez certains Rétrovirus qui provoquent cependant des can-

cers graves, tels leucémies et Lymphomes chez le poulet et la souris.

Le mécanisme d'oncogénése par expression de L'oncogéne rétroviral
ne peut s'appliquer & ces virus et a priori il s'agit d'un mécanisme
trés différent (Neel et al.1981).

On regroupe donc les Rétrovirus en deux grandes classes, suivant

leurs propriétés et le mécanisme d'oncogénése qu'ils induisent.

1 - Les virus "aigus" induisent rapidement (2 a 4 semaines aprés
L'infection) chez L'animal hb6te susceptible, des tumeurs can-
céreuses avec un rendement voisin de 100 %. Ils possédent tous
la propriété de transformer des cellules appropriées en milieux

de culture.

Y
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Diagrammes représentant |'agencement des génes viraux du

génome des Rétrovirus aviaires (Bishop et al 1979).

L'oncogéne "src'" et les candidats "onc" apparaissent comme des inser-
tions dans le génome de ALV.

Chaque insertion peut étre dérivée d'un locus génétique normal du gé-
nome des vertébrés.

1 Virus ‘chroniques" : Virus des leucoses aviaires (ALV)
. gag . pol . env L C ‘An
I 1 T 1 T

2 Virus "aigus"

"Virus des sarcomes aviaires (ASY)

gag pol env src c An

-
L
-
%

Virus de la leucémie aigue aviaire (DLV)

a onc env An
gag o
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Ils comprennent les virus a réplication compétente, comme le
virus du sarcome de Rous (RSV) ou a réplication défective
comme les virus du sarcome de Fujinami, les virus des sarcomes
murins et felins ou virus de la leucémie aviaire défective (DLV)

et virus de la leucémie Abelson.

2 - Les virus dits chroniques induisent des néoplasies seulement
aprés une longue période de latence (4 & 12 mois aprés L'infec-
tion) et avec un rendement faible (20 & 60 %). Ils ne transfor-
ment pas de cellules cibles en culture, leur pouvoir oncogénique
ne peut donc é&tre testé in vitro. Ils incluent, en particulier
les virus des leucoses aviaires (ALV) et les virus des leucémies

murines MuLV.

Les génomes des deux types de virus "aigus' et '"chroniques' possédent
en commun les génes qui codent pour les fonctions réplicatives et
structurales du virus : "gag" code pour les protéines structurales
du virion, "pol" porte le message pour la transcriptase réverse et

"env" code pour les glycoprotéines de L'enveloppe.

Ils possédent également en commun une région génétique 'c'" prés de

L'extrémité 3' du RNA viral qui ne parait coder pour aucune protéine

et dont la fonction n'est pas complétement connue.

Les virus aigus possédent un géne supplémentaire, L'oncogéne viral,
responsable de la transformation maligne de la cellule hbte ("v.src",

"onc", par exemple).

MECANISMES DE L'ONCOGENESE : HYPOTHESES
(Bishop 1982) - (Bishop et al.1979) - (Neel et al.1981).

- En réalité, les oncogénes viraux sont des insertions dans le génome
des Rétrovirus. Ils sont de simples génes cellulaires modifiés et

recueillis chez les animaux dans lesquels se répliquent les virus.

e
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Extrait de Bishop 1982.

Le géne cellulaire "c-src" se compose d'exons (en couleur) et d'in-
trons (en gris). Il a été autrefois recueilli par un rétrovirus :
les introns ont été supprimés et les exons aprés excision-encollage
se sont inserrés dans le génome viral pré-existant pour donner le

génome rétroviral transformant complet.
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- Cecj a été mis en évidence par des micrographies électroniques

d'un brin d'ADN viral contenant le géne src hybridé a un brin
d'ADN de poulet portant la version cellulaire c-src. Il en a ré-
sulté une molécule hybride d'ADN bicaténaire présentant 6 boucles
monocaténaires provenant du brin d'ADN cellulaire contenant

"¢ src”". Ces boucles correspondent aux séquences intermédiaires
non transcrites (introns) des DNA dés cellules eucaryotes, si-
tuées entre des séquences codantes (exons) pour une méme pro-

téine.

Cette configuration en mosaique des génes des cellules eucaryotes
ne se rencontre jamais chez les Rétrovirus et prouve que le géne
cellulaire "¢ src'" est originaire de la cellule et n'y a pas été

introduit par un Rétrovirus.

Les versions "c src'" rencontrées chez les Vertébrés & L'exclusion
des introns sont toutes étroitement apparentées au géne viral

v src et trés voisines les unes des autres.

Ces geénes cellulaires sont donc hautement conservés et semblent
donc importants pour L'équilibre de l'espéce dans laquelle ils

persistent.

Non seulement présents dans toutes les cellules des vertébrés, ils

s'y sont aussi révélés actifs :

Un m RNA spécifique de "c-src" détecté gréce & la sonde radio-
active cDNAsrc, et une protéine (pp60c src) identique & pp60v src
sont en effet synthétisés dans les cellules saines en faible

quantité.

IL en est de méme pour tous les homologues cellulaires des génes
transformants étudiés.

Dans tous les cas, ces génes cellulaires sont exprimés a des
taux faibles ou méme indétectables dans les cellules normales et
leurs homologues viraux sont exprimés a des taux trés élevés dans

les cellules transformées, infectées (Neel et al.1981).

Y



- 34 -

HANAFUSA et al.(1977), montrérent méme que des mutants "td" du
RSV ne contenant qu'une faible partie du géne "src'", peuvent se
combiner avec "c-src', pour générer un virus transformant. Cette
expérience suggére que des génes cellulaires normaux peuvent

provoquer des sarcomes s'ils sont exprimés a des taux élevés.

Si Les oncogénes viraux sont de simples copies de génes cellulaires
normaux, pourquoi provoquent-ils des cancers dans les cellules
infectées alors que leur homologue cellulaire est normalement inof-

fensif ?
Deux hypothéses s'affrontent habituellement :

* Dans L'hypothése mutationnelle, Les oncogénes viraux différent
sensiblement de leurs ancétres cellulaires, & la suite de muta-
tions introduites lorsque les génes cellulaires furent copiés et
intégrés par le génome rétroviral, et Les deux protéines enzyma-
tiques produites auraient des effets trés différents sur le com-

portement cellulaire.
‘% Dans L'hypothése de la surproduction, L'oncogéne viral saturerait

la cellule en produisant en abondance une protéine normale, ce

qui provoquerait le déréglement cellulaire.

I1 - MECANISME D'INTEGRATION DE L'ADN PROVIRAL : DONNEES RECENTES

Le mécanisme d'oncogénése par expression d'un géne viral ne peut s'ap-
pliquer aux virus chroniques dépourvus semble-t-~il de tels oncogénes.
pans le cas de ces virus, il semble que L'intégration de L'ADN proviral
dans L'ADN cellulaire, en un site spécifique, provoque l'activation et
L'expression d'un géne cellulaire adjacent, normalement réprimé ou fai-

blement actif.

oo
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Ces investigations découlent en fait, des données récentes obtenues
sur la réplication des Rétrovirus, gréce a L'apparition de nouvelles

techniques de la biologie moléculaire.

La réplicatijon intracellulaire des Rétrovirus, implique, rappelons

le :

- la transcription du RNA viral en un intermédiaire DNA bicaténaire,
- L'intégration de cet intermédiaire dans L'ADN de La cellule hdte,

- et sa transcription ultérieure par La RNA polymérase II cellulaire.
(Weinberg 1977).

Les principaux types de RNA spécifiques du virus sont sans doute syn-
thétisés a partir d'une seule matrice d'ADN viral intégré dans Lles
cellules hGtes permissives ou non et L'intégration semble obligatoire-

ment requise pour obtenir une matrice fiable (Bishop 1978):

L'étude des précurseurs du provirus intégré a constitué une étape
essentielle dans la compréhension du mécanisme d'intégration de L'ADN

rétroviral.

1 = ETUDE DES INTERMEDIAIRES DNA VIRAUX NON INTEGRES

A - Mise en évidence de deux types d'intermédiaires non intégrés

18 h aprés L'infection de cellules tumorales de cailles (QT6)
avec le Pr—GASV plusieurs copies de DNA viral non intégrées
sont synthétisées dans le cytoplasme de la cellule hdte par la

transcriptase réverse virale.

Le produit de synthése est une molécule duplex constituée d'un
brin de polarité négative de 8 & 10 kilobases nucléotidiques
(8 a 10 K.b.) et de brins courts de 0,3 &8 3 K.b. de méme pola-
rité (positive) que le RNA viral 35 S (varmus et al.1978).

oo
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Les premiéres analyses de DNA viraux non intégrés par sédimen-
tation dans des gradients de densité au CsClL identifiérent un
DNA circulaire fermé par covalence exclusivement dans le noyau
de la cellule hote et des formes linéaires ou en cercles ou-
verts monomériques dans lLe cytoplasme et le noyau 3 la fois
(Guntaka et al.1976).

La faible quantité de DNA viral disponible, moins de 10 copies
de molécules de DNA intégrées ou non par cellule, fut long-

temps un facteur Limitant L'étude de ces intermédiaires.

Le développement de La méthode de Southern permit de contourner
cet obstacle : aprés électrophorése sur gel d'agarose, lLe DNA
est transféré sur des filtres de nitrocellulose et est identi-
fié par hybridation & une sonde radioactive (cDNA) spécifique
du virus étudié (Southern 1975).

Ainsi en prélevant d'une part une fraction cytoplasmique et
d'autre part la fraction du surnageant Hirt des noyaux, les
deux intermédiaires viraux non intégrés ont été isolés puis
caractérisés (Shank et al.1978).

- L'électrophorése sur gel d'agarose de la fraction cytoplasmi-
que révéla principalement un intermédiaire DNA viral dont la
taille est proche de celle d'une copie de DNA compléte Liné-

aire d'une sous-unité du génome viral (Le RNA 35 S).

Le clivage de ce duplex par L'endonucléase KpnI connue pour
n'avoir qu'un site de reconnaissance sur ce DNA produit deux
fragments de restriction (3,4 et 2,8 Mega-daltons ou Md) dé-
montrant ainsi qu'il s'agit bien d'une molécule bicaténaire
lindaire de méme Llongueur qu'un RNA 35 S. Celle-ci présente

comme lui des extrémités spécifiques 5' et 3'.

