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RÉSUMÉ 

Afin de définir les mécanismes par lesquels les antigènes grand T des papovavirus induisent la 

recombinaison dans les cellules de mammifère, nous avons construit deux lignées cellulaires 

permettant d'étudier la recombinaison homologue entre un tandem tête-à-queue de gènes T moyen 

du virus du polyome inactifs pour la transformation néoplasique. Ces lignées ont été nommées Hy2 

et Hy5. Une recombinaison homologue entre les séquences répétées de T moyen devrait restaurer 

un gène intact capable de transformer la cellule. La reconstitution d'un gène T moyen fonctionnel 

par recombinaison spontanée se produit avec un taux qui se situe entre 10·7 et 10·5 événement par 

génération cellulaire. Dans la lignée Hy2, la recombinaison reconstitue un gène T moyen entre les 

deux copies défectueuses du gène. Dans la lignée Hy5, la recombinaison spontanée se produit surtout 

entre les séquences plasmidiques de l'insert viral provoquant ainsi l'inversion d'un des gènes T moyen 

inactifs. Cette inversion augmente l'expression du gène défectueux et la surproduction d'antigène T 

moyen mutant transforme la cellule. 

L'introduction de l'antigène grand T du virus du polyome augmente de 10 000 à 1 000 000 de fois 

le taux de recombinaison dans les lignées Hy2 et Hy5. L'antigène grand T de SV40 induit aussi une 

recombinaison à haute fréquence en dépit du fait qu'il ne puisse pas initier la synthèse de !'ADN à 

l'origine de réplication du virus du polyome. Des mutants de l'antigène grand T du virus du polyome 

inactifs pour l'initiation de la réplication virale provoquent également une recombinaison de l'insert 

viral dans les deux lignées. Mes résultats montrent que la recombinaison est indépendante des 

fonctions réplicatives de grand T et ne nécessite pas l'amplification des séquences virales. La 

restauration d'un gène T moyen n'est donc pas le résultat du modèle de la structure en pelure 

d'oignon. 



Dans la lignée Hy2, nous proposons que la recombinaison reconstitue un gène T moyen intact 

entre les deux copies défectueuses par des mécanismes de "slipped-strand mispairing" et d'échange 

inégal au niveau de l'insert. Dans la lignée Hy5, la restauration d'un gène T moyen intact est plutôt 

le résultat d'échange inégal entre chromatides-soeurs, de conversion génique et d'événements de 

recombinaison complexes. Un de ces événements mène à la perte d'un fragment acentrique et la 

formation d'un chromosome dicentrique. Mes résultats permettent de mieux comprendre comment 

l'antigène grand T induit la formation d'aberrations chromosomiques dans des cellules transformées. 

Finalement, je discute d'une relation possible entre le degré de méthylation d'une région d'ADN et 

son influence sur l'efficacité de recombinaison homologue dans les cellules de mammifère. 
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INTRODUCTION 

Le cancer est l'aboutissement d'un processus progressif impliquant de nombreux événements 

indépendants (Bishop, 1987, 1991; Hunter, 1991). Chaque événement est le résultat d'altérations 

génétiques qui modifient la structure et l'expression de gènes impliqués dans la régulation de la 

division et de la différenciation cellulaire. On retrouve deux catégories de gènes impliqués dans la 

carcinogenèse: les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs . Les oncogènes sont des gènes 

cellulaires normaux (proto-oncogènes) qui subissent des mutations dominantes permettant 

l'acquisition de fonctions nécessaires à la transformation néoplasique et à la formation de tumeurs. 

L'activation illégitime d'un oncogène peut se produire par mutation ponctuelle, insertion rétrovirale, 

translocation chromosomique ou amplification du gène (Testa, 1990; Salomon et al, 1991; Makela 

et Alitalo, 1986; Klein et Klein, 1984). Les gènes suppresseurs de tumeurs sont des gènes qui 

exercent un contrôle négatif sur la prolifération cellulaire (Klein, 1989; Marshall, 1991). Leur 

inactivation par des mutations ponctuelles ou leur perte par des délétions contribuent au 

développement et à la progression des tumeurs. 

Un problème important dans l'étude de la carcinogenèse est de déterminer comment les 

oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs contribuent à la transformation des cellules et 

comment leurs divers modes d'action sont reliés. À cet égard, les virus oncogènes à ADN 

constituent un modèle de choix pour l'étude de la carcinogenèse car un petit nombre de protéines 

virales est suffisant pour initier la transformation cellulaire et la formation de tumeurs chez les 

animaux (Tooze, 1981; Salzman, 1986; Villarreal, 1989). Ces virus ont permis d'identifier deux 

étapes de la carcinogenèse in vitro: l'immortalisation et la transformation. Généralement, 

l'immortalisation est assurée par des protéines nucléaires qui confèrent un potentiel de croissance 
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illimité aux cellules primaires, tandis que la transformation est assurée par des protéines 

cytoplasmiques qui permettent aux cellules d'acquérir des propriétés néoplasiques telles que des 

changements morphologiques, la perte d'inhibition de contact et l'indépendance d'ancrage (Bastin, 

1992). 

Dans plusieurs cellules cancéreuses, la recombinaison et l'amplification jouent un rôle important 

dans la modification de l'expression des proto-oncogènes (Salomon et al, 1991; Schramayr et al, 

1990; Makela et Alitalo, 1986; Yunis, 1987). Certains oncogènes dits immortalisants augmentent la 

fréquence de recombinaison et provoquent l'apparition de caryotypes anormaux dans les cellules 

(Cerni et al, 1986; Caporossi et Baccetti, 1990). Dans ce travail, nous avons étudié la fonction et 

le mécanisme par lesquels un oncogène viral, l'antigène grand T du virus du polyome, induit la 

recombinaison homologue au niveau du génome des cellules de mammifère. 

Le virus du polyome est un membre de la famille des papovaviridae (Tooze, 1981). Son hôte 

naturel est la souris. Dans des cellules de souris dites permissives, le virus du polyome adopte un 

cycle vital lytique où il y a réplication du génome viral et production de virions infectieux. Des 

cellules non-permissives telles que des cellules de singe sont incapables d'assumer la réplication du 

virus. Les cellules de rat et de hamster apparaissent comme intermédiaires. Elles sont dites semi-

permissives car elles permettent un faible niveau de réplication. L'ADN du virus peut s'intégrer 

dans le génome cellulaire que les cellules soient permissives, semi-permissives ou non-permissives, 

et provoquer ainsi une transformation néoplasique des cellules. Toutefois, l'intégration est un 

phénomène rare qui ne se produit que dans un tout petit nombre de cellules. Dans les rats et les 

hamsters, une telle intégration du génome viral peut induire la formation de tumeurs (Tooze, 1981). 
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Le virus du polyome est formé d'une capside protéique icosaèdre contenant un ADN bicaténaire 

circulaire de 5292 nucléotides (figure la). Le génome viral est divisé en deux régions: une région 

précoce exprimée avant la réplication virale et une région tardive exprimée après la réplication 

virale. Les deux régions sont séparées par des séquences régulatrices qui contrôlent l'expression et 

la réplication du génome viral (Tyndall et al., 1978; Luthman et al., 1982). Ces séquences 

comprennent (figure lb) un élément enhancer, une origine de réplication de même que les 

promoteurs tardif et précoce (Soeda et al, 1980). Le promoteur précoce est composé d'une boîte 

CAAT et d'une boîte TATAA dirigeant l'initiation de la transcription des gènes précoces aux 

nucléotides 148 et 153 (Reiser et Eckhart, 1982; Kamen et al, 1982; Cowie et al, 1982). Le 

promoteur tardif ne possède pas de boîte TATAA de sorte que l'initiation de la transcription 

tardive se fait à 15 endroits différents entre les nucléotides 5075 et 5170 (Cowie et al., 1981). 

L'élément enhancer est une séquence d'ADN qui stimule la transcription virale indépendamment 

de sa distance ou de son orientation vis-à-vis le promoteur (Khoury et Gruss, 1983). L'enhancer du 

virus du polyome est divisé en sous-unités a et ~ (Mueller et al, 1988) La sous-unité a possède 

des séquences homologues à l'enhancer du gène Ela d'adénovirus tandis que, la sous-unité ~ 

possède des séquences homologues à l'enhancer de SV40 (Herbomel et al, 1984). Seulement une 

des sous-unités est suffisante pour exercer une régulation positive sur la transcription précoce et 

tardive (Mueller et al., 1984). L'origine de réplication est composée de trois éléments essentiels 

(figure lb): une séquence riche en résidus adénine/thymidine (A/T), une séquence organisée en 

épingle à cheveux et des répétitions imparfaites (Prives et al., 1987). Ces éléments forment le coeur 

de l'origine quoiqu'une réplication efficace du génome nécessite aussi une des sous-unités de 

l'enhancer (deVilliers et al., 1982; Muller, et al., 1988). 

Les régions tardive et précoce du génome sont transcrites dans des directions opposées de part 
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Figure 1. Structure génomique de la souche A2 du virus du polyome. 
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A. Carte physique du génome viral. Les séquences encodant les trois antigènes tumoraux ainsi que 
les trois protéines structurales sont représentées de part et d'autre de l'origine de réplication. La 
numérotation des nucléotides débute à l'origine de réplication et progresse dans le sens des aiguilles 
d'une montre (tiré de Tooze, 1981). 

B. Structure de l'origine de réplication virale. Les séquences formant le coeur de l'origine sont 
illustrées. Les sites d'initiation des transcriptions tardive et précoce sont représentés ainsi que les 
sous-unités a et ~ de l'élément enhancer et les sites de liaison de l'antigène grand T. Abréviations: 
A/T, séquence riche en résidus adénine/thymidine; ÉC, séquence organisée en épingle à cheveux; 
RI, répétions imparfaites (adapté de Prives et al, 1987). 
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et d'autre des séquences régulatrices. La région tardive encode les protéines structurales VPl, VP2 

et VP3 (Fine et al, 1968; Gibson, 1974). La région précoce génère, par épissage alternatif, trois 

protéines de taille différente: les antigènes petit T, T moyen et grand T. Chacune de ces protéines 

possède des propriétés et des fonctions distinctes dans la carcinogenèse à étapes multiples. 

L'antigène petit T est une protéine de 22 kDa retrouvée à la fois dans le noyau et le cytoplasme 

des cellules infectées par le virus du polyome (Zhu et al, 1984). Il est nécessaire au cycle lytique 

du virus. Petit T exerce un effet stimulant sur la réplication du génome viral (Tiller et Salomon, 

1985; Templeton et al, 1986; Berger et Winterberger, 1986; Ogris et al, 1992). Toutefois, dans des 

essais in vitro, petit T inhibe la réplication virale (Carbone et al, 1992). Dans la carcinogenèse, petit 

T complémente l'antigène T moyen dans la transformation des cellules primaires en culture et dans 

l'induction de tumeurs chez des rats nouveaux-nés (Asselin et al, 1983). Les propriétés biochimiques 

de petit T sont peu connues. L'antigène petit T forme un complexe avec les unités catalytique et 

régulatrice de la protéine phosphatase 2A (Pallas et al, 1988, 1990). La protéine phosphatase 2A 

est une sérine phosphatase qui joue un rôle important dans le contrôle du cycle cellulaire. Il est 

possible que l'association avec petit T inactive la protéine phosphatase 2A ou change la spécificité 

de son substrat (Scheidtmann et al., 1991a,b; Shenolikar et Nairn, 1991). Finalement, petit T semble 

modifier la structure du cytosquelette des cellules en culture pour réduire leur adhésion au support 

de plastique (Zhu et al, 1984, Cuzin, 1984). 

L'antigène T moyen est une phosphoprotéine cytoplasmique de 56 kDa associée aux membranes 

cellulaires (lto et al., 1977; lto, 1979; Dilworth et al, 1986). Cet antigène joue un rôle important 

dans la transformation néoplasique in vitro et dans la tumorigénèse in vivo. L'expression de T moyen 

seul confère le phénotype transformé aux cellules déjà établies en culture (Treisman et al, 1981; 
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Mes et Hassell, 1982; Gélinas et Bastin, 1985). Toutefois, T moyen ne peut transformer 

efficacement des cellules primaires (telles que des cellules fibroblastiques d'embryon de rat) sans 

être complémenté par un second oncogène (Rassoulzadegan et al., 1982). Pareillement, T moyen 

seul ne provoque pas de tumeurs lorsque son gène est injecté dans des rats nouveaux-nés (Asselin 

et al., 1983, 1984). Cependant dans des souris transgéniques, T moyen induit à lui seul des 

hémangiomes, des adénocarcinomes mammaires et des tumeurs de la glande pituitaire (Bautch et 

al, 1987; Williams et al, 1988, 1989; Guy et al, 1992). Dans la cellule transformée, T moyen forme 

des complexes avec les protéines cellulaires pp6oc-src, pp6ic-yes et pp5gc:6'n (Courtneidge et Smith, 

1983; 1984; Kornbluth et al., 1986, 1990; Courtneidge, 1989; Kypta et al., 1988). L'association de T 

moyen avec le produit des gènes c-src et c-yes stimule leur activité tyrosine kinase et semble être 

essentielle au maintien du phénotype transformé. L'antigène T moyen active la propriété kinasique 

de c-src en empêchant la phosphorylation du résidu tyrosine 527 de c-src (Cartwrigh et al, 1986; 

Cheng et al., 1989). En effet, plusieurs études ont montré que la phosphorylation de la tyrosine 527 

inhibe l'activité kinasique et la capacité transformante de c-src (Cartwright et al, 1987; Cooper et 

King, 1986; Kmiecik et Shalloway, 1987; Piwnica-Worms et al., 1987). Le complexe T moyen/pp6oc-src 

interagit avec et active l'enzyme phosphatidylinositol 3-kinase (Ptdlns 3-kinase) des cellules 

transformées (Whitman et al., 1985, 1987; Courtneidge et Heber, 1987). La Ptdlns 3-kinase activée 

convertit le phosphatidylinositol en phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3-P). Le PI3-P semble être 

un second messager important dans !'oncogenèse et la régulation de la prolifération cellulaire 

(Withman et al., 1988; Kaplan et al., 1988). L'antigène T moyen forme également un complexe avec 

la protéine phosphatase 2A (Pallas et al., 1990; Ruediger et al, 1992). 