- L'électrophorése sur gel d'agarose de la fraction nucléaire

fournit trois types de molécules de DNA bicaténaire :

Y

Yo A
w5
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1. Une molécule indissociable du DNA linéaire cytoplasmique
(forme I1I).

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

pondant 3 une molécule circulaire fermée (forme I1).

3. Enfin, une molécule migrant beaucoup plus lentement et
correspondant semble-t-il & une molécule en cercle ouvert

(forme II%;plus quelques formes circulaires dimériques.

Ceci semble confirmé par des résultats complémentaires : aprés
ultracentrifugation dans un gradient de densité (CsCl - PIZ)
on peut extraire la forme I. Elle fait apparaitre lors d'une
nouvelle électrophorése sur gel d'agarose, deux bandes de mi-

gration correspondant a deux molécules différentes.

La molécule la plus lente semble &tre la forme 1I générée pro-
bablement & partir de La forme I, aprés coupures partielles
lors du passage sur le gradient, tandis que la molécule la

plus rapide correspond & la forme I.

En provoquant artificiellement des coupures partielles avec

la DNAse I en présence d'EtBr2, sur la molécule circulaire
rapide (forme I), on obtient bien une molécule qui migre comme
la forme II ; et si une coupure franche bicaténaire est effec-
tuée avec L'endonucléase Kpnl on obtient finalement, une molé-

cule migrant comme la forme III Linéaire.
Shank et al ont ainsi isolé des intermédiaires DNA non intégrés
de deux conformations différentes :
- Une linéaire dans le cytoplasme surtout,
- Une circulaire fermée par covalence dans le noyau. (Une troi-
siéme conformation en cercle ouvert peut &tre produite & par-

tir des formes circulaires fermées).

. ofeun
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Centre de symétrie

i I O I Y O B
G A AT T C
-

C T T|IA AG
SV 1 1 A O

Possibilité de former
une structure cruciforme

(Extrait de Russel J.P. 1981
p. 149.

Région de I'ADN présentant une séquence de
paires de bases qui posséde un centre de symétrie
(palindrome). Cette séquence particuliére est en fait le site de
reconnaissance de I’endonucléase de restriction EcoR1.

Caractéristiques de quelgues enzymes de restriction
(Extrait de Russel J.P. 1981 p. 150)

Nom de L'enzyme Séquence de reconnaissance et
y emplacement des coupures

Bam HI 5! G*GA TCC 3
3' CCT) AGG 5' Centre de symétrie ~
5 AlGA}TCT 3!

Bol III 3TCT]AGA 5 Site de clivage
5' GG ccC 3!

Hae 111 3 ¢ C ii GG 5t

Les molécules clivées résultantes présentent :
- soit des extrémités monocaténaires complémentaires (Bam HI et Eco RI),

- soit des extrémités bicaténaires dites & "bouts carrés" (Hae III).
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B - Enzymes de restriction (Taylor et al.1978 ; Russel 1981).

L'étude de ces intermédiaires a été entreprise grdce & L'uti-
lisation devenue courante d'un type particulier d'endonucléases.
On connait maintenant une centaine de ces endonucléases ou en-
zymes de restriction extraites de divers microorganismes. Elles
sont toutes capables de cliver les molécules d'ADN au niveau de
séquences hexanucléotidiques spécifiques présentant un centre
de symétrie et constituant ainsi des répétitions inversées de

bases ou séquences palyndromiques.

Le nombre de coupures bicaténaires effectuées par une endonu-
cléase particuliére dépend de la fréquence de cette séquence
de reconnaissance sur la molécule d'ADN étudiée. Les fragments
de restriction produits & la suite du clivage d'une molécule
d'ADN par diverses endonucléases fournissent des renseignements
sur l'agencement des séquences nucléotidiques sur cetlte molé-

cule.

On établit ainsi une cartographie des sites de restriction de
diverses enzymes sur une molécule donnée.

Quelques enzymes testées permettent méme de différencier des
DNA synthétisés par les cellules-hdtes aprés infection par dif-
férentes souches d'un méme virus.

BamHI par exemple, permet de distinguer les DNA provenant .de
quatre souches différentes du ASV (Pr-A, Pr3, PrC et B77).
(Shank et al,1977).

C - Intermédiaire Llinéaire non intégré cytoplasmique

1. Etude : Analyses de restriction

Les sites de restriction de 3 enzymes Eco RI, Kpnl et BamHI
ont d'abord été déterminés sur Les DNA intermédiaires du
ASV.

- .I-.l
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ous Md 3 Md .
;4.'_.4 - _;r. _——— - e = T it » - Froﬂmc.vds de restricho
! Hi Boum HI BoalmHI
;

¥ \F_TT SRC r »— DNFA duL RSV
| I R
ééax - LRI EoR1 ki
Kpr\ I
Fm 4,5Md ) F1 2,5 Md ST Fg 2 Md - Ffmﬁmk“’s de resteichion €

Cartographie des sites de clivage de trois endonucléases
(Eco RI} Bam HI et Kpnl) dans L'ADN du ASV souche Pr-c,
(Intermédiaire linéaire 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 linéaire. et circu-
laire du DNA viral non intégré produit trois fragments :

FI =2,5Md
FII =2 Md
FIII = 1,5 Md.

Il en résulte que La molécule Llinéaire posséde un site

Eco RI trés prés d'une (ou des deux) extrémités(s).

- Le DNA circulaire obtenu dans les cellules infectées par
un mutant "td" du ASV (Pr-c) ne contenant plus le géne
"src'" et aussi digéré par Eco RI, fournit également Lles
fragments FI et FIII majs FII est remplacé par un petit

fragment 0,7 Md.

Les fragments FII et 0,7 Md contiennent donc les séquences

complémentaires & celles de L'extrémité 3' du RNA viral.

Pour établir L'ordre relatif des 2 autres grands fragments
Eco RI on analyse les produits obtenus aprés digestions

séguentielles du DNA viral avec Eco RI et Kpnl.

KpnI 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 maniére les différents fragments
Eco RI par rapport au génome viral (RNA 35 S). De 5' vers
3' on aura successivement les fragments 1,5 puis 2,5 puis

2 Md (FIII, FI, FII).

Sites_Eco _RI aux deux extrémités de L'intermédiaire DNA cyto-

Plusieurs expériences ont permit de conclure 3 L'existence
de 2 sites de reconnaissance Eco RI situés a l'intérieur des
200 bases qui constituent les extrémités du DNA intermédiaire
cytoplasmique.

faen
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DNA intermédiaire cytoplasmique

5' 1 2 A 3 3'

L Ld ,l v
t K +
Site EcoRI gauche Site EcoRI droit

-~ La mise en évidence du site Eco RI situé dans L'extrémité
droite du DNA intermédiaire viral a pu étre faite a par-
tir d'expériences de transcription de ce DNA in vitro
(Taylor et al 1976) et par la démonstration que la région
3' du génome RNA code pour un site de reconnaissance
Eco RI. Celui-ci serait situé 60 a 65 bases avant le poly
A. (Hsu et al. 1978, Schwartz et al.1978).

Varmus et al 1978, mettent en évidence L'existence de ce

site dans le DNA intermédiaire transcrit in vivo.

- Pour tester la présence d'un site Eco RI prés de Ll'extrémi-
té gauche du DNA intermédiaire Llinéaire non intégré (in

vivo), Ll'endonucléase Bam HI a été utilisée.

Bam HI clive ces DNA intermédiaires au niveau de 4 sites
de reconnaissance ; elle fournit 5 fragments de restriction
a partir du DNA Llinéaire viral et 4 & 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 Lliné~
airg/forment un seul produit de digestion du DNA circulaire

et constituent donc les fragments terminaux du DNA Llinéaire.

Une digestion séquentielle de celui-ci avec Bam HI puis
Eco RI montre que le fragment 3,2 Md contient le fragment
FII et dérive donc de l'extrémité 3' du DNA.

Le petit fragment (0,45 Md) dérivé alors de l'extrémité gau-
che est réduit en un fragment 0,3 Md démontrant ainsi l'exis-

tence d'un site de reconnaissance Eco RI a gauche.
(Shank et al.1978).

. Jouo
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Les mémes études de restriction de ces endonucléases ont
été effectuées sur Le DNA viral Llinéaire synthétisé in
vitro (Taylor et al.1978) et L'absence apparente d'un site
Eco RI a l'extrémité gauche de ce DNA suggére qu'il n'est
pas identique au DNA viral linéaire présent dans les cellu-
les infectées (Shank et al,1978).

Comparaison_de L'intermédiaire DNA_Linéaire_au_génome RNA :

Répétitions naturelles aux deux extrémités du DNA

L'utilisation d'une dizaine d'autres endonucléases a permit
de positionner lLes génes env, sarc et la réqgion c sur Lle DNA

aux mémes positions que sur le RNA.

On observe aussi une permutation d'une centaine de bases de
L'extrémité 5' du RNA (génome) a L'extrémité 3' du DNA don-

nant une structure schématisée ainsi : 3' 5' pour
L'intermédiaire DNA Linéaire & l'extrémité droite.

(3' désignant les 200 bases terminales de L'extrémité 3' du
RNA précédent le polyA et 5' désignant la séquence des 101
bases comprises entre le site de fixation de L'amorce tRNAtrp

et L'extrémité 5' du RNA viral (Shank et al 1978).

Pour L'extrémité gauche du DNA linéaire, plusieurs structures
possibles ont été prévues dépendantes de la capacité de la
polymérase & transcrire lLa matrice RNA autour du site de fixa-
tion du tRNAtrp amorce.

On s'attendait a deux structures possibles schématisées ain-
si : soit Bl o e e e e e - === = - 3! - 51

soit e T 3 - 5,

Les expériences menées pour caractériser La mobilité électro-
phorétique des DNA intermédiaires linéaires présents dans le
cytoplasme des cellules QT6, un jour aprés L'infection par le
ASV de souche Pr~C mettent en évidence une bande de migration
centrée & 6,36 Md correspondant a un intermédiaire DNA plus
grand que le transcript hypothétique attendu d'environ 5,85 Md
(Hsu et al.1978).

L -/---



- 44 -

De plus, l'endonucléase Pvul fait une seule coupe dans Ll'ex-
trémité droite d'un méme DNA intermédiaire synthétisé in vitro
alors qu'elle en produit deux sur le DNA obtenu in vivo, la

seconde ayant lieu dans L'extrémité 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 séquen-
ces nucléotidiques additionnelles (0,5 Md) du DNA "in vivo"
sont Localisées a l'extrémité gauche de la molécule, et re-

présentent une répétition des séquences de Ll'extrémité droite.