L'antigène grand T est une phosphoprotéine multifonctionnelle localisée dans le noyau des 

cellules infectées (Schaffhausen et al., 1978; Silver et al, 1978; Dilworth et al,1986). Dans le noyau, 
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grand T est retrouvé sous forme dimérique, tétramérique, hexamérique ou complexé avec plusieurs 

protéines cellulaires. Au cours du cycle lytique du virus, l'antigène grand T est impliqué au niveau 

de la stimulation de la synthèse de l'ADN cellulaire, de l'initiation de la réplication du génome viral 

(Francke et Eckhart, 1973; Schlegel et Benjamin, 1978), de la transactivation du promoteur tardif 

(Cogen, 1978; Farmerie et Folk, 1984; Kern et al, 1986; Pannuti et al., 1987) et de la répression de 

l'expression des gènes précoces. L'antigène grand Test capable de se lier à l'ADN bicaténaire de 

façon non spécifique cependant, il forme une liaison spécifique avec la région régulatrice du virus 

du polyome (Gaudray et al, 1981; Pomerantz et al, 1983; Cowie et Kamen, 1984; Prives et al., 

1987). Grand T possède une forte affinité pour le pentanucléotide G(jGGC (Pomerantz et Hassell, 

1984). La région régulatrice du virus contient 15 séquences G~GGC organisées en six sites de 

fixation pour grand T (figure lb). Son affinité pour les sites 1, 2 et 3 est environ dix fois moins 

élevée que pour les sites A, B, et C (Cowie et Kamen, 1984; Scheller et Prives, 1985). L'attachement 

de grand T aux sites 1 et 2 est requise pour l'initiation de la réplication (Prives et al, 1987) tandis 

que la répression de l'expression des gènes précoces requiert la fixation de grand Taux sites A et 

B (Farmerie et Folk, 1984; Dailey et Basilico, 1985). L'activation de l'expression des gènes tardifs 

par grand T ne semble pas nécessiter d'interaction directe avec l'ADN (Pannuti et al, 1987). 

Toutefois, la transactivation du promoteur tardif est dépendante de la réplication de l'ADN viral 

(Cahill et al., 1990). 

L'antigène grand T possède également des activités A TPase et ADN hélicase intrinsèques 

(Gaudray et al., 1981; Stahl et al, 1986; Scheffner et al, 1989). Cette dernière activité permet 

l'ouverture de l'ADN double brin au niveau de l'origine virale pour ainsi initier la réplication du 

génome viral (Dean et al., 1987; Dodson et al, 1987; Wald et al, 1987). Ce que l'on sait sur la 

réplication du génome viral des papovavirus provient d'études faites avec l'antigène grand T de 
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SV40 (Fanning et Knippers, 1992). En présence d'ATP, deux hexamères de l'antigène grand T se 

fixent sur le coeur de l'origine (Mastrangelo et al., 1989; Wessel et al, 1992). Les deux héxamères 

dénaturent les répétitions imparfaites et changent la conformation des séquences A/T (Dean et al, 

1987; Borowiec et Hurwitz, 1988; Parson et al, 1990). L'ATP est ensuite hydrolysé et grand T 

provoque la séparation complète des deux brins grâce à son activité hélicase. La protéine cellulaire 

RF-A se fixe à l'ADN monocaténaire et l'ouverture des deux brins permet l'entrée du complexe 

ADN polymérase a-primase (Stillman, 1989; Kenny et al., 1989). L'ADN polymérase a s'associe 

avec l'antigène grand T pour initier la synthèse de l'ADN viral (Smale et Tjian, 1986; Dornreiter 

et al, 1990). La phosphorylation de l'antigène grand T contrôle le niveau de son activité lors de 

l'initiation de la réplication virale (Prives, 1990). La protéine phosphatase 2A (PP2A) stimule la 

réplication virale en déphosphorylant les résidus sérine 120 et 123 de l'antigène grand T (Virshup 

et al., 1989; Scheidtmann et al., 1991b). La phosphorylation de ces résidus semble empêcher 

certaines intéractions entre les deux hexamères de grand T liés à l'origine de réplication (Virshup 

et al., 1992). Ces intéractions protéine-protéine seraient possiblement nécessaires pour la 

dénaturation de l'origine par grand T. Des études ont montré que l'antigène petit T s'associe et 

inactive la PP2A (Scheidtmann et al., 1991a; Yang et al, 1991). Il est probable que petit T inhibe 

la réplication de l'ADN viral in vitro parce qu'il empêche la déphosphorylation de grand T par la 

PP2A (Carbone et al, 1992). Toutefois, in vivo petit T stimule la réplication virale (Berger et 

Winterberger, 1986; Ogris et al., 1992). Cet effet opposé de petit Tin vivo et in vitro n'a pas encore 

trouvé d'explication. 

Dans le processus de la carcinogenèse, l'antigène grand T permet l'immortalisation cellulaire, 

c'est-à-dire l'établissement de cellules primaires en culture (Rassoulzadegan et al, 1983; Asselin et 

Bastin, 1985). Il complémente l'antigène T moyen dans la transformation des cellules primaires et 



9 

dans l'induction de tumeurs chez les rongeurs. L'antigène grand T active l'expression de plusieurs 

gènes cellulaires (Kingston et al, 1986). Toutefois, cette propriété n'est pas suffisante pour induire 

l'immortalisation (Larose et al., 1990). Des études récentes ont montré que l'antigène grand T forme 

un complexe avec le produit du gène de la susceptibilité au rétinoblastome Rb (Dyson et al, 1990). 

Cette association semble être importante pour l'immortalisation cellulaire. En effet, des mutants 

de grand T incapables de fixer la protéine Rb n'immortalisent pas des cellules fibroblastiques 

d'embryon de rat (Larose et al., 1991). Le gène Rb est un gène suppresseur de tumeur impliqué 

dans la régulation de la prolifération cellulaire. Son inactivation, par mutation ou délétion, a été 

observée non seulement dans des rétinoblastomes mais aussi dans différents carcinomes humains 

(Lee et al., 1988; Huang et al., 1988; Weinberg, 1990). Le produit du gène Rb est une protéine de 

110 kDa qui est phosphorylée durant certaines étapes spécifiques du cycle cellulaire (Buchkovich 

et al., 1989; DeCaprio et al., 1989). La phosphorylation de la protéine Rb ou sa fixation par grand 

T semble neutraliser sa propriété d'inhiber la croissance cellulaire. Plusieurs études suggèrent que 

Rb est un inhibiteur du facteur de transcription E2F (Chellappan et al, 1991; Bagchi et al., 1991 

Bandara et al, 1991). Ce facteur agit sur le promoteur de plusieurs gènes impliqués dans le contrôle 

du cycle cellulaire (i.e. fos, mye) ou la régulation de la réplication de l'ADN (Chittenden et al, 

1991; Mudryj et al., 1990, 1991). L'antigène grand T dissocierait le complexe Rb-E2F en fixant Rb 

et permettrait au facteur E2F d'activer les gènes responsables de la prolifération cellulaire (Nevins, 

1992). 

L'antigène grand T est également impliqué dans l'intégration, l'amplification et l'excision des 

séquences virales dans le génome cellulaire (Botchan et al., 1979; Bourgaux et al, 1982; Pellegrini 

et al., 1984). L'intégration du génome viral est requise pour une transformation stable et complète 

des cellules. Grand T provoque aussi des aberrations chromosomiques et des modifications dans 
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le caryotype des cellules transformées (Léopold et al., 1986; Ray et al., 1990; Stewart et Baccetti 

1990). Ces altérations dans la stabilité et l'intégrité du génome de la cellule peuvent produire des 

sous-populations mutantes qui acquièrent de nouvelles propriétés telles que l'immortalisation 

cellulaire et la tumorigénicité. 

L'instabilité génomique, l'intégration et l'amplification du génome viral sont des phénomènes 

impliquant des événements de recombinaison génétique. Les mécanismes permettant la 

recombinaison sont peu connus. Selon un modèle proposé par Botchan et collaborateurs (1979), 

l'antigène grand T initie plusieurs cycles de réplication à l'origine virale pour créer des séquences 

amplifiées d'ADN. Ces séquences, organisées en structure de pelure d'oignon (figure 2), représen-

tent un substrat favorable pour la recombinaison homologue. La résolution de la structure de pelure 

d'oignon permettrait l'amplification ou l'excision des séquences virales. D'autres auteurs ont proposé 

que grand T induit lui-même la recombinaison, indépendamment de la réplication des séquences 

virales (Sager et al, 1981; Colantuoni et al., 1982). Jasin et collaborateurs (1985) ont observé de la 

recombinaison homologue à haute fréquence entre le génome de SV40 et les séquences SV40 

endogènes de la lignée COS. Piché et Bourgaux (1987) ont observé que la résolution de la molécule 

Rml dans les cellules permissives de souris était entièrement dépendante de la présence de 

l'antigène grand T du virus du polyome. Rml est un ADN épisomique isolé de la lignée cellulaire 

Cyp. Elle contient une copie du génome viral de polyome dont la région tardive est interrompue 

par une insertion d'ADN de souris. En présence de grand T, Rml génère par recombinaison de type 

site spécifique deux molécules correspondant au génome de polyome et à l'insertion cellulaire. Dans 

ce système, l'antigène grand T de polyome peut être remplacé par l'antigène grand T de SV40. 

Bouchard et al (1987) ont observé que l'antigène grand T active l'expression de l'antigène T moyen 

dans une lignée cellulaire possédant plus de 30 copies inactives du gène. Ces travaux suggèrent que 
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Figure 2. Amplification et excision d' ADN selon le modèle de la pelure d'oignon. 
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Plusieurs cycles de réplication imprévus à l'origine virale génèrent des séquences d'ADN amplifiées 
organisées en structure de pelure d'oignon. Des événements de recombinaison homologue au niveau 
de cette structure provoquent l'amplification ou l'excision de l'ADN (tiré de Stark et Walh, 1984). 
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grand T favorise une recombinaison homologue entre les différentes copies de T moyen par un 

mécanisme de "hit-and-run". 

La recombinaison intrachromosomique entre deux séquences homologues peut être réciproque 

(crossing over) ou non réciproque (conversion génique). Ces deux modes d'échange peuvent se 

produire lorsque les séquences sont sur une même molécule ADN ou lorsqu'elles sont sur deux 

chromatides soeurs (Bollag et al, 1989). Une recombinaison réciproque permet un échange mutuel 

de l'information génétique entre les deux séquences homologues tandis que la conversion génique 

provoque un transfert unidirectionnel de l'information génétique d'une séquence donneuse vers son 

homologue receveur (figure 3a). Un échange réciproque entre un tandem tête-à-queue provoque 

la délétion ou la duplication d'une des séquences. Lorsque les séquences sont dans des orientations 

inverses, une recombinaison réciproque induit l'inversion des séquences intercalaires (figure 3b). 

Malgré des progrès récents dans l'étude de la recombinaison chez la bactérie et la levure, l'analyse 

de la recombinaison homologue à l'échelle moléculaire dans les cellules de mammifère s'avère 

difficile pour plusieurs raisons: l'absence de méthodes faciles pour sélectionner les recombinants, 

le manque de marqueurs génétiques appropriés, la taille et la complexité du génome des 

mammifères et la fréquence peu élevée de recombinaison dans la cellule (Lin et Sternberg, 1984). 

En dépit de ces problèmes, plusieurs laboratoires ont développé des systèmes permettant d'étudier 

la recombinaison homologue (Lin et Sternberg, 1984; Smith et Berg, 1984; Stringer et al, 1985). 

Rubnitz et Subramani (1986) ont étudié la recombinaison dans les cellules de souris en introduisant 

un gène néo, rendu non-fonctionnel par une mutation, et un fragment interne du gène. L'acquisition 

de la résistance au G418 résulte d'un réarrangement entre les séquences homologues qui reconstitue 

un gène néo fonctionnel. Ces travaux ont permis d'évaluer une fréquence de recombinaison 

intrachromosomique et extrachromosomique d'environ 10-6 événement par génération cellulaire. La 
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Figure 3. Recombinaison homologue intramoléculaire. 

A. Recombinaison entre tandem tête-à-queue. (i) Conversion génique entre le gène blanc (D) et 
le gène noir (•). L'échange non réciproque de l'information génétique entre le gène donneur et le 
gène receveur modifie le gène receveur mais ne change pas l'intégrité du gène donneur. (ii) 
Échange réciproque entre les deux gènes provoquant l'excision et l'élimination des séquences 
intercalaires. (iii) Échange inégal entre chromatides-soeurs produisant une addition ou une délétion 
d'ADN. Les deux produits sont ségrégés dans deux cellules filles lors de la division cellulaire. 

B. Recombinaison entre des répétitions inversées. (i) Conversion génique. (ii) Recombinaison 
réciproque provoquant l'inversion des séquences intercalaires (tiré de Bollag et al, 1989). 
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recombinaison homologue a aussi été étudiée entre deux gènes tk inactifs, intégrés de façon stable 

dans le génome de la souris (Liskay et Stachelek, 1983; Bollag et Liskay, 1988; Stachelek et Liskay, 

1988). Une recombinaison entre les deux gènes reconstitue un gène intact qui permet la croissance 

en milieu de sélection HAT. Dans ce système, 80% des événements de recombinaison observés sont 

dfis à de la conversion génique tandis que 20% sont le résultat d'une recombinaison réciproque avec 

perte des séquences intercalaires. 

Nous nous sommes intéressés au mécanisme permettant à l'antigène grand T d'induire la 

recombinaison homologue. Dans ce travail, nous avons construit un système de lignées cellulaires 

possédant un tandem tête-à-queue de gènes T moyen inactifs pour la transformation néoplasique. 