Canaani et al, avait montré auparavant qu'un court RNA viral
contenant le poly A s'associe aux deux extrémités de la molé-
cule de L'ADN linéaire généré par le virus du sarcome murin
de Moloney (Hsu et al.1978).

De méme, les sondes spécifiques soit de L'extrémité 3'
(cDNA3') soit de Ll'extrémité 5' (cDNA5') s'associent aux frag-
ments de restriction terminaux 1,5 Md Eco RI et 0,45 Md Bam HI
de L'extrémité gauche de ce méme DNA Linéaire synthétisé in

vivo.
Les deux extrémités de ce DNA contiennent donc les séquences
spécifiques des deux extrémités 3' et 5' du RNA viral.

(Shank et al.1978).-

Comment ces séguences répétées 3' et 5' sont-elles ordonnées

de_part_et d'autre de_L'intermédiaire Linéaire_non_intégré 2

Une premiére expérience (Shank et al 1978) a consisté a iso-
ler Les deux fragments Bam HI terminaux (3,6 Md a droite et
0,65 a 0,7 & gauche) générés a partir du DNA intermédiaire
linéaire du Pr B-ASV et & tester la capacité de cDNA3' et
cDNA5' a s'associer avec eux et avec chacun des fragments

générés aprés digestion secondaire par Eco RI. :.

i
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Comme attendu, cDNA3' et cDNA5' s'*associent toutes les deux
au grand fragment de droite 3,6 Md Bam HI. Aprés 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 générés, cDNAS' ne s'associe vraiment qu'au plus pe-
tit fragment 0,15 Md.

On répéte alors les mémes tests avec Le fragment 0,65-0,7 Md
gauche Bam HI. Il est détecté rapidement avec cDNA3', cDNAS'
et cDNArep (copie du RNA 35 S entiers ; rep = réplication).
Aprés digestion par Eco RI on obtient deux bandes dans le gel
d'agarose correspondant a des fragments de taille 0,53 Md

et 0,15 Md.

cDNAS' s'associe seulement au fragment 0,53 Md

cDNA3' s'associe aux deux fragments.

Ces résultats et le fait que la molécule lLinéaire posséde
un site Eco RI a ses deux extrémités dans les séquences déri-
vées de la région 3' du RNA permetteht de conclure que les
séquences homologues des deux extrémités du DNA sont similai-

rement ordonnées, et peuvent &tre schématisées ainsi :
3’5 - e e - - - - - e .- 3'-5' (Shank et al.1978)

La capacité a circulariser ces DNA linéaires aprés digeétion

nucléasique montre aussi que cette répétition

est bien directe 3'=5' 3'-5!
plutdt qu'inversée 3'=5'  5'-3' . (Hsu et al.1978).
De méme la génération de fragments de digestion de tailles
identiques (environ 300 nucléotides) par digestion du DNA
linéaire avec les endonucléases Eco RI et Pvul qui clivent le
DNA Llinéaire & différentes positions 3 L'intérieur de la sé-

quence redondante, confirme ces résultats (Shank et al 1978).

...



- 46 -

Transcription du génome du RSV
(extrait de Sabran et al.1979)

QAN 3000 Nuetlohdes(h) .
trnpte ,v?/’
amorce Q/
a. 5' \ad
- -S.T‘E qag POQ ny c A5

b & s 5
Rl wul
c . Y t.snz.‘A4°‘ Y «-STR
-— LT‘T qche ——v —LTRdlke —s
J I
B T

h

a - Structure du RNA : la longueur des STR est de 16 a 21 nucléo-
tides.

b - transc}ipt hypothétique attendu du RNA en DNﬁ)ne comprenant
pas le poly A 3" terminal et une copie de STR.

¢ - Structure du DNA intermédiaire bicaténaire linéaire non intégré :

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

I et T : sites possibles de L'initiation et la terminaison de
la transcription.

R et B : sites possibles respectifs de reconnaissance et de fixa-
tion de La RNA polymérase.
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Les analyses du DNA viral linéaire non intégré de cellules
infectées par virus murin des tumeurs mammaire (M. MTV) et
par virus des leucémies murines MLV sont aussi en accord
avec l'existence de répétition naturelle aux extrémités du
DNA Llinéaire non intégré. Dans les deux cas, les réactifs
d'hybridation spécifiques pour les deux extrémités du RNA
ne permettent pas de distinguer entre les fragments déri-

vés de L'une ou de L'autre des extrémités du DNA.

2. Implications : Comment La LTR gauche est-elle générée aprés la

transcription du génome ?

* Etude chez le RSV : Shank et al.1978, Hsu et al.1978.
L'ordre apparent des séquences terminales de {‘extrémité droite
du DNA intermédiaire linéaire est en accord avec les précéden~

tes études de transcription in vitro et in vivo.

En particulier, il correspond bien a la structure attendue

pour le DNA, amorcée par le tRNAtrp

en direction de L'extrémi-
té 5', prolongée aprés transfert de la polymérase virale de
L'extrémité 5' & L'extrémité 3' (excluant le poly A) du RNA 35S

initial.

Cependant, si le "saut'" de la polymérase se produit vers la
région 3' terminale du RNA 35 S qui a initié la synthése, celle~
c¢i ne peut se poursuivre au dela du site de fixation du tRNA
amorce pour générer la répétition terminale gauche directe
observée du fait de la digestion préalable par La RNase des

16 & 21 bases d'une des copies de la redondance terminale du
génome (R ou STR)(Hsu et al 1978).

Le transfert de La polymérase, pourrait s'effectuer de L'extré-
mité 5' de la sous-unité 35 S initiale a L'extrémité 3' de la
seconde sous-unité 35 S et cela expliquerait pourquoi les géno-
mes des Rétrovirus possédent deux sous-unités 35 S liées par

Lliaisons hydrogéne.

I
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Aprés transfert sur la seconde sous-unité, la transcription
continuerait en direction de L'extrémité 5' de cette sous~
unité ; un second transfert de la polymérase se produirait
ensuite vers l'extrémité 3' du 1er RNA 35 S jusqu'a la for-
mation compléte de la redondance gauche. La transcription
initiale du DNA commengant & partir de lLa 1&re amorce tRNA
provoquerait le déplacement de l'autre tRNAtrp.

Ce déplacement et L'utilisation d'un seul tRNA amorce sont
les deux caractéristiques essentielles de ce modéle.

(Hsu et al.1978).

Il présente cependant l'inconvénient de nécessiter deux trans-
ferts successifs de la polymérase sur deux matrices RNA 35 S
différentes et surtout aprés le second transfert, cellerci
arréterait la synthése du DNA au milieu d'une séquence qu'elle

a copié précédemment sans interruption apparente.

En fait, il semble plus probable que le second saut trans-
criptionnel s'effectue vers un DNA plutdt que vers une matrice
RNA. (Shank et al.1978).

En effet, au cours de la synthése du duplex linéaire cytoplas-
mique,les courts fragments d'ADN de polarité positive sont

synthétisés au fur et a mesure que la chaine moins s'allonge.

Ces brins (+) constitués de 300 bases environ et positionnés
prés de L'extrémité 5' du brin (=) naissant,contiennent des
séquences des deux extrémités 3' et 5' du RNA. La complémen-
tarité de base entre ce court fragment de DNA (+) et Ll'extré-
mité du DNA strong-stop (=) faciliterait Le second "saut' de
la polymérase et expliquerait L'arrét de la transcription

aprés les séquences 3' du fragment (+). (Shank et al.1978).

L'inhibition de la "complémentation' du DNA du virus de la leu-
cémie murine par Ll'actinomicyne D semble confirmer que ce court
fragment de DNA (+) serve de modéle pour la transcription de la

Longue Répétition Terminale gauche (LTR).

- I/III
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* Etude chez le M-MLV (Van Beveren et al_1980)
Dans le cas du virus de la Lleucémie murine de Moloney (M-MLV)
19 nucléotides a Ll'extrémité 3' du tRNAPro amorce sont liés
par liaison hydrogéne au RNA viral. Le 3' A-OH du tRNAPro est
localisé a 146 nucléotides de la séquence de téte, 5' CAP du
RNA viral ; il forme une liaison phosphodiester avec le pre-
mier désoxynucléotide triphosphate et la synthése du DNA com-
plémentaire se poursuit jusqu'au nucléotide 5' du RNA viral.
Le DNA strong-stop (DNAss) long de 145 nucléotides Lié par co-
valence au tRNAPro se dissocie et s'hybride & la séquence
redondante terminale (R ou STR) de l'extrémité 3' du RNA viral.
La synthése du DNA procéde alors de L'extrémité 3' du RNA

vers l'extrémité 5°',

Un fragment de DNA long de 600 paires de bases (bp) de polarité
opposée (+) peut étre observé. aprés la synthése de 0,5 & 1,0
kb du transcript cDNA (-=).

Le DNA bicaténaire synthétisé in vivo ou in vitro présente

deux types de molécules :

- celles qui contiennent les séquences génomiques de Ll'extrémi-
té 5' répétées a leur extrémité 3':(5' = - = -~ 3'5"),

-~ et celles qui contiennent en plus les séquences génomiques
3' répétées 3 leur extrémité 5' - schématisées ainsi : -
(3'5' = = = ===~ 3'5").

-/---



Représentation des précurseurs non intégrés
du DNA du ASV.
(extrait de Shank et al 1978)

ANA 5 {3]
Pvul ‘1 Puyt

o [TH 58
g;nn g;al

3 = représentation des 200 bp adjacentes au
poly A non représenté.
5t = 101 bases de l'extrémité 5' du RNA viral.

Les sites Eco RI et Pvul sont indiqués.

-5 -
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D - Intermédiaire circulaire non intégré nucléaire (Shank et al.1978)

1.

Deux tailles de DNA circulaire

Les analyses de restriction du DNA circulaire fermé monomé-
rique de ASV ont montré que les fragments représentant la
fusion des deux extrémités de la molécule Linéaire, formaijent
souvent une double bande sur les gels d'agarose. Les molé-
cules circulaires entiéres ou simplement digérées par L'endo-
nucléase Kpnl ne font pas apparaitre ce doublet. Les deux
fragments de jonction isolés grace a L'endonucléase Xhol sont
en fait sensiblement de m@me tajille ; jils ne différent que
de 300 paires de bases. Cependant, ils mettent ainsi en évi-
dence deux tailles de cercles fermés : les plus grands sont
identiques au DNA Llinéaire non intégré et contiennent deux
copies de lLa séquence répétée 3'-5', tandis que les plus
courts, les plus nombreux, n'ont gu'une seule copie de cette
LTR.

Les deux types du DNA circulaire chez Le M.MTV ont été isolés
plus facilement du fait d'une différence de taille plus impor-
tante (de 1 200 nucléotides).

De méme, dans les cellules infectées par les virus des leu-
cémies murines (MLV), les deux DNA circulaires différent de

600 bp approximativement.

Ces deux classes de DNA circulaire ont encore été isolées
pour d'autres virus aviaires tels les virus endogénes de pou-
let (RAV-0) ou un virus MC-29 de lLa myélocytomatose et son

virus associé MC-AV.

Interprétation

Comme Le DNA Llinéaire (ASV) cytoplasmique semble le précur-
suer du DNA circulaire fermé nucléaire, les cercles les plus
courts résulteraient de délétions aux extrémités du DNA Li-

néaire pendant la circularisation.

-

oo
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Et la présence d'une LTR aux extrémités permettrait a de
telles délétions de se produire avec une haute fréquence de

recombinaison intramoléculaire entre ses extrémités.

Pour ASV la longueur de la délétion serait égale a la LTR
et si lLe modéle s'applique aux Rétrovirus en général Lles
DNA Linéaires de MLV et M.MTV auraient des LTR de 600 et

1 200 paires de bases, respectivement.

Comment le plus grand cercle résulte-t-il du DNA linéaire ?

Shank et al ont simplement constaté que la somme des petits

fragments de restriction terminaux Eco RI du DNA linéaire

est sensiblement égale en taille au fragment de jonction
du DNA circulaire (180 + 150 = 320 ph).

2 - ETUDE DU DNA VIRAL INTEGRE DANS L'ADN CELLULAIRE

A - Analyse du provirus ASV

* Expériences de Hugues et _al.(1978) chez_les_mammiféres

Pour obtenir des clones de cellules de mammiféres, chaque
clone dérivant d'une seule cellule infectée, une Llignée
homogéne de cellules fibroblastiques de foie de rat (cellu-
les NRK) est infectée avec le ASV de souche Schmidt Rupin D
(SR-D—-ASV).

Plusieurs jours aprés L'infection, 15 clones de cellules
transformées sont sélectionnés pour l'analyse du DNA pro-
viral, afin de déterminer son emplacement dans L'ADN cellu-

laire et sa structure.

- L'utilisation des endonucléases 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 linéaire non intégré.

Le provirus peut donc é&tre schématisé ainsi :
CELL-DNA-3'5' = = = = = = = = = = 3'5'-DNA-CELL.

Y S
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- Des provirus anormaux détectés dans les autres clones pré-
sentent de larges délétions de séquences nucléotidiques

dans le génome viral mais les LTR paraissent conservées.

- 2 des 15 clones contiennent chacun deux provirus localisés
4 des sites distincts dans L'ADN de la cellule hdote : la
digestion de ces clones par Kpnl produit en effet quatre
fragments de digestion. Or L'insertion du second provirus
au méme site que le premier, par recombinaison intramolé-~
culaire,produirait 2 provirus en tandem sur ce DNA cellu-

7/
laire et fournirait 3 fragments de digestion Kpnl.

Enfin pour chaque provirus l'intégration fait intervenir

des régions distinctes de L'ADN cellulaire, mises en évi-
dence par la production de fragments de restriction Eco RI
ou Bam HI comprenant des séquences nucléotidiques, du DNA

cellulaire, trés différentes pour chacun des clones.

* Expériences_de Sabran_et_al (1979), Taylor_et_al_(1979) chez

les_oiseaux
De semblables études ont été menées sur le provirus ASV inté-
gré dans L'ADN des fibroblastes transformés de poulets, ca-

nards et cailles.

Les cellules utilisées furent soit des cultures infectées en
masse, soit des clones de cellules infectées, sélectionnés pour

leur capacité 3 former des colonies dans l'agar.

L'intégration du DNA viral parait également se produire & un
site spécifique sur Le génome viral mais a de nombreux sites
dans L'ADN de la cellule hdte : en effet, l'endonucléase

Pvul qui a normalement un site de reconnaissance dans les LTR
Libére un fragment de DNA proviral d'une unité de longueur

de 9,5 kb. Celui-ci est une copie intégrale du RNA viral et il
est flanqué par des répétitions terminales d'au moins 217
paires de bases, indiguant que les séquences virales ne sont
pas permutées pendant Ll'intégration.

-
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Ces données ne permettent pas cependant de savoir si toutes
les bases des LTR du DNA non intégré sont conservées ou non

dans le provirus.

D'autre part, pour chacun des 12 clones de cailles transfor-
més étudiés, il fut possible de détecter rapidement aprés
digestion par l'endonucléase Kpnl des fragments de jonction
DNA viral - DNA cellulaire uniques.

Mais le site d'intégration sur L'ADN cellulaire différe L&

encore d'un clone & L'autre.

Pour chaque clone de poulet ou canard, une grande hétérogé-
néité appariit, probablement dle & des altérations aprés L'in-
tégration (Sabran et al 1979).

Le provirus intégré, comme un élément transposable, pourrait
aussi subir des transpositions, ou bien générer des inser-
tions ou des délétions dans les séquences cellulaires adja-

centes au site d'intégration (Taylor et al 1979).

B - Sites d'intégration des virus endogénes et exogénes de la leucé-

mie murine de Moloney (M-MuLV) (Van der Putten et al 1979).

Des sondes spécifiques.de virus de lLeucémies murines AKR et
Moloney ont été préparées pour caractériser les sites d'intégra-

tion de ces virus dans les souris de lLignées Balb/Mo et Balb/c.

La souris Balb/Mo porte sur le chromosome 6 de son génome au
locus Mov 1, un M-MuLV, tel un virus endogéne. Ce virus est
transmis génétiquement des parents aux enfants et il peut étre
détecté aprés analyse de restriction dans un fragment Eco RI

caractéristique de 16 Md.

Directement aprés la naissance des taux élevés de virions
M-MuLV sont exprimés dans le sang et aprés un temps de latence
de plusieurs mois, la souris développe une leucémie thymodépen-
dante qui s'accompagne d'une amplification des séquences d'ADN
spécifique du M-MuLV dans les tissus tumoraux.

Saun
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La souris de lignée Balb/c qui normalement ne développe spon-
tanément cette leucémie que 2 ans aprés sa naissance, peut
aprés infection néo-natale par un virus exogéne M~MulLV se com-
porter comme une souris Balb/Mo. Mais aucun fragment de DNA
Eco RI 16 Md n'est détecté dans L'ADN des tissus tumoraux.

Le site d'intégration du M-MuLV exogéne qui a infecté la sou-
ris Balb/c 3 la naissance est donc différent de celui du
M-MuLV "endogéne" de la souris Balb/Mo.

D'autre part, les souris Balb/Mo et Balb/c contiennent aussi un
virus endogéne qui peut étre reconnu par une sonde spécifique
du virus de la Leucémie murine AKR.

Un fragment de DNA Eco RI unique de 12 Md semble contenir ce
provirus endogéne type AKR présent dans les cellules tumorales
et normales des deux lignées de souris. Ce provirus est donc
comme le provifus M-MuLV "endogéne', intégré a un seul site

dans le génome des différentes souris.

La leucémogénése dans Balb/Mo et Balb/c,qui a été infectée a la
naissance par M-MuLV exogéne, s'accompagne d'une réintégration
des séquences virales du M-MuLV (3 & 4 copies au lieu d'une par
génome) a de nombreux sites chromosomaux différents dans les

tissus tumoraux.

- Une partie des séquences virales réintégrées sont sous-géno-
miques.

- La séquence AKR n'est pas réintégrée a d'autres sites.

- Enfin, les copies acquises somatiquement ne s'intégrent ni
au locus Mov I ni en tandem avec le provirus endogéne type
AKR.

Les mémes résultats confirmant que de nombreux sites dans le gé-
nome de L'hdote peuvent accepter L'ADN proviral, ont été obtenus
pour d'autres Rétrovirus (Ainsi le H-MTV/Cohen et al.1979).
Cependant, des expériences portant sur les fragments de digestion
contenant du DNA viral infectieux ont révélé que ce DNA s'intégre
3 un seul ou quelques sites seulement dans les cellules infectées

-
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C - Interprétation

1.

Sites d'intégration dans L'ADN cellulaire (Hugues et al 1978).

Une analyse mathématique des différents sites cellulaires
impliqués dans L'intégration du provirus ASV permet de dé-
duire qu'une quarantaine de régions de L'ADN des cellules
tumorales des mammiféres pouvait &tre concernée.

On ne peut cependant conclure que L'intégration se produise

tout & fajt au hasard.

Le nombre de sites observés serait en accord avec une inté-
gratioq/soit au niveau d'une courte séquence définie de 10
a 15 nucléotides dont on trouve de nombreuses copies dans
L'ADN des mammiféres, soit au contraire, dans une des lon-
gues séquences nucléotidiques répétées‘ également de nom-

breuses fois dans L'ADN des cellules eucaryotes.

Une autre interprétation aussi probable serait L'intégration

dans une série de sites préférentiels différents les uns des

autres comme cela se produit pour certains "éléments trans-
posables" des bactéries. Ces éléments qui portent des génes 2
structuraux flanqués par des répétitions naturelles directes

ou inversées, de séquences nucléotidiques non codantes,mont-

rent une grande spécificité dans les événements de transposi-

tion.

Ainsi, L'élément Tg trés proche du ASV (il présente une lon-
gue répétition directe & ses extrémités) manifeste une cer-
taine spécificité pour les sites d'insertion du ASV dans

L'ADN de la cellule hdte transformée.

Précurseur du DNA intégré ?

L'ADN proviral est colinéaire de L'ADN cytoplasmique linéaire
non intégré incluant les séquences redondantes aux extrémités.
Ceci est en accord avec un mécanisme d'intégration soit de la
plus grande molécule circulaire nucléaire soit de La molécule
linéaire cytoplasmique (Shank et al 1978).