Ces gènes sont inactivés par des délétions à des endroits différents et sont intégrés de façon stable 

sur le même chromosome dans des cellules de rat. Une recombinaison homologue entre les deux 

copies défectueuses devrait reconstituer un gène T moyen intact, capable de convertir les cellules 

au phénotype transformé. L'avantage d'étudier la recombinaison entre deux gènes T moyen plutôt 

que deux gènes néo (Rubnitz et Subramani, 1985) ou deux gènes tk (Liskay et Stachelek, 1983) est 

que l'événement de recombinaison peut être sélectionné sans avoir recours à des agents 

cytotoxiques puisque l'événement de recombinaison est mis en évidence par un changement 

morphologique des cellules. 

Nous avons étudié la recombinaison dans deux lignées de rat désignées Hy2 et Hy5. Nos résultats 

montrent que les antigènes grand T du virus du polyome et de SV40 induisent une recombinaison 

à haute fréquence au niveau des séquences virales. Dans la lignée Hy2, grand T induit également 

un amplification des séquences virales. Afin d'adresser le rôle les fonctions réplicatives de l'antigène 

grand T dans la recombinaison et l'amplification, nous avons étudié l'effet de mutants inactifs dans 
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l'initiation de la réplication virale. Nous montrons que l'antigène grand T provoque de la 

recombinaison indépendamment de la réplication virale. Nos résultats indiquent donc que la 

recombinaison dans les lignées Hy2 et Hy5 ne se produit pas selon le modèle de la pelure d'oignon. 

Dans la lignées Hy2, nous proposons que grand T induit une recombinaison selon un mécanisme 

de mauvais appariement entre les séquences homologues et l'amplification des séquences virales 

serait le résultats d'événements successifs de recombinaison. Dans la lignée Hy5, l'antigène grand 

T induit différents événements de recombinaison tels que l'inversion, la conversion génique et 

l'échange inégal entre chromatides soeurs. Certains des produits de recombinaison obtenus sont 

comparables avec les aberrations chromosomiques observées dans les cellules transformées. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

I. Plasmides recombinants 

Le plasmide pSV2neo porte le gène de l'aminoglycoside phosphotransférase de l'élément 

transposable Tn5 d'Escherichia coli. Ce gène est sous le contrôle du promoteur précoce de SV40 

et il confère la résistance à l'antibiotique G418 (Southern et Berg, 1982). 

Le plasmide pneoLTlori- a été obtenu en introduisant au site Bamm de pSV2neo, un génome 

modifié du virus du polyome qui ne permet que l'expression de l'antigène grand T (Asselin et 

Bastin, 1985; figure 4). De plus, une délétion de 23 pb (nt. 37-60) et l'introduction d'un adapteur 

XhoI inactivent l'origine de réplication du virus (Bautch et al, 1987). 

Le recombinant pneoLTtsa produit une protéine grand T thermosensible, dû. à une mutation 

ponctuelle au nucléotide 2171 qui convertit le résidu alanine à la position 539 en résidu thréonine 

(Thomas et al, 1981). 

Les recombinants pneoLTdl23ori-, pneoLTdl45ori- et pneoLTdl97 produisent des antigènes grand 

T mutants. Ils ont été obtenus en échangeant les fragments de restriction contenant les mutations 

dl-23 (nt. 1138-1240), dl-45 (nt. 1078-1141) et dl-97 (nt. 1367-1397) avec la portion correspondante 

du plasmide pneoLTlori- (Bending et al., 1980; Griffin et Maddock, 1979; Asselin et Bastin, 1985). 

Le plasmide pneoLTdl8ori- a été obtenu en introduisant la mutation dl-8 (nt. 990-1080) dans le 
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Position des différentes mutations sur le gène grand T du virus du polyome. Les deux exons sont 
illustrés. Le plasmide pnéoLTl contient à la fois le gène de sélection néo et le gène codant pour 
l'antigène grand T du virus du polyome. Les deux gènes sont insérés entre les sites BamHI (nt 375) 
et Pvull (nt 2067) du vecteur plasmidique pAT153. 
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plasmide pLTl par recombinaison in vivo dans une souche RecA + d'E. coli (Pinsonneault et al, 

1988). 

pneoLTdl13 possède une délétion de 15 pb entre les nucléotides 210 et 224 inclusivement, tandis 

que les plasmides pneoLT13val et pneoLT16val contiennent des transversions C--G aux nucléotides 

210 et 213 qui changent une leucine en valine aux positions 13 et 16 respectivement. Ces mutations 

inactivent la propriété d'immortalisation de grand T (Larose et al, 1991). 

Les recombinants pneoLTdl141ori- et pneoLTdl149 possèdent des délétions de 18 pb (nt.978-996) 

et de 84 pb (nt.996-1080) respectivement. Ils encodent des antigènes grand T qui sont inactifs pour 

l'immortalisation et qui sont incapables de fixer le produit du gène de la susceptibilité au 

rétinoblastome (Larose et al., 1991). 

Le plasmide pSP72·MT a été obtenu en insérant le fragment Xhol-Pstl (nt. 60-484) de 

pdPx13Bla (Bautch et al., 1987) dans le site de clonage multiple du vecteur d'expression pSP72 

(Krieg et Melton. 1988). Ce site de clonage multiple est localisé entre les promoteurs des 

bactériophages SP6 et T7 de sorte que l'ARN polymérase Sp6 ou T7 peut être utilisée pour 

convertir le fragment T moyen inséré en sonde d'ARN simple brin. 

Tous ces plasmides ont été amplifiés dans la souche HB101 d'E. cvli (Boyer et Roulland-Dussoix, 

1969) et purifiés par centrifugation à l'équilibre en gradient de chlorure de césium (Maniatis et al, 

1982). 
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II. Lignées cellulaires 

Les lignées cellulaires sont cultivées dans un milieu Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) 

contenant 10% de sérum de veau foetal (SVF), 5% de fongizone (amphotéricine B, 2.5 µg/ml) et 

1 % d'antibiotiques (Streptomycine 0.01 %, pénicilline 100 unités/ml). Elles sont maintenues à 37°C 

dans une atmosphère contenant 5% de C02• 

1. Transfection des lignées cellulaires Hy2 et Hy5 

Les lignées cellulaires Hy2 et Hy5 ont été transfectées selon la méthode de coprécipitation au 

phosphate de calcium avec choc au DMSO (Stow et Wilkie, 1976). Brièvement, 450 µl d'ADN 

entraîneur (10 µg/ml d'ADN de thymus de veau dans du tampon Hebs: 0.14 M NaCl, 5 mM KCl, 

0.7 mM Na2HP04, 5.5 mM glucose, 20 mM Hepes [pH 7.05]), 100 µl d'aprotinine 1 % et 35 µl de 

CaC12 2 M sont ajoutés à 2 µg d'ADN plasmidique dilué dans 25 µl de tampon TE (1 mM Tris-Cl 

[pH 8.0], 0.1 mM EDTA). Après une agitation vigoureuse, le contenu est laissé 10 minutes à la 

température de la pièce afin de permettre la formation d'un précipité de phosphate de calcium. Le 

précipité est ensuite resuspendu et immédiatement déposé dans une boîte de pétri de 60 mm 

contenant 500 000 cellules, préalablement vidée de son milieu nutritif. Après une incubation de 30 

minutes à 37°C avec 5% C02, 5 ml de DMEM complet sans fongizone sont ajoutés à chacune des 

boîtes et l'incubation se poursuit pendant 6 heures. Cette incubation permet au précipité de 

phosphate de calcium de se déposer sur les cellules. Le milieu nutritif est enlevé des boîtes et les 

cellules sont lavées une fois avec du DMEM complet. Les cellules sont ensuite soumises à un choc 

au DMSO (lml de DMEM complet contenant 20% [v/v] de DMSO) de 40 secondes permettant 

ainsi à l'ADN plasmidique accolé à la membrane cellulaire de pénétrer à l'intérieur de la cellule. 
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Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec du DMEM complet afin d'éliminer le DMSO. Après 

avoir ajouté 5 ml de DMEM complet avec fongizone, les boîtes sont incubées 36 heures à 33°C avec 

5% de C02• Par la suite, les cellules de chaque boîte sont redistribuées dans 5 nouvelles boîtes de 

60 mm contenant 5 ml de DMEM complet et incubées une nuit à 37°C avec 5% de C02• Le 

lendemain, les cellules sont soumises à une sélection au G418 (400 µg/ml de DMEM complet). Le 

milieu de sélection au G418 est préparé à partir d'une solution mère contenant 8 mg de G418 

(Gibco) par ml de tampon Hepes 100 mM (pH 7.0). Le milieu de sélection est changé tous les 5 

jours et les colonies résistantes apparaissent 2 à 3 semaines après la transfection. 

2. Cellules fibroblastiques d'embryon de rat. 

i) Préparation des cellules. 

Des embryons de rat Fischer de 13 à 14 jours sont prélevés stérilement et lavés 3 fois avec une 

solution Tris-salin (25 mM Tris-Cl [pH 7.4], 140 mM NaCI, 5 mM KCl, 1 mM Na2HP04, 5 mM 

Dextrose, 0.0015% [v/v] rouge de phénol, 100 unités/ml pénicilline, 0.01% Streptomycine). Après 

avoir découpé les embryons avec des ciseaux, les morceaux sont traités avec de la trypsine 0.06% 

(75 ml Tris-salin + 25 ml de trypsine 0.25% [p/v]) pendant 20 minutes à 37°C avec agitation 

constante. Les cellules sont ensuite filtrées à travers une gaze et recueillies dans 50 ml de sérum 

de veau foetal pour inactiver la trypsine. Les cellules sont centrifugées à 1800 rpm (Sorvall RC-3) 

pendant 10 minutes à 4°C, resuspendues dans 20 ml de DMEM complet et comptées au bleu de 

trypan (dilution 1:3). Les cellules sont ensemencées à raison de 5 x 105 cellules par boîte de pétri 

de 100 mm et incubées pendant 18 heures à 37°C avec 5% C02• 
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ii) Transfection des lignées Hy5, 3T6 et des cellules primaires 

Avec pour but de déterminer l'efficacité de recombinaison de l'ADN plasmideque, les lignées 

Hy5, 3T6 et les cellules primaires de rat sont transfectées selon la méthode au Polybrène-DMSO 

(Kawai et Nishizawa, 1984). Les boîtes sont préalablement rincées une fois avec 5 ml de milieu 

DMEM complet sans fongizone. Deux ml de DMEM contenant 10 µg d'ADN et 30 µg de 

Polybrène (Sigma #P-4515) sont ajoutés à chaque boîte. Les cellules sont incubées pendant 6 heures 

à 37°C puis soumises à un choc de 2 minutes au DMSO (4ml de DMEM seul contenant 25% [v/v] 

DMSO). Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec 5 ml de DMEM seul et incubées 72 heures à 

37°C dans 10 ml de DMEM complet. 

III. Identification des antigènes du virus du polyome dans les cellules transformées 

1. Immunoprécipitation des antigènes T du virus du polyome 

L'expression des antigènes T moyen et grand T dans les cellules qui ont subi la transformation 

néoplasique est analysée d'une part par immunoprécipitation des protéines marquées avec la [35S]-

méthionine (Schaffhausen et Benjamin, 1981a). Les cellules cultivées à 80% de confluence dans des 

boîtes de pétri de 100 mm sont lavées deux fois avec une solution PBS+ (0.17 M NaCl, 3.3 mM KCI, 

10 mM Na2HP04, 1.8 mM KH2P04, 5 mM MgC12, 7 mM CaC12, pH 6.8). Les cellules sont ensuite 

marquées dans 3 ml de milieu Hanks (Flow Laboratory) contenant 450 µCi de [35S]-méthionine 

(Amersham). Après 60 minutes d'incubation à 37°C, 3 ml de DMEM complet est ajouté aux boîtes 

et l'incubation se poursuit pendant 30 minutes. Suite au marquage, le milieu radioactif est enlevé 

et les cellules sont lavées deux fois avec du PBS + froid. A l'aide d'un policeman, les cellules sont 
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grattées dans 1 ml de PBS+ froid et récoltées dans un tube conique de 15 ml. Après avoir centrifugé 

l'extrait cellulaire deux minutes à 1800 rpm (Sorvall RC-3), le culot est resuspendu et vortexé dans 

500 µl de tampon de solubilisation (0.4% [p/v] SDS, 50 mM Triéthanolanime-CI (pH 7.4], 100 mM 

NaCI, 2 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoéthanol, 0.1 mM PMSF). 

Les extraits sont chauffés 3 minutes à 100°C et transférés dans un tube de 1.5 ml contenant 125 

µI de Triton-XlOO 10% (v /v) et 100 µl d'une solution d'iodoacétamide 100 mM. Les tubes sont 

alors centrifugés pendant 30 minutes à 4°C. Après avoir prélevé 90% du surnageant qui contient 

l'extrait protéique, 2 µl de sérum anti-T polyome sont ajoutés et les tubes sont incubés pendant 30 

minutes à 4°C avec agitation constante. Le sérum contient des anticorps IgG et IgM qui forment 

un complexe spécifique avec les antigènes tumoraux du virus du polyome. Suite à l'incubation, 60 

µl de protéine A-sépharose 50% (v/v; Pharmacia) préalablement hydratée et lavée 6 fois avec de 

l'eau bidistillée sont ajoutés aux extraits. Les extraits sont incubés 90 minutes ou plus à 4°C avec 

agitation lente et régulière de façon à maintenir la protéine A en suspension. La protéine A-

sépharose fixe le fragment Fe du complexe anticorps-antigène. Afin d'éliminer les protéines liées 

de façon non-spécifique à l'anticorps, les extraits sont transférés dans des tubes coniques de 15 ml 

et lavés 2 fois avec 5 ml de tampon PBS + froid, 2 fois avec 5 ml d'une solution de lavage au Li Cl 

(0.1 M Tris-Cl [pH 7.0], 0.5M LiCl) et une fois avec de l'eau distillée. Chaque lavage est suivi d'une 

centrifugation à 4°C jusqu'à ce que la vitesse atteigne 2000 rpm. Après l'avoir resuspendue dans 1 

ml d'eau distillée, la protéine-A est transférée dans un tube de 1.5 ml et centrifugée quelques 

secondes. 