S
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Mais on peut prévoir également pour les formes circulaires
n'ayant qu'une seule copie de LTR, un mécanisme selon lequel
la séquence répétée est générée pendant L'intégration comme
c'est Le cas pour les éléments transposables (Sabran et al.
1979).

On ne connait pas en fait, le véritable précurseur immédiat
du DNA viral intégré, mais il s'agit surement du DNA circu-
laire "double LTR" puisqu'il est infectieux, méme a L'état
libre, sous certaines conditions, et qu'il a été démontré
qu'il pouvait étre généré & partir du DNA linéaire (Shank et
al .1978). Ceci reste parfois revendiqué (Varmus et al.1978).

Site d'intégration dans L'ADN viral

Une seule petite région du DNA viral apparait dans tous les
cas Liée au DNA cellulaire. Le point d'attachement se ferait
par L'intermédiaire de quelques bases seulement, des extrémi-
tés du DNA Linéaire ou de la région de jonction de ces extré-
mités dans le DNA circulaire. Le maintien d'autre part des
LTR dans le génome des mutants de délétion (Shank et al.1978)
indiquent qu'elles doivent jouer un rb6le essentiel dans L'in-
tégration du provirus, et bien que la fonction de ces séquences
additionnelles n'a pas encore été déterminée a ce niveau, on
peut penser qu'elles servent a initier, contrdler et termi-
ner la transcription du provirus ou bien qu'elles peuvent
contenir les signaux des étapes successives requises pour la

production d'ARNm ou ARN viral a partir d'une seule matrice.

De telles fonctions attribuées 3 des séquences virales impli-
queraient que le site d'intégration du provirus dans L'ADN
cellulaire importerait peu pour l'expression des génes viraux.
(Hugues et al.1978).

La transcription de L'ADN proviral en 1 RNA viral se ferait

de La gauche vers la droite.

l/l.l
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A partir de la structure de ce RNA Viral on peut prévoir
gue la transcription se termine en T juste au dela de la
STR aprés que le poly A soit additionné. De méme, si aucun
pré-mRNA n'est décelé, la transcription débuterait en I.
Chez les procaryotes les séquences de DNA non transcrites
en amont du site d'initiation contiennent les sites de
reconnaissance et fixation de La RNA polymérase de provirus
intégré qui contient 2 copies de LTR peut utiliser L'une
d'elles pour fournir ces séguences essentielles non codan-
tes. Sites de reconnaissance (R) et site de fixation (B)
seraient donc situés dans la région 3' de la LTR gauche.
(cf. schéma transcription du RSV (c), Sabran et al.1979).

Le DNA viral intégré flanqué des deux LTR est analogue aux
"éléments transposables" des procaryotes : les répétitions
directes de quelques "transposons' fonctionnent aussi dans
L'initiation et La terminaison de la transcription et peu-

vent faciliter L'intégration et la transposition de L'élément.

Mais le provirus rappelle aussi certaines séquences de DNA
de drosophile : il se peut que les génes structuraux flan-
qués de LTR directes soient de plus grande importance dans
L'organisation des génomes des cellules eucaryotes et proca-
ryotes. (Sabran et al.1979).

Mécanismes de réintégration des séquences virales (M-MuLV)

dans la leucémogénése.

L'amplification différentielle de séquences virales spéci-
fiques pourrait &tre expliquée par une différence du site
d'intégration de ces virus dans L'ADN de la cellule héte ;
L'activité de ces provirus serait gouvernée par les séquences

cellulaires adjacentes.

D'autre part, les provirus incomplets (de Moloney) supplémen-
taires présents dans les tissus tumoraux pourraient &tre dus

34 la réinfection de La cellule par un virus contenant au moins
U'information partiélle de M-MuLV, ou par un virus recombinant
intégré puisque de tels recombinants entre virus de Moloney

et autres virus qpt été isolés 3 partir de Lymphomes de souris
Balb/Mo. (Van der Putten 1979).
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ETUDE DES LTR

1 ~ TJECHNOLOGIE DES DNA RECOMBINANTS (Kourilsky 1980, Russel 1981)

Récemment, les chercheurs ont mis au point des méthodes expéri-
mentales permettant de fabriquer de L'ADN recombiné en tube &
essai. Il en a résulté un essor considérable de la recherche dans
divers domaines et en particulier celui de l'étude de la struc-

ture et de l'expression des génes.

Au départ de cette technique, il faut disposer de deux molécules
d'ADN différentes :

- la premiére, la molécule que L'on désire étudier, est digérée
par une enzyme de restriction sélectionnée en vue d'obtenir des
fragments d'ADN bien définis.

- la seconde, une petite molécule d'ADN particuliére, (plasmide
ou ADN viral) doit véhiculer un des fragments précédemment ob-
tenus. Pour cela, le plasmide est ouvert en un site unique par

La méme endonucléase.

Il existe ensuite, deux méthodes pour épisser le segment d'ADN

dans le vecteur :

Si l'enzyme de restriction fait des coupures en chicane sur L'ADN
bicaténaire étudié et sur le plasmide, il y a obtention par sim-
ple complémentarité des extrémités monocaténaires complémentaires
(méthode des extrémités cohésives) d'une molécule d'ADN circulaire
de plus grand diamétre que le plasmide initiak,et une polynucléo~-
tide ligase stabilise ensuite cette molécule hybride par formation

de 4 Liaisons covalentes.

La probabilité pour obtenir cette molécule chimérique reste faible
cependant et certaines endonucléases d'autre part, donnent des

fragments de restriction a "bouts carrés".

oo
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3 opérations fondamentales :

1 - Fragmentation des molécules d'ADN de 2 origines différentes

- Lla molécule étudiée

- La molécule vecteur.

2 - Collage (épissage) d'un fragment d'ADN désiré dans le vec-

teur. On obtient une molécule d'ADN recombinée (hybride ou
chimére).

Introduction de la molécule hybride résultante dans la bac-
térie hdte. La multiplication bactérienne entraine du méme
coup lL'amplification, c'est-3-dire le clonage de La molécule

recombinée (on parle de clonage moléculaire).

-
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On utilise alors la méthode d'addition d'extrémités complémentaires
synthétiques qui consiste a allonger les chaines du fragment d'ADN

a4 chaque extrémité 3' par un homopolymére synthétique, poly dA, tan-
dis que les extrémités 3' des brins d'ADN du plasmide sont allon-

gées par un bras poly dT de méme longueur.

Le mélange en solution des deux types de molécules en présence de
la Ligase conduit & la formation d'ADN circulaire recombiné avec

une plus grande probabilité.

Une fois recombiné, le vecteur doit étre capable de se répliquer
normalement dans une cellule héte assurant du méme coup, la répli-
cation du fragment d'ADN étudié.

Le plasmide, par exemple, petite molécule d'ADN circulaire bicaté-
naire extrachromosomique se réplique de fagon autonome dans la
bactérie. En plus des génes nécessaires a sa réplication, il ne
contient que quelques génes, tels des génes de résistance a cer-
tains antibiotiques. Il posséde d'autre part, une densité de flot-
taison trés différente de celle du chromosome bactérien, ce qui

rend son extraction aisée.

Au cours de l'expérience, le plasmide est donc extrait de la bacté-
rie hdte, ouvert par L'endonucléase, recombiné avec le fragment
d'ADN désiré et réintroduit dans une bactérie héte préalablement
perméabilisée. (sa présence dans la bactérie pouvant étre révélée

par L'apparition de la résistance & un antibiotique).

Le plasmide recombiné, se réplique alors normalement dans la bac-
térie pendant que celle-ci croit et se divise. La colonie bacté-
rienne résultante, ou clone, héberge ainsi a L'intérieur de chaque

bactérie, Le fragment d'ADN désiré que L'on dit avoir "cloné".
La mise en culture de cette colonie permet L‘obtention d'une gran-

de quantité de ce DNA & L'état pur ce qui est impossible en utili-

sant les techniques physicochimiques classiques.
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Stratégie de clonage pour L'analyse de la séquence
des LTR des clones A\ RAV2 et A SRBtd
(extrait de Ju et al,1980)

EcoRI

schéma de la LTR de \ RAV 2-2
Les homologies de séquences nucléotidiques & L'intérieur

de la LTR sont indiquées.
(extrait de Ju et al.1980)
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Pour isoler un géne précis dans L'ADN d'un organisme supérieur
(la souris par exemple), on extrait L'ADN total contenu dans les
différents tissus de L'animal, et aprés digestion par plusieurs
endonucléases conjointement, on obtient par exemple, un million
de fragments d'ADN.

Chacun d'eux étant alors cloné, Le probléme se pose alors de
sélectionner, parmi le million de clones obtenus,celui qui con-

tient le géne désiré.

Si L'on dispose d'une catégorie cellulaire de L'animal synthéti-
sant en abondance L'ARN messager spécifique du géne recherché,
on pourra en réaliser une copie sous forme cDNA. Ce cDNA & son
tour cloné pourra aprés purification, &tre employé comme sonde.
IL y aura alors hybridation entre cette sonde radioactive et le

clone désiré, ainsi repéré.

Grace a cette technologie, on a pu séquencer ultérieurement Lles
régions intéressantes de L'ADN et en particulier, les LTR de

différents Rétrovirus intégrés ou non.

CLONAGE ET ANALYSE DE LA SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE DES LTR

Quelques formes non intébrées et toutes les formes intégrées.du

DNA rétroviral contiennent des LTR. Celles-ci jouent sans doute

un rdle essentiel dans L'intégration et la réplication du provi-
rus mais peuvent aussi avoir une incidence sur le génome de la

cellule "hdte.

A - Séquence de LTR obtenue & partir du clonage du DNA viral

circulaire de différents Rétrovirus aviaires

a - Etude de JU G. et SKALKA A.M. (1980)

Les DNA circulaires viraux (A) comprenant deux copies de

la LTR sont digérés par une enzyme de restriction, n'ayant

qu'un seul site de reconnaissance sur la molécule, afin
de la Linéariser.

b Y .
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Ces DNA sont ensuite épissés dans le vecteur ACharon 21A

et clonés.

Les clones recombinants sélectionnés (B) comprennent L'in-
sert viral avec les deux LTR arrangées en tandem (—p— )
Aprés digestion avec L'endonucléase Eco RI, qui a un site

de clivage dans la région 3' de chague LTR, on obtient, le

fragment correspondant a La région de jonction des 2 LTR.

Ce petit fragment Eco RI qui contient L'équivalent des sé-
quences d'une LTR (bien qu'en ordre permuté) est ensuite
isolé et 1inséré dans le phage M 13 mp 2 de DNA monocaté-

naire.

Les deux types de clones M 13 mp 2 recombinants (C) qui
ont inséré soit le brin ~- du fragment Eco RI soit le
brin + sont isolés et chaque unité de répétition est

alors séquencée a partir du site Eco RI.

La LTR de 6 de tels clones a été étudiée indépendamment.
Une séquence nucléotidique compléte est montrée a partir
du clone A RAV 2-2. Elle comprend 348 nucléotides ; les

limites des régions 3' et 5' furent déterminées par compa-

o~

raison avec des séquences connues des extrémités 3' et 5'
du RNA viral.

La région spécifique 3' comprend 247 nucléotides tandis
que la région 5' comprend les 101 nucléotides de la molé~
cule "strong-stop" aux positions 247 a 348. (cf schéma

de la LTR de A RAV 2-2).

Les LTR spécifiques de deux autres clones ne différent que
par des insertions ou substitutions de quelques bases
seulement. Par contre les 3 autres clones ont des LTR plus
petites présentant des délétions importantes, de 89 & 161
paires de bases, toutes localisées au début de la région
3' (exactement & lLa jonction entre Les LTR).

Y
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Dans les 6 LTR étudiées, il y a conservation des 60 der=-
niers nucléotides de la région 3' et des 101 nucléotides
de la région 5°'.

La séquence du clone A RAV 2-2 est aussi comparée & celle
d'une extrémité du provirus Schmidt Ruppin D. Il y a homo-
logie de séquences des positions 30 & 346. Cependant le
provirus ne contient pas les 2 premiéres bases TT (aux
positions 347 et 348) du cDNAss transcrit 3 partir du
tRNATP, ,

Ces deux nucléotides sont pourtant présents dans le DNA

viral intégré.

La présence des 101 nucléotides du DNAss dans la LTR du
DNA circulaire implique que la circularisation du DNA li-
néaire se fait par fusion des extrémités sans aucune perte
de nucléotides. Alors que la perte de 2 nucléotides aux
extrémités du provirus serait une conséquence de son inté-

gration dans L'ADN cellulajre.

Afin de comprendre L'analogie existente entre le provirus
flanqué de ses 2 LTR et certains éléments transposables,
la séquence de A RAV 2-2 a été comparée a celles de plu-

sieurs éléments génétiques.

Cette analyse, faite & L'aide de L'ordinateur, met aussi .en
évidence plusieurs répétitions de séquences nucléotidiques
a l'intérieur de la LTR.

Ainsi sont définies : (cf schéma de la LTR de A RAV 2-2) :

- 3 petites répétitions directes (a, b, ¢) dont deux sont

situées dans la région 3' et une dans la région 5' ;

- 1 répétition inversée complémentaire (d) de 10 3 15

nucléotides aux extrémités de La LTR ;

= Enfin une autre répétition inversée (e) localisée entre

le site Eco RI de la région 3' et le site CAP 5'.
[*
' Suan
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Ces répétitions sont souvent instables et une recombinai-
son homologue entre les domaines répétés d'une répétition
directe peut provoquer la séquence d'une des séquences
répétées.

La répétition inversée (e) située dans la région 3' habi-
tuellement conservée, présente des homologies de séquences
avec les éléments transposables "copia" de la .drosophile

et Ty 1 de La levure.

Elle contient aussi les deux séquences régulatoires présu-

mées :

- la partie droite de la répétition contient la séquénce
AATAAA (positions 241 a 246) qui semble &tre Le signal

de polyadénylation et d'arrét de transcription.

- la partie gauche, serait le centre d'une autre séquence
riche en A + T (positions 212 & 224) ressemblant 3 la
boite de Hogness, séquence définie pour d'autres eucaryo-
tes comme le site promoteur possible de La RNA polymérase
II cellulaire, et dont le rdle serait de définir un site

unique de démarrage de La transcription.

Les répétitions inversées trouvées aux extrémités de Lla LTR
sont également présentes aux extrémités de La plupart des
éléments transposables procaryotes et aux extrémités .des
répétitions directes de L'élément transposable de lLa droso-

phile par exemple.

La LTR des Rétrovirus jouent probablement un réle dans la
régulation de L'expression des génes.

Les analogies de structure avec les éléments transposables
telles que ; extrémités avec répétitions complémentaires
inversées, formation d'une délétion adjacente aux extrémités
et séquences homologues,impliquent que la LTR peut promou-
voir L'intégration et probablement La transposition par
des mécanismes similaires a ceux affectant lLes éléments

transposables,
Y

-
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Diagramme de la région du site de jonction du cercle
du clone SRA 2
(Swanstrom et al.1981)
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b - Etude de SWANSTROM R. et al,(1981)

La séquence nucléotidique de La région du cercle comprenant
les 2 LTR et les séquences virales adjacentes de part et
d'autre a été déterminée.

Le DNA circulaire provient de cellules infectées par Le ASV
de souche Schmidt Ruppin A. et les clones sélectionnés avec
les 2 LTR sont lLes clones SRA 1 et SRA 2.

La séquence de SRA 2 montre que le site de jonction du cer-
cle est Le centre d'une répétition directe tandem de 330
paires de bases représentant probablement La fusion des
extrémités du DNA Llinéaire.

Une copie du domaine répété (numérotée 1 R —p 330 R) est
la copie proche du géne "src" et représente sans doute la
LTR droite du DNA Llinéaire ; L'autre copie proche du géne
"gag" (numérotée de 1 L a 330 L) serait lLa LTR gauche.

Chaque LTR contient & ses extrémités une répétition inversée
imparfaite de 15 nucléotides (1-15, 315-330). Le DNA viral
ASV est donc structuré comme certains éléments transposa-
bles.

Chaque LTR est composé de séquences uniques, provenant des
extrémités du RNA, notées U5 (positions 251-330) et U3
(p- 1 & 229) jointes par une des 2 séquences R (230-250)

du génome viral.

Les régions non répétées de part et d'autre des LTR repré-
sentent probablement les séquences relatives aux amorces
pour le brin (-2 et le brin ) de L'ADN :

- les 18 nucléotides complémentaires du bras 3'0H du
tRNAETP
séquences virales de 'gag" ( =1L~ =-18L) juste a la Lli-

, amorce du DNAss_, sont bien présents dans les

mite avec la LTR gauche.

-

ofe..

-
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- Inversement la limite gauche de la LTR droite prés du
géne "src" pourrait représenter le site d'initiation de
la synthése du second brin (+) d'ADN viral. La séquence
voisine de ce site (extrémité du géne src) contiént en
effet 11 purines consécutives (~1R —» =11R) qui consti-
tueraient une partie de L'amorce encore non identifiée
du DNA strong stop (+).

Chaque LTR du RSV contient aussi les signaux impliqués
dans lLe contrdle de la transcription. 2 régions caractéris-
tiques riches en purines sont situées dans la région U3

proche de R.

La premi¢re (TATTTAA) située & 24~30 nucléotides en amont
du site de démarrage de La synthése de mRNA viral serait
la région ou se fixe La RNA polymérase II, la seconde
(AATAAAC) aux positions 223-229 contigﬁe a4 R serait le

signal pour L'arrét de lLa transcription.

Une comparaison des séquences au site de jonction des deux
clones SRA1 et SRA2 indique que la circularisation du DNA
linéaire peut en fait se produire par différents mécanis-

mes.

Alors que La fusion des LTR se fait sans perte d'informa-
tion pour SRA2, il y a au contraire délétion de 63 nucléo-
tides au site de jonction du cercle de SRA1. 2 paires' de
bases sont perdues dans la région U5 et les 61 autres le

sont dans la région U3.

Le DNA linéaire aurait donc intégré (avec perte de 2 paires
de bases), 61 paires de bases provenant de l'autre extré-
mité.

Shoemaker et al.(1980) ont aussi mis en évidence des molé-
cules circulaires du DNA du M-MLV contenant des réarrange-
ments suite 3 l'intégration d'une région de La molécule
dans une autre région.

-

- Y



BALB/Mo 24.0-kb EcoR! fragment

EcoRl Hinldlll HindIIl EcoRl.
e b [E—
A A AR e s
— Cell A M-MLV -
L J

Cloned in A Charon 21 A

mnimx 5 -LTR Hinzﬂu
! = !

[}
Kpnil Kpnlil Kpnl
L
Subcloned in pBR322

Hindlll-HindIll fragment Kpn 1-Kpn 1 fragment
HindIIl site dC-dG-tailing

DMLV‘,“-I pMLV;,-11

Clonage moléculaire de p MLV int -1 et p MLV int =11,
contenant Lla LTR 5' de M.MLV
(Van Beveren et al .1980)
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Les molécules de DNA circulaires doivent donc constituer
in vivo, une population hétérogéne de structures surve-

nues par différents mécanismes.

B - Séquence nucléotidique des LTR 3' et 5' du provirus de la Leu-

cémie murine de Moloney (M-MLV)

Les deux LTR ont été étudiées séparément puis comparées. La
LTR 5' a été isolée a partir d'un DNA de M-MLV cloné molécu-~
lairement (Van Beveren et al.1980), alors que la LTR 3' a été
obtenue a partir d'un DNA de M-MLV cloné, reconstruit in vitro
(Sutcliffe et al.1980).

. La LTR 5' est contenue dans un fragment caractéristique 24K.b.
Eco RI du génome endogéne du foie de souris Balb/Mo. Ce frag-
ment est scindé par Ll'endonucléase Hind III qui n'a qu'un
site de clivage dans le génome M-MLV. Le produit Hind III
obtenu (9 K.b.) est cloné dans le phage A Charon 21-A puis
sous-cloné dans le plasmide pBr 322.

Le plasmide recombinant pMLV 'int-1 contient une séquence vi-
rale de 5,3 k.b. soit la moitié 5' du DNA proviral et une

séquence cellulaire adjacente de 3,7 K.b.

Le DNA cloné est ensuite digéréavec L'endonucléase Kpnl et
les 2 fragments Kpnl obtenus sont séparés sur gel d'agarose.
Le fragment 2,35 K.b. contenant les séquences virales et cel-
lulaires est sous-cloné dans pBR 322 et constitue Le second
clone p MLV 'int-11

5' de M-MLV).