Le culot peut être soumis à une seconde immunoprécipitation afin de réduire le matériel 

immunoprécipité de façon non-spécifique. Le culot final est resuspendu dans 40 µl de tampon de 
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dissociation (125 mM Tris-Cl [pH 6.8], 5% [p/v] SDS, 20% [v/v] glycéro~ 0.0075% [p/v] bleu de 

bromophénol, 5% [v /v] 2-mercaptoéthanol) et chauffé 2 minutes à 100°C. Les échantillons sont 

immédiatement déposés sur un gel de SDS-polyacrylamide 12.5%. Le gel de migration (1.5 mm 

d'épaisseur) est fait à partir de 20.5 ml d'une solution de 30% polyacrylamide-0.24% N,N·méthylène-

bis-acrylamide (Bio-Rad), 6.25 ml de Tris-Cl 3M (pH 8.9), 500 µl de SDS 10% (p/v), 19.93 ml 

d'eau, 15 µl de TEMED (Bio-Rad) et 225 µl d'une solution de persulfate d'ammonium 10% (p/v; 

B_io-Rad). Une mince couche d'eau est déposée sur le gel afin d'obtenir une surface uniforme. 

Lorsque le gel de migration est polymérisé, un gel de concentration y est superposé. Ce gel est 

constitué de 1.67 ml d'une solution de 30% polyacrylamide-0.8% N,N· méthylène-bis-acrylamide, 

1.25 ml de Tris-Cl 3M (pH 8.9), 10 µl SDS 10% (p/v), 6.9 ml d'eau, 5 µl de TEMED et 100 µl 

d'une solution de persulfate d'ammonium 10% (p/v). L'électrophorèse se fait dans un tampon 

contenant 25 mM de Tris, 192 mM de glycine et 0.1 % (p/v) SDS à 40 volt jusqu'à ce que le bleu 

de bromophénol soit à 1 cm du bas du gel. Après la migration, le gel est fixé pendant 30 minutes 

dans une solution de 5% (v/v) méthanol et 7.5% (v/v) d'acide acétique glacial et trempé dans une 

solution Amplify (Amersham) pendant 30 minutes avec agitation constante. Finalement, le gel est 

séché sous vide, puis exposé à -70°C sur un film Kodak XAR-5. 

2. Détection de l'activité kinasique associée à l'antigène T moyen 

L'antigène T moyen forme un complexe avec le produit de l'oncogène cellulaire c-src 

(Courtneidge et Smith, 1984). Cette association provoque une augmentation de l'activité kinasique 

de c-src qui peut être décélée lors d'une phosphorylation in vitro de T moyen (Schaffhausen et 

Benjamin, 1981b). Lorsque les cellules ont atteint 80% de confluence dans des boîtes de 100 mm, 

elles sont lavées deux fois avec du tampon PBS + froid. Afin d'extraire les protéines cellulaires, 1 
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ml de tampon TEB (18 mM Tris-Cl [pH 7.0], 120 mM NaCl, 0.8 mM CaC12, 0.45 mM MgC12, 1 % 

[v /v] NP-40, 10% [v /v] glycérol) est ajouté à chaque boîte. Les boîtes sont alors incubées pendant 

20 minutes à 4°C avec agitation aux 5 minutes. Le lysat cellulaire est recueilli dans un tube de 1.5 

ml et centrifugé pendant 5 minutes afin d'éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est transféré 

dans un nouveau tube contenant 2 µl de sérum anti-T polyome et 40 µl de protéine A-sépharose 

50% (v /v). Ceci permet d'immunoprécipiter l'antigène T moyen des protéines cellulaires totales. 

À la suite d'une incubation de 60 minutes à 4°C, la protéine A-sépharose est lavée 2 fois avec le 

tampon PBS +, 2 fois avec la solution de lavage au Li Cl et une fois avec le tampon de kinase (20 

mM Tris-Cl [pH 7.5], 5 mM MgC12). Après le dernier lavage, l'antigène T moyen est marqué lors 

d'une réaction de phosphorylation in vitro. Pour ce faire, la protéine A est resuspendue dans 400 

µl de tampon de kinase contenant 50 µCi de [y-32P] ATP (Amersham) et incubée pendant 15 

minutes à la température de la pièce. Ensuite, la protéine A-sépharose est lavée 2 fois avec du 

tampon PBS+, 2 fois avec la solution de lavage au LiCl, 2 fois avec la solution RIPA (10 mM Tris-

Cl [pH 7.0], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1% Déoxycholate de sodium, 0.1% SDS) et 

une fois avec de l'eau bidistillée. Les échantillons sont resuspendus dans 25 µl de tampon de 

dissociation, bouillis pendant 2 minutes puis déposés sur un gel SDS-polyacrylamide 12.5%. Après 

la migration, le gel est rincé à l'eau courante puis incubé 2 heures à 55°C dans une solution de 1 

M NaOH, 10 mM K2HP04• Ce traitement permet de mettre en évidence la phosphorylation des 

résidus tyrosine par l'oncogène c-src. En milieu alcalin, la liaison entre le groupement phosphate 

et la tyrosine demeure stable tandis que celle entre le groupement phosphate et une sérine ou une 

thréonine est hydrolysée. Suite au traitement alcalin, le gel est fixé pendant 30 minutes dans une 

solution d'acide acétique glacial 15% (v /v) et méthanol 50% (v /v) puis 30 minutes dans une 

solution d'acide acétique 7.5% et méthanol 5%. Finalement, le gel est traité 10 minutes dans une 

solution de glycérol 1 % (v /v), séché sous vide et exposé à -70°C sur un film Kodak XAR-5. 
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IV. Caractérisation du patron d'intégration de I' ADN viral dans I' ADN chromosomique des 

cellules transformées 

1. Extraction de l'ADN chromosomique des cellules transformées 

Les cellules sont cultivées dans des boîtes de pétri de 100 mm contenant 10 ml de DMEM 

complet. Lorsque les cellules oi:it atteint un état de confluence, elles sont lavées deux fois avec 5. ml 

de· tampon PBSA (0.17 M NaCl, 3.3 mM KCL 10 mM Na2HP04, 1.8 mM KH2P04, pH 6.8) puis 1 

ml de tampon de lyse est ajouté à chaque boîte. Le tampon de lyse (10 mM Tris-Cl (pH 7.9], 10 

mM EDTA, 10 mM NaCl, 0.5% [p/v] SDS, 50 ug/ml de protéinase K [Sigma]) est préalablement 

incubé une heure à 37°C afin que la protéinase K détruise les nucléases présentes dans la solution. 

Les boîtes sont ensuite agitées régulièrement et gardées à la température de la pièce pendant 10 

minutes. À l'aide d'un policeman, le lysat cellulaire est récolté dans un tube conique de 50 ml et 

agité pendant 12 heures à la température de la pièce sur un agitateur rotatif. L'ADN 

chromosomique est purifié par une extraction au phénol (0.1 % [p/v] 8-hydroxyquinoline, saturé en 

TE), une extraction avec un mélange 1:1 de phénol-chloroforme et une extraction avec un mélange 

24:1 de chloroforme-alcool isoamylique. Chaque extraction consiste à agiter le lysat pendant une 

heure à la température de la pièce, suivi d'une centrifugation de 10 minutes à 3500 rpm. La phase 

aqueuse contenant l' ADN chromosomique est prélevée et transférée dans un nouveau tube. Après 

les trois étapes de purification, la concentration en NaCl de la phase aqueuse est ajustée à 0.4 M 

et deux volumes d'éthanol 95% froid sont délicatement déposés de façon à former deux phases bien 

distinctes. A l'aide d'une tige de verre, les deux phases sont agitées tout en embobinant l'ADN qui 

précipite à l'interface. Le précipité formé sur la tige de verre est rincé dans de l'éthanol 70% 

pendant 15 minutes, puis dans de l'éthanol 95% pendant 2 minutes. L'ADN est resuspendu dans 
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du tampon TE contenant 20 ug/ml de ribonucléase I (Pharmacia) et incubé pendant deux heures 

à 37°C. L'ADN est ensuite dialysé pendant 12 heures à 4°C contre du tampon TE et sa 

concentration en ADN est évaluée selon sa densité optique à 260 nm. 

2. Transfert de !'ADN chromosomique sur membrane de nylon (Southern blotting). 

La technique utilisée est celle décrite par Southern (1975). L'ADN chromosomiqu~ (10 à 20 µg) 

est digéré par différents enzymes de restriction et les fragments sont séparés par électrophorèse sur 

gel d'agarose 0.4% à 2.0% (p/v). Les digestions enzymatiques sont effectuées selon les 

recommendations des fabricants Amersham, Promega et Pharmacia. La migration est faite en 

présence de tampon TE lX ( 40 mM Tris-acétate [pH 7.4], 2 mM EDTA ). Le gel est coloré pendant 

15 minutes dans une solution de bromure d'éthidium 2 µg/ml. L'état des digestions est vérifié sous 

une lumière ultraviolette. Le gel est trempé pendant 40 minutes à la température de la pièce avec 

agitation constante dans une solution dénaturante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) pour être ensuite 

placé dans une solution neutralisante (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-Cl (pH 7.4), 1 mM EDTA) pendant 

40 minutes. Le transfert de l'ADN est fait par capillarité sur une membrane de nylon (Amersham) 

en présence d'une solution 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrate de sodium, pH 7.5 avec une solution 

3 M Na Cl, 0.3 M acide citrique). Le montage utilisé est celui décrit par Maniatis et al (1982). Après 

12 heures de transfert, la membrane est séchée pendant 2 heures sous vide à 80°C afin de permettre 

la fixation de !'ADN. 

3. Préhybridation et hybridation de la membrane de nylon. 

Afin d'éviter l'attachement non-spécifique de la sonde radioactive, la membrane est préalablement 
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incubée pendant 18 heures à 68°C avec agitation constante dans un sac de plastique scellé contenant 

15 ml d'une solution de préhybridation (120 mM Tris-Cl [pH 7.4], 600 mM Na Cl, 8 mM EDTA, 1 % 

[p/v] Tétrasodium pyrophosphate, 0.2% [p/v] SDS, 100 µg/ml héparine [Sigma #H-7005]). La 

membrane est ensuite incubée pendant 48 heures à 68°C dans 5 ml d'une solution d'hybridation 

(120 mM Tris-Cl [pH 7.4], 600 mM NaCl, 8 mM EDTA, 1 % [p/v] Tétrasodium pyrophosphate, 

0.2% [p/v] SDS, 100 µg/ml héparine, 10% [p/v] sulfate de dextran) contenant 107 cpm d'une sonde 

radioactive. La sonde est préalablement dénaturée avec 0.1 volume de 1 N NaOH pendant 5 

minutes à 37°C. Pour éliminer la radioactivité retenue de façon non-spécifique sur la membrane, 

un lavage est effectué à la température de la pièce dans du 2X SSC pendant 20 minutes suivi d'un 

autre lavage à 68°C dans une solution 0.02X SSC, 0.2% (p/v) SDS pendant 60 minutes. La 

membrane est ensuite séchée et exposée à -70°C sur un film Kodak XAR-5. 

4. Préparation d'une sonde d'ADN radioactive. 

La sonde est préparée à l'aide du système " Multiprime DNA labelling" développé par Feinberg 

et Vogelstein (1983, 1984) et manufacturé par Amersham. Cette technique implique le marquage 

d'une séquence d'ADN simple brin par le fragment Klenow de l'ADN polymérase Ide E. coli. Le 

plasmide, qui contient la séquence d'ADN désirée, est digéré par les enzymes de restriction 

appropriés. Les fragments sont séparés par électrophorèse sur gel horizontal d'agarose 1 %. Le 

fragment d'ADN utilisé comme sonde est extrait de l'agarose à l'aide d'une membrane DEAE-

cellulose (Schleider and Schuell NA-45; Dretzen etaL, 1981). La réaction de marquage est effectuée 

dans le mélange suivant: 20 à 30 ng du fragment d'ADN préalablement dénaturé 5 minutes à 100°C; 

10 µl d'un tampon contenant les déoxyribonucléotides dGTP, dA TP et dTTP; 5 µl d'un tampon 

contenant des amorces synthétisées au hasard; de l'eau distillée est ajoutée de façon à compléter 
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le mélange à un volume final de 50 µl; 5 µl de [a-32P]-dCTP (10 µCi/µl, Amersham #PB10205) 

et 2 µl du fragment Klenow de l'ADN polymérase 1 de E. coli. La réaction se fait pendant 2 à 3 

heures à la température de la pièce. La sonde est ensuite conservée à -20C. 

V. Détermination in-vivo de l'efficacité de réplication de l'ADN recombinant. 

1. Extraction de l'ADN épisomique des lignées Hy5, 3T6 et des cellules primaires de rat. 

L'ADN épisomique est extrait des cellules selon la procédure d'extraction d'ADN de faible poids 

moléculaire de Hirt (1967). Soixante-douze heures après la transfection au polybrène, les cellules 

sont lavées au moins deux fois avec 5 ml de tampon PBS +. La lyse cellulaire est provoquée par 

l'addition de 0.5 ml de solution de Hirt (10 mM Tris-Cl [pH 8.0], 1 mM EDTA, 0.6% [p/v] SDS). 

Après 10 minutes à la température de pièce, le lysat cellulaire est recueilli dans un tube de 1.5 ml 

à l'aide d'un policeman et 140 µl d'une solution de 5 M NaCl sont ajoutés à chaque tube. Les tubes 

sont vortexés et conservés à 4°C pendant une nuit. Le lendemain, ils sont centrifugés pendant 30 

minutes afin d'éliminer les débris cellulaires et l'ADN chromosomique. L'ADN épisomique est 

purifié par des extractions successives au phénol, phénol-chloroforme 1:1 et chloroforme-alcool 

isoamylique 24:1. L'ADN est ensuite précipité à -70°C avec 2 volumes d'éthanol 95% et lavé avec 

de l'éthanol 70% pour éliminer les sels. Pour terminer, l'ADN est resuspendu dans 200 µl de 

tampon TE et dialysé pendant 12 heures à 4°C contre du tampon TE. 