étudié. (cf. clonage moléculaire de la LTR

. La LTR 3' fut isolée a partir du clonage dans le plasmide
p BR 322 d'un cDNA spécifique du M-MLV, synthétisé in vitro
par la transcriptase réverse. Les profils de restriction
des plasmides recombinants furent comparés & ceux du cDNA de
M-MLV synthétisés in vitro et du plasmide p BR 322. Un clone
p MLV - 201 censé contenir le saut moléculaire 5'«» 3' effec-
tué par la réverse transcriptase fut choisi pour L'analyse de
la séquence et ta séquence nucléotidique fut déterminée par

la méthode de dégradation chimique.
l,l.I
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Résultats :

Le plasmide recombinant p MLV-201 s'hybride avec une sonde
radioactive, spécifique du M-MLV et de fait commence vers
une extrémité, avec la séquence 'strong-stop" de Moloney
jndiquant que le DNA cloné était & L'origine amorcé par le
tRNAPro. La séquence nucléotidique de L'insert viral,

(long de 1108 nucléotides) commence avec 143 paires de ba-
ses correspondant au DNAss : la 143&me base (c) est complé-

mentaire de la base G méthyl du site CAP 5' du génome viral.

IL manque dans ce DNA cloné, les deux premiéres bases (AA)
liées au tRNAPro
analyses de restriction mettent en évidence que les nucléo-
tides 144 3 1108 sont copiés en utilisant L'extrémité 3'

amorce et présentes dans la LTR 5'. Les

du génome comme matrice et fournissent donc la preuve du
"saut moléculaire"” de la transcriptase réverse de L'extré-
mité 5' du génome vers son extrémité 3' afin de copier le

génome entier.

Une comparaison des séquences nucléotidiques des LTR 3' et

5' définit la taille de la répétition a 515 paires de

bases.
anannt ' l” ¢
546 1 T 7 o h LS
LTRSS’ LTR 3'

145 nucléotides représentent la séquence entre le nucléo-
tide CAP 5' du génome viral et l'extrémité 3' OH du tRNAPro.

A L'une et l'autre extrémité de cette répétition, il existe
une courte répétition inversée de 11 paires de bases appe-
Lées IRR et IRy pour les répétitions inversées droite et

gauche.

7 ./.-I
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De telles répétitions, et la perte du dinucléotide A~-A aux
extrémités du provirus sont réminiscentes des séquences
d'insertion bactériennes et le corps du virus,flanqué de
ces deux éléments d'insertion identiques, serait analogue

a un "transposon" (vVan Beveren et al 1980).
Ce modéle '"transposon" du M.MLV prédit :

- de multiples sites d'intégration dans L'ADN cellulaire,

- une duplication des séquences cellulaires aux deux extré-
mités & la fois du DNA viral et,

= Ll'identification dans le DNA de cellules non infectées de
L'unique séquence cellulaire qui subit Lla duplication
aprés Ll'insertion du DNA de M.MLV.

Les deux LTR 5' et 3' font apparaitre les séquences CAATAAAA

"(LTR 5') et CAAAAAAA (LTR 3') divergeant sensiblement de la

"boite de Hogness'" mais situées au méme emplacement, 24 & 31
nucléotides avant le site CAP 5' (positions 143 ou 145) et
seraient donc le promoteur présumé de la synthése des RNA de
M.MLV.

De méme, une autre séquence CAATAAA rappelle les séquences

)
)

AAATAAA de signal de polyadénylation et d'arrét de transcrip~-
tion des rétrovirus aviaires. Elle est située 46 & 52 nucléo~-

tides aprés le site CAP.

Une séquence particuliére, localisée & La Limite gauche de

la LTR 3' et dans le corps du virus (dans le géne "env"),
forme une structure en queues et boucles semblable a celle

de L'origine de la réplication du bactériophage monocaténaire.
A L'étape de la transcription par la transcriptase réverse,

le brin ¢=) d'ADN répliqdé est monocaténaire (la RNase H
ayant digéré lLa matrice RNA) et se comporterait comme ces

petits phages.

.
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L'analogie mettrait le début de la synthése du second brin
a la position 560. Cependant, la LTR générée permet de si-
tuer le site d'initiation a la position 515. Un RNA amorce
semblable & celui utilisé dans la réplication G4 serait
synthétisé de novo dans la courte séquence comprise entre
les positions 560 et 515, et le produit stable débuterait &
la position 515.

- Cette séquence se prolonge en direction de la LTR 3' et
code (des positions 562 a 880) pour une petite protéine pro~
bablement impliquée dans la leucémogénése. Cette séquence
codante est provisoirement nommée le géne R car c'est le
géne situé le plus & droite sur le DNA viral. Le produit du
géne R posséde une région trés hydrophobe et a sans doute
une fonction membranaire, ce qui pourrait expliquer la pro-
Lifération sélective de certains types de cellules diffé-
rentiées. Les virus de FRIEND et MMTV codent probablement
dans lLa méme région que le géne R pour des protéines sembla-
bles de spécificités différentes.

L'expression du géne '"R" est en étroite relation avec celle
du géne "env" voisin qui code pour les protéines gp 70 et
p 15 E. Il y aurait coordination en particulier entre gp 70

et Le produit du géne R.

Cela pourrait &tre, une interaction simple (gp 70 ~ protéine
“R"), ou bien certaines substitutions de séquences dans_la
région MCF du géne "env'" modulant L'expression du géne 'R" par
La_synthése de différents mRNA, ou encore la molécule gp 70
modifiée développant lLe champ d'action de différents virus

relativement benins autrement. (Sutcliffe et al 1980).

C - Séquence nucléotidique des jonctions DNA cellulaire - DNA pro-

viral du virus de la tumeur mammaire de la souris (M.MTV)
(Majors et al 1981).

Les provirus clonés provenant de cellules de rats infectés avec
le M.MTV présentent les mémes caractéristiques structurales gque

les éléments transposables :
Ao

-
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De courtes répétitions inversées de 6 paires de bases termi-
nent les 2 LTR du DNA proviral, et de courtes séquences (5 3
6 paires de bases) du DNA cellulaire sont dupliquées pendant
'intégration et sont situées de part et d'autre du provirus ;
ces répétitions cellulaires proviennent d'une seule région de
L'ADN de la cellule non infectée, et leur séquence est trés

différente d'un provirus a l'autre.

Cette duplication de séquence cellulaire suggére que la pre-
miére étape dans le processus d'intégration est L'introduc-
tion d'une coupure dans le DNA de la cellule hdte, par une

enzyme peu spécifique.

Le mécanisme d'intégration chez les Rétrovirus joint un site

précis du DNA viral a des sites variés du DNA cellulaire.

Cependant, on ne posséde encore aucune information concer-
nant la possibilité que lLes Rétrovirus pourraient étre réin-
tégrés a4 de nombreux sites dans les génomes h6tes par d'au-
tres moyens que la transcription en RNA puis la réverse

transcription ultérieure et la réintégration.

Un mécanisme commun é‘l'intégration provirale et a8 la trans-
position de certaines séquences d'insertion des cellules
eucaryotes et procaryotes est encore incertain. (Majors ef al
1981).



Structure et produits de transcription

du provirus ALV intégré
(Neel et al.1981)
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2 types de m RNA viraux peuvent étre synthétisés :

1 - A partir de la LTR gauche, il y a synthése du m RNA

viral normal.

2 - A partir de La LTR droite, il y a synthése d'un RNA
contenant des séquences virales et des séquences

cellulaires.
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IV - 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 présente une répétition directe (LTR) de 300 nucléo-
tides de part et d'autre des génes viraux.
U3 est L'unique séquence dérivée de l'extrémité 3' et

U5 est celle dérivée de L'extrémité 5°'.

Entre U3 et U5, il y a la courte redondance terminale (de 20 nu-
cléotides environ) du RNA 35 S.

Le cDNAss est La sonde complémentaire des 101 premiers nucléotides

du RNA viral. Elle comprend la séquence R + US.

H désigne la '"Boite de Hogness', séquence riche en base A + T,
située 25 & 30 nucléotides avant le site CAP 5' du RNA et corres-
pond au promoteur présumé de La transcription du provirus en RNA

viral.

‘1 désigne le site d'initiation de la synthése du mRNA viral.

ROLE DE LA LTR DANS L'ONCOGENESE ALV

Les virus des leucoses aviaires (ALV) qui incluent les virus asso-
ciés de Rous (RAV) et les mutants '"td" du RSV, sont des virus chro-
niques qui broduisent en général des lymphomes de cellules B dissé-
minantes prenant origine dans la bourse de Fabricius des poulets
infectés (Neiman et al.1980).

A L'opposé de ces virus qui sont exogénes 3 l'hﬁtg,le virus endo-
géne RAV-0Q dont La séquence nucléotidique ne différe sensiblement
de celle de ALV exogéne que dans les régions "env" et “¢",n'est

pas oncogénique.

-/---
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"c¢" seulement, semble impliguée dans L'oncogénése. L'extrémité de
cette région du génome contient une partie de La LTR droite du
provirus intégré : les séquences U3 et R.

L'analyse de la séquence de la LTR a montré que le promoteur pos-
sible de La RNA polymérase II des eucaryotes se trouve dans la
séquence U3, environ 25 nucléotides avant le début de lLa séquence

R, ol est initiée la transcription du provirus.

En principe, L'initiation de la synthése du m RNA normal apparait
4 L'intérieur de la LTR gauche, mais puisque la méme séquence est
répétée a L'extrémité droite du provirus, il est concevable que

l'initiation puisse aussi se faire a droite.

La tradscription initiée & droite pourrait alors se prolonger dans
le DNA de la cellule-hdte générant ainsi un "transcript"” contenant
des informations & La fois virales et cellulaires.

Une population hétérogéne de telles molécules de RNA existe dans
les cultures de cellules infectées en masse, tandis qu'une popula-
tion homogéne de ces RNA est apparue dans quelques clones de cellu-
les de mammiféres (Quintrell et al.1980).

~L'intégration provirale dans une population de cellules infectées
en masse parait se faire au hasard, ou bien en de nombreux sites
différents (Hugues et al 1978, Quibtrell et al 1980). Si toutefois
le provirus s'intégre a cdté d'une 'contrepartie endogéne” d'un
"géne transformant” viral, L'initiation de la transcription a par-
tir du promoteur viral de la LTR droite, conduirait a Ll'expres-
sion accrue de cet "oncogéne" cellulaire, et il en résulterait la

néoplasie.