2. Mesure indirecte de l'efficacité de réplication de l'ADN recombinant (Muller et al, 1983). 

Pour évaluer l'efficacité de réplication de l'ADN recombinant dans les cellules de rat, l'état de 
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méthylation de l'ADN épisomique est étudié à l'aide des enzymes de restriction Dpnl et Bell. 

L'enzyme Dpnl élimine l'ADN utilisé lors de la transfection tandis que Bell linéarise l'ADN 

répliqué. L'ADN utilisé lors de la transfection provient d'une souche E. coli qui possède une dam 

méthylase. Cette méthylase introduit un groupement méthyl à la position N6 des résidus 

adénines.L'enzyme Dpnl coupe l'ADN seulement si les résidus adénines sont méthylés tandis que 

l'enzyme Bell ne coupe pas si l'ADN est méthylé. L'ADN répliqué dans les cellules de souris est 

hémiméthylé ou non-méthylé car les cellules de mammifères ne possèdent pas de dam méthylase. 

Donc, l'ADN répliqué n'est pas coupé par l'enzyme Dpnl et est linéarisé par l'enzyme Bell. 

L'ADN extrait selon la methode de Hirt est digéré avec l'enzyme Bell pendant 6 heures à 55°C. 

L'enzyme est ensuite éliminée par une extraction au phénol-chloroforme 1:1 et l'ADN est précipité 

avec de l'éthanol 95% en présence de 0.2 M NaCL L'ADN est ensuite resuspendu dans 40 µl d'eau 

et digéré avec l'enzyme Dpnl pendant 6 heures à 37°C. Les fragments sont séparés par électropho-

rèse sur gel d'agarose 1 % et transférés sur une membrane de nylon pour être hybridés avec une 

sonde radioactive. 

VI. Analyse de l'expression du gène T moyen dans les cellules transformées 

1. Extraction de l'ARN cytoplasmique 

Les cellules transformées sont cultivées dans 10 boîtes de pétri de 100 mm contenant 10 ml de 

DMEM complet tandis que les cellules non transformées sont cultivées dans 20 boîtes de 150 mm 

contenant 20 ml de milieu. Lorsque les cellules ont atteint un état de confluence, elles sont lavées 

une fois avec du tampon PBSA pour ensuite être grattées à l'aide d'un policeman dans 1 ml de 
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PBSA et recueillies dans un tube de 15 ml stérile. Après une centrifugation de 5 minutes à 1800 

rpm, le culot cellulaire est resuspendu dans 10 ml d'une solution 3 M LiCl-6 M Urée et passé une 

fois à travers une seringue de 10 ml munie d'une aiguille 18g1~. Les cellules sont ensuite soniquées 

plusieurs fois pendant 20 secondes jusqu'à ce que la solution soit fluide et libre de tout amas. Les 

tubes sont alors placés une nuit à 4°C. Le lendemain, les échantillons sont centrifugés à 10 000 rpm 

pendant 30 minutes puis le culot est lavé une fois avec 10 ml de la solution au LiCl-Urée. Le culot 

final est rapidement resuspendu dans 300 µl de solution TES (10 mM Tris-Cl [pH 7.6], 1 mM 

EDTA, 0.5% [p/v] SDS) pour ensuite être transféré dans un tube de 1.5 ml. Un volume égal d'un 

mélange phénol-chloroforme 1:1 est ajouté et les tubes sont agités pendant une heures à la 

température de la pièce. Après avoir centrifugé 5 minutes dans une microcentrifugeuse, 30 µl d'une 

solution d'acétate de sodium 3M et 2 volumes d'éthanol 95% sont ajoutés à la phase supérieure afin 

de précipiter l'ARN. Les tubes sont incubés pendant 30 minutes à -70°C puis centrifugés pendant 

20 minutes. L'ARN est resuspendu dans 50 µl d'H20 et sa concentration est évaluée selon la densité 

optique à 260 nm. 

2. Préparation d'une ribosonde radioactive (Melton et al 1984) 

Une sonde d'ARN simple brin peut être synthétisée in vitro à partir d'un fragment d'ADN inséré 

en amont d'un promoteur provenant des bactériophages SP6, T7 ou TI. L'ARN polymérase du 

bactériophage est très spécifique pour son promoteur et transcrit le fragment d'ADN inséré en 

ARN. 

Le vecteur pSP72·MT est préalablement linéarisé avec l'enzyme de restriction Xhol afin de ne 

permettre que la transcription des séquences correspondant au virus du polyome. La réaction de 
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synthèse se fait en présence de 2.5 µg d'ADN linéarisé, 2.5 µl rNTP (ATP 5 mM, CTP 5 mM, GTP 

1mM),1.0 µl GpppG 10 mM (Pharmacia #27-4635-01), 5.0 µl [u-32P]-UTP 20mCi/ml (Amersham 

#PB20383), 2.5 µl UTP 100 mM, 5.0 µl SP6 buffer (200 mM Tris-Cl [pH 7.5], 30 mM MgC12, 10 

mM Spermidine, 50 mM DIT), 2.0 µl BSA 2mg/ml, 1.0 µl RNAguard (Pharmacia #27-0815-01), 

1.0 µl ARN polymérase TI (15 U/µl; Pharmacia #27-0805-01). Après une incubation d'une heure 

à 37°C, 10 µl de colorant à la formamide (10 µM EDTA, 1 mg/ml xylène cyanol et 1 mg/ml bleu 

de bromophénol préparés dans de la formamide déionisée) est ajouté à la réaction. La sonde est 

incubée 2 minutes à 100°C puis déposée sur un gel dénaturant. Le gel (1.5 mm d'épaisseur) est 

préparé à partir de 5 ml d'une solution 38% acrylamide-2% N,N· méthylène-bis-acrylamide, 21 g 

Urée, 5 ml de tampon TBE 10X (0.9 M Tris, 25 mM EDTA, 0.89 M acide borique), 30 µl TEMED 

et 500 µl d'une solution de persulfate d'ammonium 10% (p/v). L'électrophorèse est faite dans du 

tampon TBE lX à 300 volts jusqu'à ce que le bleu de bromophénol soit au bas du gel. Le gel est 

ensuite exposé 40 secondes sur un film Kodak XAR-5. En se servant de l'autoradiogramme, le 

fragment correspondant à la ribosonde est découpé du gel puis transféré dans un tube de 1.5 ml. 

L'acrylamide est cassé à l'aide d'une tige de verre et 400 µl d'une solution de 0.3 M sodium acétate, 

0.2% [p/v] SDS sont ajoutés aux morceaux afin d'extraire la sonde. Après avoir agité pendant 3 

heures, le tube est centrifugé 30 minutes et le surnageant est soumis à 2 extractions consécutives 

au phénol-chloroforme 1:1. La sonde est ensuite précipitée pendant 30 minutes en présence de 30 

µg d'ARNt de levure et 2 volumes éthanol 95%. Elle est ensuite centrifugée pendant 30 minutes 

et resuspendue dans 30 µl d'eau. 

3. Essai de protection aux ribonucléases A et T1 

L'ARN provenant du gène T moyen est mis en évidence en utilisant la technique décrite par Zinn 
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et al. (1983). Elle consiste à hybrider l'ARN d'un gène particulier avec une ribosonde 

complémentaire suivi d'une digestion avec les ribonucléases A et T1• Les fragments d'ARN protégés 

par l'hybridation sont ensuite séparés sur un gel dénaturant. 

L'ARN cellulaire (IO à 20 µg) est coprécipité en présence de 106 cpm de ribosonde et 50 µg 

d'ARNt de levure dans 2 volumes d'éthanol 95% pendant 30 minutes. Après une centrifugation de 

15 minutes, le culot est séché et resuspendu dans 30 µl de tampon d'hybridation ( 40 mM PIPES 

[pH 6.4], 1 mM EDTA, 400 mM NaCl, 80% [v/v] formamide déionisée). Mm d'éliminer les 

structures secondaires de l' ARN, les échantillons sont chauffés pendant 5 minutes à 85°C. Ils sont 

ensuite transférés à 45°C pour toute une nuit. Ceci permet l'hybridation de la ribosonde à l'ARN 

complémentaire. Le lendemain, 300 µl de tampon de digestion (10 mM Tris-Cl [pH 6.4], 5 mM 

EDTA, 300 mM NaCl) contenant 5 µg de RNase A (Calbiochem #556746) et 6 Unités de RNase 

T1 (Calbiochem #556785) sont ajoutés aux échantillons à la température d'hydridation. Les 

échantillons sont ensuite transférés à 30°C pendant une heure. L'ARN simple brin sera digéré par 

les RNases tandis que les hybrides ARN-ribosonde seront protégés. La réaction de digestion est 

arrêtée en ajoutant 10 µl de SDS 20% (p/v) et 2 µl de protéinase K 10 mg/ml. À la suite d'une 

incubation de 15 minutes à 37°C, une extraction au phénol-chloroforme 1:1 est effectuée. Les 

échantillons sont alors précipités dans deux volumes d'éthanol 95% et 25 µg d'ARNt de levure 

pendant 30 minutes. Après une centrifugation de 15 minutes, le culot final est resuspendu dans 3 

µl de colorant à la formamide, bouilli pendant 2 minutes et déposé sur un gel dénaturant de 0.4 mm 

d'épaisseur. Le gel est préparé de la même façon que celui utilisé pour purifier la ribosonde. À la 

fin de l'électrophorèse, le gel est fixé sur une feuille de Whatman 3 mm et exposé sur un film 

Kodak XAR-5. 
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VII. Liaison de l'antigène grand T à l' ADN bicaténaire 

La liaison des mutants de l'antigène grand T à l'ADN est analysée selon la procédure McKay 

(1981). Les différentes mutations ont été insérées dans le vecteur d'expression p91023LT (Cowie 

et al, 1986) en insérant les fragments de restriction appropriés. Ils ont ensuite été transfectés dans 

les cellules Cos-1 (Gluzman 1981) selon la méthode au polybrène-DMSO. Le vecteur p91023LT 

possède le gène grand T du virus du polyome sous. le contrôle du promoteur "major late" 

d'adénovirùs. Le vecteur contient aussi les gènes VA d'adénovirus pour augmenter l'efficacité de 

traduction de l'ARNm et l'origine de réplication de SV40 pour permettre l'amplification du vecteur 

dans les cellules Cos. 

1. Préparation des extraits nucléaires et immunoprécipitation de l'antigène grand T 

Le noyau des cellules Cos est isolé 72 heures après la transfection afin d'améliorer la quantité 

d'antigène grand T immunoprécipité. Les cellules sont lavées 2 fois avec du tampon PBS + puis 

grattées dans 1 ml de ce même tampon à l'aide d'un policeman. Elles sont ensuite transférées dans 

un tube de 15 ml et centrifugées 5 minutes à 2000 rpm. Le culot est resuspendu dans 1 ml de 

tampon de lyse cellulaire (10 mM PIPES [pH 6.2], 10 mM NaCI, 1.5 mM MgC12, 0.5 mM DTT, 100 

µg/ml PMSF). Le tube est alors placé 10 minutes dans la glace pour que les cellules gonflent. La 

lyse cellulaire est provoquée en passant 15 fois les cellules dans un homogénéisateur "Dounce" muni 

d'un pilon de type B. Le lysat est ensuite transféré dans un tube de 1.5 ml et centrifugé pendant 20 

secondes. Le culot nucléaire est lavé une fois dans 1 ml de tampon de lyse cellulaire puis 

resuspendu dans 1 ml de solution de lyse nucléaire (100 mM Tris-Cl [pH8.0], 100 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1 % [v /v] NP-40, 1 % [v /v] aprotinine ). Les débris nucléaires sont éliminés lors d'une 
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centrifugation de 30 minutes. L'antigène grand T du virus du polyome est immunoprécipité en 

ajoutant 2 µl de sérum anti-T de polyome et 40 µl de Pansorbin (Calbiochem #507858). Cette 

immunoprécipitation permet d'éliminer les protéines cellulaires incluant le grand T de SV40 présent 

dans les cellules Cos. La Pansorbin lie le fragment Fe du complexe anticorps-antigène. À la suite 

d'une incubation de 90 minutes à 4 °C, la Pansorbin est lavée 2 fois avec 1 ml de tampon PBS +, 

2 fois avec la solution de lavage au LiCl et 2 fois avec de l'eau distillée. 

2. Liaison à l'ADN 

Après le dernier lavage, la Pansorbin est resuspendue dans 100 ·µ1 de tampon de fixation (20 mM 

PIPES [pH 7.0], 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DIT, 10 µg/ml BSA, 10 µg/ml ADN sperme 

de saumon) contenant 10 ng d'ADN radioactif. La fixation de l'ADN par grand T se produit à la 

température de la pièce pendant 30 minutes. La Pansorbin est alors lavée 3 fois avec 1 ml de 

tampon de lavage (20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 µg/ml BSA, 2 mM 

DIT, 0.5% [v/v] NP-40, 10 µg/ml ADN sperme de saumon). L'ADN est élué avec 200 µl de 

tampon TE contenant 1% SDS et purifié par deux extractions au phénol-chloroforme 1:1. Après 

une précipitation dans 2 volumes d'éthanol 95%, l'ADN est déposé sur un gel d'agarose 2%. Suite 

à la migration, le gel est séché sous vide et exposé sur film Kodak XAR-5. 

L'ADN radioactif est préparé dans le mélange réactionnel suivant: 1 µg de plasmide pMT3 digéré 

avec l'enzyme de restriction Hinfl, 5 µl de tampon "nick translation" (500 mM Tris-Cl [pH 7.5], 100 

mM MgS04, 500 µg/ml BSA, 1 mM DIT), 1.25 µl dCTP 10 mM, 1.25 µl dTTP 10 mM, 1.25 µl 

dGTP 10 mM, 2.5 µl [a-32P]-dATP (lOµCi/µl, Amersham #PB10204), 32 µl eau distillée et 2 µl 

du fragment Klenow de l'ADN polymérase de E.coli. La réaction de marquage se fait pendant une 

heure à 37°C. 