Ceci définit Le modéle du mécanisme de L'oncogénése par insertion
d'un promoteur. (Neel et al.1981, Payne et al.1980).

I/I.-
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3 - ANALYSE DES DNA et RNA SPECIFIQUES DES TUMEURS INDUITES PAR ALV

Des poulets de 2 & 7 jours infectés par 4 souches différentes de
ALV développent des tumeurs 4 a 6 mois aprés L'infection avec un
rendement de 40 %.

Dans le but d'élucider Le mécanisme de L'oncogénése par ALV, les

DNA et RNA spécifiques du virus furent analysés.

* Méthode d'analyse du DNA proviral

Les DNA spécifiques du virus furent extraits des lymphomes de la
bourse, du foie et des reins,de 3 oiseaux différents (Neel et al
1981). Ils furent ensuite digérés par L'endonucléase Eco RI, sé-
parés sur gel d'agarose et tranfferrés sur filtres de nitrocel-

lulose selon la technique de Southern.

- Les 2 fragments de restriction provenant des extrémités du pro-
virus ALV contiennent la séquence "strong-stop" correspondant
au 101 premiers nucléotides (R + U5) du génome viral. Ils peu-
vent é€tre identifiés par hybridation 3 une sonde cDNA strong-
stop (cDNAss) radioactive spécifique de ALV.

- Le fragment de l'extrémité gauche (comprenant 2,4 kilo~bases)
contient en plus une partie du géne "gag" viral. C'est donc un
fragment interne du virus et il apparaitra aussi bien dans une
population de cellules infectées en masse que dans une popula-
tion clonale. Il peut aussi &tre détecté par une sonde repré-

sentative du génome viral (cDNA rep).

- Le fragment de L'extrémité droite appelé "fragment de jonction",
puisqu'il contient a la fois du DNA viral et du DNA cellulaire,
ne contient que 2 % du génome viral. Il n'est donc pas détecté
avec la sonde cDNAreb, et il ne le sera avec lLa sonde cDNAss
que si le site d'intégration du provirus dans L'ADN de Lla cellule
hote est Le méme pour la majorité des cellules de la tumeur,

formant ainsi un fragment de jonction de taille unique, isolable.

- Y .
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En comparant les échantillons d'hybridation avec cDNAss et
cDNArep, on peut identifier ces fragments de jonction. Leur
taille dépend du site d'intégration du provirus dans L'ADN
cellulaire ; elle sert de base pour comparer les sites d'inté-

gration du virus dans les différentes tumeurs.

Méthode d'analyse du RNA viral

Les cellules de poulet non néoplasiques, infectées par ALV, con-
tiennent normalement deux types de molécules avec lLe poly A :

1 RNA 35 S d'une longueur de génome et un RNA sous-génomique
(RNA 21 S) contenant seulement les régions "env', "c" et le

poly A. (Hayward 1977).

Le modéle d'oncogénése par insertion d'un promoteur suppose l'exis-
tence d'un nouveau type de RNA (cf schéma de la structure du pro-
virus) initi& & partir d'un promoteur viral et contenant des
informations & la fois virales et cellulaires. Les 101 premiers
nucléotides d'un RNA initié 3 partir du promoteur gauche ou droit,
sont codés dans les LTR. En utilisant une sonde complémentaire
cDNAss on peut identifier n'importe quel RNA initié a partir d'un

promoteur viral.

Les transcripts initiés dans la LTR gauche peuvent aussi étre

détectés par une sonde cDNArep spécifique du génome ALV.

Les transcripts initiés dans LQ LTR droite ne contenant comme in-
formation virale que la séquence strong-stop (soit 1,2 % du génome)

ne sont détectés que par cDNAss.
Toutes les molécules de RNA qui, dans les cellules tumorales

s'hybrideront & La sonde cDNAss et non & la sonde CDNArep corres-

pondront & ce nouveau type de RNA viral.

Jouo
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* Résultats

Il manque dans certaines tumeurs le fragment Eco RI 2,4 kb prove-
nant de L'extrémité gauche du provirus, ainsi que les m RNA viraux
"normaux” 35 S et 21 S : les génes viraux produits ne sont donc
pas exigés pour l'entretien de La transformation néoplasique (Neel
et al-1981, Payne et al.1981).

Un "fragment de jonction" est identifié dans toutes les tumeurs :

toutes les tumeurs contiennent donc au moins une copie de LTR.

Des "fragments de jonction" distincts ne devraient pas €tre détec-
tés dans une population de cellules infectées au hasard puisque
L'intégration du provirus peut se faire en de nombreux sites dif-
férents.

Or des "fragments de jonction' distincts ont été détectés dans les
différentes tumeurs et méme toutes les tumeurs d'un oiseau conte-
naient le méme fragment de jonction : les tumeurs primaires et
secondaires sont donc clonales et descendent d'une seule cellule
infectée. L'initiation de la transformation serait probablement

un événement rare, ce qui expliquerait que la leucémie apparaisse
si longtemps aprés L'infection lorsqu'elle apparait, ou qu'elle

n'apparaisse méme pas du tout chez l'oiseau pourtant infecté.

Les analyses de restriction avec deux endonucléases conjointement
révélent que les mémes "fragments de jonction" sont présents dans
les tumeurs de différents oiseaux : les provirus sont donc inté-

grés & cdté d'un nombre Limité de génes cellulaires.

Enfin, les cellules des tumeurs lymphoides synthétisent un nouveau
RNA viral distinct (2,5 kb ou 2,9 kb) constitué de séquences vi-
rales (strong-stop) liées par covalence & des séquences cellulaires.
Ces nouveaux RNA sont exprimés & des taux élevés dans les cellules
tumorales. Ces taux sont 30 3 100 fois plus élevés que les taux
d'expression des virus transformants dans les cellules non infec-
tées. (Hayward 1977, Sheiness et al 1979). |
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Modéle du mécanisme de l'oncogénése

par _insertion d'un promoteur
(Neel et al 1981)
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a - Initiation de la synthése du RNA & partir de la LTR

droite d'un provirus ALV entier.

b - Initiation possible de la synthése du RNA & partir de
la LTR gauche d'un provirus défectif.
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4 - MECANISME DE L'ONCOGENESE INDUIT PAR ALV

L'oncogénése par ALV requiert L'intégration provirale a coté d'un
géne cellulaire spécifique et sa transcription & partir d'un pro-
moteur viral. Il en résulte une nette amplification de L'expression -

de ce géne cellulaire.

La principale preuve apportée & ce modéle est L'identification
dans 85 % des lymphomes étudiés, du géne cellulaire induit, "onc"
qui est la version endogéne de L'oncogéne du virus de la leucémie
aiglie (DLV - MC 29).

Le mécanisme le plus probable reste L'initiation de la LTR droite
(figure a) mais elle pourrait s'effectuer dans la LTR gauche d'un
provirus défectueux avec splicing dureste des séquences virales

(figure b).

De nombreux virus défectifs sont présents dans les tumeurs ; il se

peut qu'ils jouent un rdle dans l'oncogénése.

Par exemple, les cellules tumorales contenant des provirus large-
ment défect%fs n'auraient pas d'antigénes viraux exprimés a leur
" surface et échapperaient ainsi & tout contrdle du systéme immuni-
taire, ou bien il serait important que la LTR gauche soit transcrip-
tionnellement inactive pour que Ll'initiation du promoteur droit

soit possible.

Ce mécanisme explique L'absence de géne transformant chez ALV et la

longue période de latence avant l'apparition de la leucémie.

D'autres expériences sont venues confirmer ce modéle ; en particu-
lier, La greffe d'une LTR (clonée moléculairement) & L'oncogéne vi-
ral "mos" du M.MSV et & sa version cellulaire "'c=-mos"’ respectivement/
provoque une amplification de la néoplasie dans les cellules surin-
fectées. Les m RNA contenant les informations mos et c~mos sont dé-
tectés dans les cellules réceptrices transformées (Blair et al. 1980,
Oskarsson et al.1980).
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CELLULE NORMALE CELLULE NORMALE

"= PROMOTEUR
VIRAL
(=
EXPRESSION

REINSERTION ALTEREE

CELLULE TRANSFORMEE CELLULE TRANSFORMEE CELLULE TRANSFORMEE

L'hypothése de la surproduction (Bishop 1982)

L'oncogéne cellulaire dirige la synthése de la quantité de protéine
normale nécessaire & la croissance normale et la transformation en

cellule cancéreuse résulte de la surproduction de La protéine normale.
1 - surproduction dirigée par L'oncogéne viral sous contrdle viral.
2 - L'oncogéne cellulaire posséde cependant, un potentiel tumorigéne.

3 - la surproduction provoquée par d'autres agents que les Rétrovirus.

>
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Ce modéle d'oncogénése par insertion d'un promoteur correspondant
a L'activation d'un géne cellulaire particulier et a4 son expres-
sion accrue est en faveur de la thése de la surproduction au détri-

ment de la thése mutationnelle.

Les "oncogénes cellulaires’ pourraient atre méme des éléments du
génome cellulaire normal dont l'activité serait Libérée ou augmen=
tée sous l'effet de différents cancérogénes ou mutagénes. Ces
génes seraignt responsables du comportement désordonné des cellu-

les cancéreuses.

Dans cette hypothése, les "génes du cancer" seraient en fait des
génes normaux et indispensables mais déréglés plutdt que des génes

étrangers & la cellule.

Quelques uns de ces génes au moins ont pu apparaitre chez les Rétro-
virus ou ils ont été identifiés, manipulés et caractérisés.
(Bishop 1982).

CROISSANCE ET
DEVELOPPEMENT NORMAUX

/"

EXPRESSION
NORMALE

AGENTS MUTAGENES

OU CANCEROGENES
e

(RAYONNEMENTS,

PRODUITS CHIMIQUES,

RE"‘°V'“US EXPRESSION]EXPRESSION  / VIRUS NON ONCOGENES,
ACCRUE | DESORDONNEE ETC)

CROISSANCE
CANCEREUSE

Théorie unificatrice de L'oncogénése :

Concept de génes du cancer (Bishop 1982)

L'élément central est un groupe de génes cellulaires nécessaire
3 la croissance et au développement normaux. Transplantés dans
le génome d'un Rétrovirus, ces génes deviennent des oncogénes.
Un cancer peut appraitre si le géne cellulaire subit L'action

d'un des divers mutagénes ou autres cancérogénes.

ofooe
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