3S 

RÉSULTATS 

I. Stratégie utilisée pour observer la recombinaison homologue dans les cellules de 

mammifère 

Avec pour but d'étudier la recombinaison homologue dans les cellules de mammifère, nous avons 

construit deux lignées cellulaires de rat possédant un tandem tête-à-queue de gènes T moyen 

inactifs pour la transformation néoplasique (figure Sa). Ces gènes sont inactivés par des délétions 

à des endroits différents et sont intégrés de façon stable dans le génome cellulaire. Une recombi-

naison entre les séquences répétées de T moyen devrait reconstituer un gène intact capable de 

transformer la cellule. 

Les détails sur l'établissement des deux lignées cellulaire ont été décrit précédemment (St-Onge, 

1989). Brièvement, les plasmides pMT97.484 et p214xSVHygro ont été introduits dans les cellules 

de rat FR3T3 selon la méthode de coprécipitation au phosphate de calcium (Stow et Wilkie, 1976). 

Le plasmide p214xSVHygro confère la résistance à l'antibiotique hygromycine tandis que 

pMT97.484 (figure Sb) contient deux copies défectueuses du gène T moyen séparées par des 

séquences provenant des vecteurs pBR322 et pATlS3. La première copie (pmt-dll) correspond au 

fragment BamHI-Hindill (nt. 4632-16S6) du génome du virus du polyome. Cette copie possède une 

délétion de 30 ph (nt. 1367-1397) qui réduit les propriétés transformantes de l'antigène (Asselin et 

aL, 1986) et une délétion de 63 ph (nt. 746-809) qui élimine l'intron de T moyen pour empêcher 

l'expression des antigènes grand Tet petit T (Treisman et al., 1981). La deuxième copie (pmt-d/2) 
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Figure 5. Stratégie utilisée pour étudier la recombinaison homologue. 
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A. Un tandem tête-à-queue de gènes T moyen inactivés par des délétions à des endroits différents 
est intégré de façon stable dans le génome cellulaire. Une recombinaison entre les séquences 
homologues reconstituera un gène T moyen intact capable de transformer les cellules. Les 
séquences T moyen homologues sont représentées par les boîtes rouge et bleue. La position des 
délétions est indiquée par les triangles noirs. Abréviations: ori, origine de réplication virale; B, 
BamHI; P, Pstl; H, HindIII. 

B. Structure du plasmide utilisé pour la construction des lignées Hy2 et Hy5. Le plasmide 
pMT97.484 contient deux copies défectueuses de l'oncogène T moyen, séparées d'une part par 3,5 
kb de pBR322 et d'autre part par 3,3 kb de pAT153. Les deux gènes T moyen sont disposés dans 
la même orientation sur le plasmide tandis que les séquences pBR322 et pAT153 sont en 
orientation inverse. Le premier gène T moyen (pmt-dll) possède une délétion de 30 pb qui élimine 
le site de restriction Sstl au nucléotide 1373. Les séquences 5' du deuxième gène (pmt-dl2) allant 
jusqu'au site Pstl (nt 484) sont absentes. L'intron est présent dans le deuxième gène mais est absent 
du premier. Les séquences homologues entre les gènes T moyen sont illustrées en noir. 
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correspond au fragment Pstl-Hindffi (nt. 484-1656) du génome viral. Le promoteur, l'origine de 

réplication et la séquence codant pour les 104 premiers acides aminés de T moyen sont délétés dans 

cette copie. 

Après la transfection, les cellules ont été soumises à une sélection à l'hygromycine et après 15 

jours, six colonies résistantes ont été prélevées. Les lignées isolées de cette façon possédaient toutes 

un phénotype normai identique ~ la lignée FR3T3. Après de multiples passages, des foyers de 

cellules transformées ont été observés dans seulement deux des lignées. Nous avons nommé ces 

lignées Hy2 et Hy5. Elles ont été étudiées davantage car l'apparition de cellules transformées 

suggérait une recombinaison homologue entre les gènes T moyen défectueux. Le patron 

d'intégration de l'insert viral dans les lignées Hy2 et Hy5 sera décrit en détail plus loin. 

II. Étude de la recombinaison homologue dans la lignée Hy2 

1. Description de la lignée cellulaire Hy2 

Nous avons étudié le patron d'intégration des séquences virales dans la lignée Hy2 en digérant 

l'ADN cellulaire avec différents enzymes de restriction et en analysant les fragments par blot de 

Southern (St-Onge, 1989; St-Onge et al, 1990). Une seule copie du plasmide pMT97.484 est 

intégrée dans le génome cellulaire. Les deux gènes T moyen sont séparés par des séquences du 

vecteur pAT153 (figure 6b ). La première copie (pmt-d/2) possède une délétion qui élimine l'origine 

de réplication, le promoteur précoce et les séquences codant pour les 104 premiers acides aminés 

de T moyen. L'origine et le promoteur sont présents dans la deuxième copie (pmt-dll). Toutefois, 

le gène est interrompu entre les sites Aval (nt 1016) et Accl (nt 1500) du génome viral. Cette 
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Figure 6. Analyse par blot de Southern de l' ADN des transformants spontanés de la lignée Hy2. 

A. Analyse par les enzymes BamHI + HindIII et Bell. 20 µg d'ADN cellulaire ont été digérés par 
différents enzymes de restriction. Les fragments générés ont été séparés sur gel d'agarose 1 % et 
transférés sur filtre de nylon. Les filtres ont été hybridés avec une sonde radioactive préparée à 
partir du fragment BamHI-HindIII (nt 4632-1656) du génome de polyome. L'apparition d'un 
fragment Bell de 5,6 kb indique une addition d'ADN au niveau de l'insertpmt. Le fragment BamHI-
HindIII de 2,2 kb signale la reconstitution d'un gène T moyen intact. Les fragments de 3,5 et 1,6 
kb indiquent cependant que les gènes pmt-dll et pmt-dl2 sont conservés malgré la recombinaison. 

B. Structure de l'insert pmt non recombiné. Les gènes pmt-dll et pmt-dl2 sont séparés par les 
séquences du vecteur plasmidique pAT153. Le gène pmt-dll est interrompu entre les sites Aval (nt 
1016) et Ace! (nt 1500) du génome viral et il produit une protéine tronquée de 53 kDa. Les 
séquences homologues entre les deux gènes sont illustrées en noir. L'ADN cellulaire est représenté 
par une ligne pointillée. Abréviations: ori, origine de réplication; Bg, BglII; B1, Bell; B, BamHI; P, 
Pst!; H, HindIII; S, Sstl. La taille des fragments est en kb sauf si indiquée. 

C. Structure de l'insert recombiné dans les transformants spontanés. La duplication de 5,6 Kb 
comprend un gène T moyen intact (pmt) et des séquences de pA T153. La duplication est située 
entre pmt-dl2 et pmt-dll. 
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copie produit une protéine de 53 kDa inactive dans la transformation néoplasique car les séquences 

codant pour la portion C-terminale de T moyen sont absentes. 

2. Recombinaison spontanée 

Après de nombreux passages en culture, nous avons noté l'apparition de foyers de cellules 

transformées dans la lignée Hy2. En collaboration avec le Dr. Louise ·Bouchard, le taux de 

conversion du phénotype normal au phénotype transformé a été évalué selon la méthode d'analyse 

de fluctuation développée par Luria et Delbruck (1943). Cette analyse permet de déterminer le taux 

auquel se produit un événement (i.e. la transformation) dans une population cellulaire en fonction 

du nombre de générations. La lignée Hy2 a été ensemencée à raison de quelques cellules par puits 

Linbro de 15 mm. Chaque puits représente une culture indépendante et est observé régulièrement 

pour un changement dans la morphologie des cellules. Après plus de 4 semaines à confluence, 

seulement une culture sur 96 s'est transformée. Le taux de conversion par génération cellulaire est 

donné par l'équation suivante: 

où Po correspond à la probabilité qu'aucun événement ne se produise (95/96) tandis que N1 

représente le nombre de cellules finales ( -80000) et N; le nombre de cellules initiales ( -100). Nous 

avons estimé que le taux de transformation spontanée dans la lignée Hy2 est de 9 x 10..s événement 

par génération cellulaire. 

Afin de vérifier si l'insert viralpmt s'est recombiné, l'ADN de trois transformants spontanés a été 
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digéré avec différentes enzymes de restriction et les fragments ont été analysés par blot de 

Southern. Nous avons d'abord utilisé l'enzyme Bgll qui ne coupe pas les séquences de l'insert pmt. 

Cette enzyme produit un fragment unique de 13 kb dans la lignée Hy2 et un fragment de 19 kb 

dans les transformants néo12, sp4 et spl (non illustré). Cette différence dans la taille des fragments 

suggère une addition d'environ 6 kb d'ADN dans l'insert pmt. Nous avons ensuite digéré avec 

l'enzyme Bell qui possède un seul site de coupure dans l'insert. Des fragments de 4.5 et 15.0 kb ont 

été observés dans la lignée Hy2 (figure 6a). Dans les transformants, nous avons remarqué 

l'apparition d'un fragment supplémentaire de 5.6 kb. Ce fragment indique une addition de 5.6 kb 

d'ADN située entre les deux copies défectueuses de T moyen. Des analyses subséquentes avec les 

enzymes BamHI et HindIII ont montré que cette addition reconstituait un gène T moyen intact 

capable de transformer les cellules. La structure de l'insert pmt recombiné est illustrée à la figure 

6c et un mécanisme de recombinaison est proposé dans la discussion. La reconstitution du gène T 

moyen intact a été confirmée par immunoprécipitation d'une protéine complète de 56 kDa (non 

illustré). 

3. Effet de l'antigène grand T du virus du polyome 

Nous avons étudié précédemment l'effet de l'antigène grand T du virus du polyome sur la 

recombinaison au niveau de l'insert pmt (St-Onge, 1989). En résumé, la lignée Hy2 a été transfectée 

avec le gène grand T lié au marqueur de sélection néo. Nous avons ensuite soumis les cellules à une 

sélection au G418 et après 15 jours, nous avons isolé des colonies résistantes. Au moment de la 

sélection, les colonies possèdent toutes une morphologie non-transformée. Les colonies ont été 

transférées dans des puits Linbro de 15 mm et elles ont été observées tous les deux jours pour un 

changement dans leur phénotype. Nous avons détecté l'apparition de foyers de cellules transformées 
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dans environ la moitié des colonies transfectées avec le gène grand T (tableau 1). Aucune 

transformation n'a été observée en introduissant le gène néo seul dans la lignée. L'ADN de 

plusieurs colonies transformées a été analysé par blot de Southern (St-Onge et al, 1990). On 

observe l'apparition d'un fragment BamHI-Hindill de 2.2 kb et d'un fragment Sstl de 742 pb dans 

tous les transformants (figure 7a,b). Ces fragments indiquent une reconstitution d'un gène T moyen 

intact. Cependant, la structure exacte de l'insert recombiné n'a pu être identifiée du fait que 

l'antigène grand T provoque une amplification des séquences virales. µ restauration d'un gène T 

moyen intact ,par recombinaison a aussi été démontrée par immunoprécipitation d'une protéine T 

moyen de 56 kDa dans les cellules Hy2 transformées (figure 7c). 

Afin de caractériser la fonction de l'antigène grand T impliquée dans l'induction de la 

recombinaison homologue, nous avons étudié l'effet de différents mutants. La lignée Hy2 a d'abord 

été transfectée avec des mutants du gène grand T possédant une délétion dans le deuxième exon 

(tableau 1). Les mutants dl-8, dl-23, dl-45 et dl-141 ont provoqué de la recombinaison au niveau de 

l'insert pmt. Cependant, l'efficacité des mutants était inférieure à celle du grand T de type sauvage. 

Ces mutants immortalisent peu ou pas des cellules fibroblastiques d'embryon de rat (Larose et al, 

1990, 1991). Les mutants dl-8 et dl-141 contiennent des délétions qui affectent une séquence 

d'acides aminés impliquée dans la liaison avec le produit du gène de la susceptibilité au 

rétinoblastome (Rb). Nos résultats suggèrent que la liaison entre l'antigène grand T et la protéine 

Rb n'est pas nécessaire pour l'induction de la recombinaison. 

Botchan et al (1979) proposent que l'antigène grand T induit la recombinaison en initiant 

plusieurs cycles de réplication à l'origine virale pour créer une structure organisée en pelure 

d'oignon. Dans le but d'adresser le rôle des fonctions réplicatives de l'antigène grand T dans la 



Tableau 1. ActiYité des mutants de 1' antii:iène grand T du 
v1rus du polyome dans la lignée Hy2 

Plasmide Mutation 
1 

Réplication Nbre de colonies 
transfecté transformées 

Exp 1 Exp 2 

pSVneo aucune + 0/53 (0%) 0/60 (0%) 

pneoLT 1 eucune + 22140 (55%) 35/87 ( 40.2%) 

pneoL Td18 del 145-174 + 1 9/94 (20.2%) 

pneoLTd145 del 173-195 + 16/ 46 (34.8%) 

pneoL Td123 del 195-228 + 7 /52 ( 13.5%) 

pneoL Tdl 141 del 141-146 + 12/ 42 (28.6%) 

pneoLTd197 del 270-280 0/52 (0%) 

pRNLTâ300 del 300-31 o 0/46 (0%) 

pneoLTdl 13 del 13-17 22/69 (31.9%) 

pneoL T 13val Leu-13--tVal 46/87 (52.9%) 

pneoL T 16val Leu-16--.Val + 22/64 (34.4%) 

Les colonies résistants au G418 ont été isolées et transférées dans des puits 
Linbro de 15 mm. Les colon1es ont ensuite été observées tous les 2 jours pour 
un changement dans la morphologie des cellules. Le nombre de colon1es trans-
formées a été déterminée 10 jours après qu'elles aient atteint la confluence. 
1 Position des acides aminées délétées ou modifiées dans l'antigène grend T. 
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A. Analyse par blot de Southern des séquences virales intégrées dans la lignée Hy2. Le fragment 
SstI-BamHI de 1229 pb est le produit de la digestion du site BamHI à la jonction pAT153/polyome 
(nt 4632) et du site Sstl (nt 569) dans pmt-dll. Le fragment Sstl de 804 pb provient de la copie pmt-
dl2. Le fragment Pstl-Hindlll de 1172 pb provient également de pmt-dl2. L'absence d'un fragment 
de 1080pb signifie que la copie pmt-dll est interrompue. La présence d'un fragment Pstl de 3,6 Kb 
indique que les séquences pA T153 sont intactes et séparent les deux gènes T moyen. Abréviations: 
ori, origine de réplication; B, BamHI, H, Hindlll; P, Pstl; S, Sstl. 

B. Analyse de l'insert pmt dans les cellules Hy2 transformées. Après transfection de la lignée Hy2 
par le plasmide pnéoLTl, des colonies résistantes au G418 ont été isolées et transférées dans des 
puits Linbro de 15 mm. Les colonies ont été désignées Hy2LT1, Hy2LT2, Hy2LT3, etc. Elles ont 
été observées tous les deux jours pour l'apparition de foyers de cellules transformées. Un foyer 
provenant d'une colonie a été prélevé et propagé en culture (ex. Hy2LT9-t). La lignée Hy2 possède 
des fragments de 1,6 et 3,5 kb. L'apparition du fragment de 2,2 kb dans les transformants indique 
la reconstitution d'un gène T moyen intact. L'intensité de ce fragment dans les lignées Hy2LT9-t 
et Hy2LT13-t suggère une amplification des séquences de l'insert. 

C. Analyse par l'enzyme Sstl. La reconstitution du site SstI au nucléotide 1373 produit un fragment 
de 742 pb dû à l'absence de l'intron. Ce fragment confirme la restauration d'un gène T moyen 
intact. Le fragment de 2968 pb provient de la digestion aux nucléotides 1373 et 4341 de pnéoLTl. 



D C'J 

i'.= 
_J 
N >, 
I 

Kd 

92 -

~38 -
~~•ll!lî!!!l!!li!·~ 

~ 

43 -

28 -

i8 -

v 
(\j 
1-·· 

C--J 
(") 
~ 
_J 
('J 
~· ..... 

I 

__.MT 
... ~53!( 

Figure 7" Analyse de fa structure des séquences vimles dans Res œfüdes Hy2, 

44 

D. Détection des antigènes tumoraux dans les cultures transformées sous l'action de grand T. Les 
protéines cellulaires ont été marquées 90 minutes avec de la 35[S]-méthionine et immunoprécipitées 
avec un anticorps spécifique les antigènes tumoraux de polyome. Les protéines ont ensuite été 
séparées sur un gel de polyacrylamide-SDS 12,5%. La position des antigènes grand T et T moyen 
est indiquée. 
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recombinaison, on a introduit dans la lignée Hy2 des mutants inactifs dans l'initiation de la 

réplication virale. Les mutants dl-97 et 1.1300 contiennent des délétions dans le deuxième exon du 

gène grand T inactivant un domaine de l'antigène nécessaire à la réplication virale (Asselin et al, 

1986; Cowie et al., 1986). Les mutants dl-13, 13val et 16val possèdent des mutations dans le premier 

exon du gène, situées dans un domaine de l'antigène interagissant avec l'ADN polymérase a 

(Dornreiter et al, 1990). Afin de confirmer l'inactivité de ces mutants dans la réplication virale, ils 

ont été introduits dans la lignée Hy5 avec le plasmide pPLCAT. Le plasmide pPLCA T possède 

l'origine de réplication du virus du polyome ainsi que le gène codant pour l'enzyme chloramphénicol 

acétyltransférase (CAT). La réplication du plasmide est dévoilée grâce à une sonde radioactive 

spécifique pour les séquences du gène CA T. La réplication du plasmide pPLCAT est étudiée plutôt 

que celle du génome viral car il n'y a pas d'interférence avec les séquences virales déjà présentes 

dans la lignée Hy5. On remarque que l'antigène grand T de type sauvage ainsi que le mutant l 6val 

ont activé la réplication du plasmide pPLCAT malgré le fait que les cellules de rat ne soient que 

semi-permissives pour le virus du polyome (figure 8). Les mutants dl-13, 13val et dl-97 n'ont peu 

ou pas initié de réplication. Les mêmes résultats ont été reproduits avec des essais dans des cellules 

fibroblastiques d'embryon de rat et des cellules permissives de souris 3T6 (non illustré). 

Les mutants ont ensuite été introduits dans la lignée Hy2 pour analyser leur capacité d'induire 

la recombinaison. Les mutants dl-13, 13val et 16val ont tous provoqué de la recombinaison 

homologue au niveau de l'insert pmt. Ces mutants montrent que l'antigène grand T induit la 

recombinaison indépendamment de la réplication virale. La recombinaison n'est donc pas le résultat 

d'une réplication multiple à l'origine virale formant la structure en pelure d'oignon. Puisque les 

mutants dl-13 et 13val sont inactifs dans l'initiation de la réplication, nous avons examiné par blot 

de Southern, l'ADN de plusieurs colonies transformées afin de vérifier si les antigènes mutants 
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Figure 8. Efficacité de réplication des antigènes grand T mutants. 

10 µg des plasmides grand T mutants et pPLCAT ont été transfectés dans la lignée Hy5 selon la 
méthode au polybrène-DMSO. Soixante-douze heures après la transfection, l'ADN épisomique de 
faible poids moléculaire a été extrait selon la méthode de Hirt et digéré par les enzymes Bell et 
Dpnl. L'ADN répliqué est linéarisé par l'enzyme Bell tandis que l'ADN non-répliqué est éliminé 
par l'enzyme DpnI. Les fragments ont été séparés sur gel d'agarose 1 % et transférés sur filtre de 
nylon. Le filtre a été hybridé avec une sonde radioactive préparée à partir du fragment EcoRI de 
2.2 kb du plasmide pPLCAT. Cette sonde est spécifique aux séquences du gène CAT. L'ADN 
répliqué est indiqué par une flèche tandis que l'ADN non-répliqué apparaît au bas de l'autoradio-
gramme. 
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Analyse de fa stnH:ture des séquences virales dans fa lignée Hy2 transfectée avec 
des mutants de l'antigène grand T inactifs pour Piniti.atkm de la répU.catim1 virale. 

À la de transfection de la lignée Hy2 par plasmides pneoLTdl13, pneoLT13val et 
pneoLT16val, des colonies résistantes au G418 ont été isolées et transférées dans des puits Linbro 
de 15 mm. Les colonies ont été nommées 13val-1, 16val-2, dl13~3, etc,, Elles ont été observées tous 
les deux jours pour l'apparition de foyers de cellules transformées. Un foyer provenant d'une 
colonie a été prélevé et propagé en culture (ex. Bval-10). L'ADN de ce foyer a été extrait et 
analysé par de Southern utilisant une sonde radioactive spécifique aux séquences du virus du 
polyome, µg d'ADN cellulaire ont été digérés différents enzymes de restriction et les 
fragments générés ont été séparés sur gel d'agarose 1 %. L'apparition du fragment BarnHI + HindHI 
de 2,2 et du fragment SstI de 742pb indique la reconstitution d'un gène T moyen intact. 
L'intensité fragments 2.2 kb et de 742 pb dans les lignées 13val-25, 16val-16, dl13-15 et 13val-
17 suggère une ampfüication des séquences virales au de 
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Figure 10. Liaison des antigènes grand T mutants à l'origine de réplication virale. 

Les mutants sont transfectés dans la lignée cellulaire COS selon la méthode au polybrène-DMSO. 
72 heures après la transfection, l'antigène grand T est immunoprécipité à partir des noyaux avec 
un anticorps polyclonal dirigé contre les antigènes tumoraux du virus du polyome. Cette étape 
permet d'éliminer les protéines cellulaires incluant l'antigène grand T de SV40 présent dans les 
cellules COS. L'immunoprécipité est ensuite incubé avec les fragments Hinfl du plasmide pMT3 
marqués au 32P (lère piste). Après plusieurs lavages, l'ADN fixé par l'antigène grand Test élué de 
l'immunoprécipité et séparé sur gel d'agarose 2%. L'antigène grand T de type sauvage (LTl) ainsi 
que les mutants 13val et dl-97 ont formé une liaison spécifique avec le fragment Hinfl de 604 pb. 
Ce fragment contient l'origine de réplication du virus du polyome. Une certaine quantité de liaison 
non spécifique est également observée. 
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provoquent l'amplification des séquences virales (figure 9). Selon l'intensité relative du fragment 

BamHI-HindID de 2.2 kb et du fragment Sstl de 742 pb, on constate que les mutants causent 

l'amplification des séquences virales en dépit d'être inactifs dans l'initiation de la réplication. Ces 

résultats confirment davantage que la recombinaison et l'amplification des séquences virales dans 

la lignée Hy2, ne se font pas selon le modèle de la pelure d'oignon. 

Les mutants dl-97 et i1300 se sont avérés intéressants car ils n'ont pas provoqué de recombinaison 

dans la lignée Hy2. Une étude a montré que le mutant ,1300 ne se lie pas à l'ADN viral (Cowie et 

al, 1986) tandis que la délétion dl-97 est située près d'une région de l'antigène grand T importante 

pour la liaison avec l'origine virale (Sunstrom et al, 1991). Il est donc possible que les mutant dl-97 

et '1300 soient inactifs dans la recombinaison parce qu'ils sont incapables de former une liaison avec 

l'origine de réplication virale. Afin de mieux caractériser la mutation dl-97, nous avons étudié sa 

capacité de se lier à l'ADN selon la procédure décrite par McKay (1981). Comme attendu, le 

mutant ,1300 ne s'est pas lié à l'ADN viral tandis que l'antigène grand T de type sauvage a formé 

une liaison spécifique avec le fragment Hinfl de 604 pb contenant l'origine de réplication (figure 

10). On remarque que les mutants dl-97et13val se sont fixés à l'origine virale. Le mutant dl-97 s'est 

lié avec un rendement supérieur à celui du grand T de type sauvage. On ne connait pas les raisons 

permettant à la protéine dl-97 de mieux se lier à l'origine. Il est possible que cette liaison soit reliée 

à la stabilité de la protéine mutante lors de l'essai. Néanmoins, nos résultats suggèrent qu'une 

fonction autre que la liaison à l'ADN empêche le mutant dl-97 d'initier la réplication et d'induire 

la recombinaison dans la lignée Hy2. 



50 

4. Effet de l'antigène grand T de SV40 

Nous avons également transfecté la lignée Hy2 avec le gène grand T du virus SV40. Contraire-

ment à l'antigène grand T du virus du polyome, l'antigène grand T de SV40 possède la propriété 

de transformer les cellules en culture. De ce fait, l'événement de recombinaison ne peut plus être 

sélectionné selon la morphologie des cellules. Nous avons donc analysé par blot de Southern l'ADN 

de huit colonies choisies au hasard (figure 11). Dans cinq des colonies transformées par SV40, on 

observe un insert pmt recombiné identique à celui observé dans les transformants spontanés (St-

Onge et al, 1990; St-Onge, 1989). Aucune amplification des séquences virales n'est détectée dans 

les transformants. Nous concluons que l'antigène grand T de SV40 induit une recombinaison au 

niveau de l'insert pmt tout comme l'antigène grand T du virus du polyome. Nous avons aussi 

examiné l'effet de différents mutants de SV40 ne possèdant pas d'activité hélicase et ne fü:ant pas 

l'origine de réplication virale (tableau 2). Ces mutants ont tous été incapables de provoquer de la 

recombinaison dans la lignée Hy2. Ces résultats confirment que la liaison à l'origine ainsi que 

l'activité hélicase de grand T sont nécessaire pour l'induction de la recombinaison. Toutefois, ces 

propriétés ne seraient pas suffisantes car le mutant C8A est demeuré inactif dans la recombinaison 

bien qu'il possède des activités hélicase et de liaison à l'origine de réplication. 

m. Étude de l'amplification des séquences virales de la lignée Hy2 par l'antigène grand T 

ts-a du virus du polyorne 

1. Établissement de la lignée Hy2-ts5 

Dans le but de faciliter l'étude de la recombinaison et l'amplification des séquences de l'insert 
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Figure 11. Analyse des cellules Hy2 transformées par l'antigène grand T de SV40. 
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Après transfection de la lignée Hy2 par le plasmide pSV2neo, des colonies transformées et 
résistantes au G418 sont isolées et transférées dans des puits Linbro de 15 mm. Les colonies ont 
été désignées SVl, SV2, SV3 etc,. Les colonies sont ensuite propagées en culture et leur ADN est 
extrait et analysé par blot de Soutern. 20 µg d'ADN cellulaire sont digérés par différents enzymes 
de restriction et les fragments générés sont séparés sur gel d'agarose 1 %. Par la suite, le gel est 
transféré sur une membrane de nylon et hybridé avec une sonde radioactive préparée à partir du 
fragment BamHI+HindIII (nt 4632-1656) du génome de polyome. 

L'apparition d'un fragment BamHI + HindIII de 2,2 kb et d'un fragment Sstl de 742 ph signale la 
reconstitution d'un gène T moyen intact. La présence des fragments BamHI + HindIII de 3,5 et 1,6 
kb dans les colonies transformées indique que les copies pmt-dll et pmt-d/2 sont conservées après 
recombinaison. 



Tableau 2. Activité des mutants de l'antigène grand T de SV40 
dans la lignée Hy2 

Plasmide Mutation L1e1son è Activité Recombi ne1 son 
transfecté l'origine hél1case 

pneo-SV2 aucun + + 5/6 

pneo-C6-2 Asn-153 Thr + 0/4 

pneo-C6A Lys-224 Glu + + 0/ 11 

pneo-Cl 1 A Pro-522 Ser + 0/16 

pneo-T22 His-203 Gln + 0/10 

Environ la motié des colonies résistantes eu G416 possédaient une morphologie 
transformées. Certaines colonies choisies au hasard ont été propagées en culture 
et leur ADN a été analysé par blot de Soutern. L"événement de recombinaison a été 
détecté par l'apparition du fragment BemHl-H1ndlll de 2.2 kb. 
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pmt, la lignée Hy2 a été transfectée avec un gène grand T ts-a du virus du polyome. Ce gène produit 

une protéine grand T instable à la température restrictive de 39°C dQ. à la conversion du résidu 

alanine 539 en thréonine (Thomas et al., 1981). À la température permissive de 33°C, l'antigène 

grand T est stable et fonctionnel. On remarque l'apparition de foyers de cellules transformées dans 

les colonies isolées et maintenues à 33°C (figure 12a). Cette transformation est le produit d'une 

recombinaison qui reconstitue un gène T moyen intact (voir ci-dessous). Aucune transformation 

n'~st observée lorsque les colonies sont cultivées à 39°C. 

Les colonies isolées à 39°C ont été transférées à 33°C afin de sélectionner une lignée cellulaire 

capable d'induire la recombinaison de l'insert pmt à la température permissive. Seulement deux 

colonies sur 50 ont produit des foyers à 33°C tout en restant non transformées à 39°C. Nous avons 

nommé ces lignées Hy2-ts1 et Hy2-ts5. Des analyses par blot de Southern ont montré que la lignée 

Hy2-ts1 possédait plusieurs copies du gène grand T ts-a intégrées dans le génome cellulaire tandis 

que la lignée Hy2-ts5 ne possédait que deux copies (non illustré). Nous avons étudié davantage la 

lignée Hy2-ts5 car l'insert plt est simple et se distingue bien de l'insert pmt. 

Nous avons exposé la lignée Hy2-ts5 à une température de 33°C pendant différentes périodes 

pour étudier la recombinaison homologue et l'amplification induites par l'antigène grand T. À 39°C, 

la lignée conserve une morphologie normale. Cependant, lorsqu'elle est placée 24 heures à 33°C 

puis retournée à 39°C, des foyers de transformation se développent (figure 12b). Aucune 

transformation n'est détectée lorsque la lignée Hy2 est transférée à 33°C. Donc, la transformation 

n'est pas provoquée par le changement de température mais est bien reliée à l'expression d'un 

antigène grand T fonctionnel à 33°C. De plus, lorsque les cellules sont retournées à 39°C, elles 
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Figure 12. Activité de l'antigène grand T ts-a du virus du polyome dans la lignée Hy2. 
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A. Le mutant thermosensible pnéoLTtsa de grand Ta été introduit dans la lignée Hy2 selon la 
méthode de coprécipitation au phosphate de calcium. Après la sélection au G418, des colonies ont 
été prélevées dans des puits Linbro de 15 mm et incubées à 33°C ou à 39°C. La morphologie des 
cellules a été vérifiée tous les deux jours pour l'apparition de cellules transformées. 

B. Phénotype de la lignée Hy2-ts5 aux températures restrictive et permissive. La lignée Hy2-ts5 a 
été cultivée à 39°C dans des boîtes de 100 mm jusqu'à ce que les cellules atteignent 20% de 
confluence. Les boîtes ont ensuite été placées 24 heures à 33°C puis retournées à 39°C. Au moment 
de la confluence, les boîtes ont été colorées au bleu de giemsa. Des foyers de cellules transformées 
sont apparus dans la boîte exposée à 33°C. 
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conservent une morphologie transformée. Donc, l'expression continue d'un antigène grand T 

fonctionnel n'est pas nécessaire au maintien de l'état transformé. 

2. Analyse de l'expression des antigènes tumoraux dans les cellules Hy2-ts5 

Pour vérifier l'expression des antigènes T moyen et grand T aux différentes températures, les 

cellules ont été marquées à la [35S]-méthionine et les protéines ont été immunoprécipitées avec un 

anticorps spécifique aux antigènes T du virus du polyome. À 39°C, on détecte dans la lignée Hy2-

ts5, une protéine de 100 kDa correspondant à l'antigène grand T et une protéine de 53 kDa 

représentant le produit d'un des gènes défectueux de l'insert pmt (figure 13). La protéine de 53 kDa 

a également été observée dans la lignée Hy2 (non illustré). Nous avons aussi analysé les protéines 

provenant de quatre foyers isolés au hasard après transfert de la lignée à 33°C. Les quatre foyers 

produisent un antigène T moyen intact de 56 kDa. Ce résultat montre que l'exposition des cellules 

à un antigène grand T fonctionnel provoque une recombinaison entre les séquences homologues 

de l'insert pmt pour reconstituer un gène T moyen complet. 

3. Analyse de la structure des inserts viraux 

Dans le but d'identifier le mécanisme par lequel l'antigène grand T induit la recombinaison, 

l'ADN de plusieurs foyers de transformation est analysé par blot de Southern afin de déterminer 

la structure des séquences recombinées. La lignée Hy2-ts5 possède deux inserts viraux: l'insert pmt 

dont la structure a déjà été décrite (figure 14a) et l'insert plt qui est composé d'un gène néo suivi 

d'un tandem tête-à-queue de gènes grand T ts-a (figure 14b). 
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Figure 13. Détection des antigènes tumoraux du virus du polyome dans la lignée Hy2-ts5. 

Les protéines cellulaires ont été marquées 90 minutes avec de la 35[S]-méthionine et immunopréci-
pitées avec un anticorps spécifique pour les antigènes tumoraux de polyome. Les protéines ont 
ensuite été séparées sur un gel de polyacrylamide-SDS 12,5%. La position des antigènes grand T 
et T moyen ainsi que la protéine de 53 kDa est indiquée. La première piste représente des cellules 
Hy2-ts5 non-transformées et maintenues à 39°C. Les lignées 7a4, 14c2, 21b4 et 28c4 proviennent 
de foyers de cellules transformées isolées après que la lignée Hy2-ts5 fût exposée à 33°C pendant 
7, 14, 21 et 28 jours. 
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Figure 14. Analyse des inserts viraux dans la lignée Hy2-ts5. 

A. Structure de l'insert pmt avant et après recombinaison. 

B. Structure de l'insert plt avant et après recombinaison. 

57 

Kb 

-15 
-10.s-
- s.1· 
- 5.6 
-4.5 

C. Analyse par l'enzyme de restriction Bell. 20 µg d'ADN cellulaire sont digérés par l'enzyme Bell 
et les fragments générés sont séparés sur gel d'agarose 1 %. Le gel est ensuite transféré sur une 
membrane de nylon qui est hybridée avec une sonde radioactive préparée à partir du fragment 
BamHI-Hindlll (nt 4632-1656) du génome de polyome. L'enzyme Bell possède un seul site de 
coupure dans l'insert pmt et deux sites dans l'insert plt. Les fragments de 15 et 4.5 kb proviennent 
de l'insert pmt. Les fragments provenant de l'insert plt sont identifiés par les astérisques (*). 
L'apparition du fragment de 5.6 kb indique la reconstitution d'un gène T moyen intact. 
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Lorsque l'ADN de la lignée Hy2-ts5 est digéré avec l'enzyme Bell, on détecte des fragments de 

15 et 4.5 kb correspondant à l'insert pmt et des fragments additionnels de 10.5, 8.1 et 2.5 kb 

provenant de l'insert plt (figure 14c). Dans tous les foyers analysés, on remarque l'apparition d'un 

fragment de 5.6 kb identique à celui observé dans les transfomants spontanés de Hy2. Ce fragment 

indique la reconstitution d'un gène T moyen intact entre les deux gènes défectueux de l'insert 

(figure 14a). Une incubation de 24 heures à 33°C est suffisante pour induire une recombinaison 

~ans l'insert pmt (lignées la3, lb3, lc4 et lc5). On observe aussi une recombinaison au niveau des 

séquences de l'insertplt lorsque la lignée est maintenue pendant plusieurs jours à la température 

permissive. Certaines lignées ont subi une recombinaison homologue réciproque qui élimine une 

des copies du gène grand T ts-a (21b3, 21b4 et 14c2). Dans d'autres lignées, les fragments de 

restriction suggèrent une recombinaison plus complexe de l'insert plt (21a4 et 14c4). Finalement 

dans une des lignées, une portion de l'insert pmt a aussi été délétée (14c5). 

Lorsque les cellules sont exposées à 33°C pendant 7, 14 et 21 jours, on constate une amplification 

des séquences virales dans plusieurs foyers de transformation. Dans les lignées lb3, 21b5 et 7c2, 

l'intensité relative du fragment de 8.1 kb est compatible avec une amplification des séquences de 

l'insert plt tandis que l'intensité du fragment de 5.6 kb dans les lignées 21b5, 14bl, 14c2 et 14c4 

laisse sous-entendre une amplification de l'insert pmt. Les lignées ont été analysées davantage avec 

l'enzyme BglII. Cette enzyme ne digère pas les séquences retrouvées dans l'insert pmt. Dans la 

lignée Hy2-ts5, on identifie des fragments de 13 et 11 kb correspondant aux inserts pmt et plt 

respectivement (figure 15). Cependant, un fragment de 19 kb est observé dans les lignées 14a3 et 

7c2. Ce fragment possède une taille semblable à celui observé pour le transformant spontané Hy2-

sp4 et correspond à une addition de 5.6 kb entre les deux gènes T moyen défectueux. Des analyses 

avec d'autres enzymes ont montré que cette addition contient un gène T moyen intact (non-illustré). 
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Figu:re 15. Analyse des tiransformants de fa Ugnée Hy2-ts5 pa:r «'enzyme BgU:t 

20 µg cellulaire ont été digérés par l'enz-.1me de restriction BglH et les fragments produits 
ont été séparés sur un gel d'agarose 0.4% à 4°C Le gel a ensuite été transféré sur une membrane 

nylon et hybridé avec une sonde radioactive spécifique les du varus du po!yome. 
L'enzyme ne de site de coupure dans les inserts pmt et lignée Hy2"sp4 est 
un transformant la possédant 1m1e seule de 5.6 kb d'ADI\L 
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D'autres lignées (7b2, 14c1, 7c5, et 7c3) ont produit un fragment de 25 kb indiquant deux additions 

consécutives de 5.6 kb. Nous avons aussi observé des lignées contenant 3 additions ou plus de 5.6 

kb (ex. 14c6, 21b1). Ces additions ont toujours lieu entre les deux copies défectueuses de T moyen 

et suggèrent que l'amplification se produit par duplication successive du gène T moyen intact. Dans 

quelques lignées (ex. 14c2), on observe plusieurs fragments BglII. On ne connait pas l'origine de ces 

fragments mais ils sont possiblement le résultat d'événements de recombinaison qui se produisent 

après l'amplification des séquences virales. 

4. Taux de recombinaison induit par l'antigène grand T 

Afin d'évaluer l'efficacité avec laquelle l'antigène grand T induit la recombinaison homologue, 

nous avons determiné le taux de recombinaison de l'insert pmt lorsque la lignée Hy2-ts5 est exposée 

à 33°C. Dans ce cas-ci, nous ne pouvons utiliser l'équation d'analyse de fluctuation développée par 

Luria et Delbruck car le nombre de cellules ayant subi de la recombinaison en présence d'un grand 

T fonctionnel est trop élevé. Nous avons plutôt employé une méthode développé par Bastin et aL 

qui permet d'évaluer le taux de recombinaison en étudiant l'ADN d'une population totale de cellules 

exposée à 33°C. Dans cette population, l'antigène grand T provoque une recombinaison dans les 

cellules de départ A avec un taux a pour produire des cellules B avec un insert recombiné. Selon 

l'intensité du fragment recombiné, la proportion de cellules B est déterminée et le taux de 

recombinaison est défini selon la formule: 

r-1 +a 
tlJB = 1- r-1 + a·2"(r-l+a) 

où tlJB représente la proportion de cellules avec un insert recombiné, r est la constante de croissance 

des cellules B (k2) sur celle des cellules A (kl), n correspond au nombre de générations cellulaires 

et a est le taux de recombinaison qui convertit les cellules A en cellules B. Nous avons comparé la 
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vitesse de croissance des cellules normales à celle des cellules transformées afin de définir la valeur 

de r. Nous avons estimé qu'une cellule normale (A) se divise tous les 0.965 jour tandis qu'une 

cellule transformée (B) se divise au 0.736 jour. La constante de croissance est déterminée selon 

l'équation: k = ln2/t 

Donc, kl correspond à 0.72, k2 à 0.94 et la valeur der est égale à 1.3. 

La lignée Hy2-ts5 a été cultivée à 39°C dans des bottes de 100 mm jusqu'à ce que les cellules 

atteignent 50% de confluence. Les boîtes sont ensuite transférées et maintenues à 33°C pendant 

4 jours. Lorsque les cellules sont arrivées à confluence, l'ADN a été extrait et analysé par blot de 

Southern. Sous ces conditions, les cellules transformées n'envahissent pas le reste de la population 

cellulaire et la recombinaison peut être étudiée sans sélection. La proportion de cellules avec un 

insert recombiné est déterminée en comparant l'intensité relative du fragment Bell de 5.6 kb. Lors 

d'un premier essai (figure 16a), le nombre de cellules ayant un insertpmt recombiné représentait 

23 % de la population totale de cellules. En utilisant la formule décrite ci-haut, nous avons mesuré 

un taux de recombinaison d'environ 3.7 x 10-1 événement par génération cellulaire. Lors d'un second 

essai (figure 16b ), l'intensité du fragment Hindlll de 5.5 kb indique que 50% des cellules totales 

possédaient un insert recombiné. Ceci correspond à un taux de recombinaison de 1.0 événement 

par génération. Donc, l'antigène grand T stimule de plus d'un million de fois la recombinaison de 

l'insert pmt dans les lignées Hy2 et Hy2-ts5. 

5. Mécanisme de recombinaison 

Un aspect important qui émerge des résultats obtenus avec les lignées Hy2 et Hy2-ts5 est que 
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Figure 16. Analyse des produits de recombinaison de la lignée Hy2-ts5. 
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A. La lignée Hy2-ts5 est cultivée à 39°C jusqu'à ce que les cellules atteignent 50% de confluence. 
Les cellules sont ensuite transférées et maintenues à 33°C pendant 4 jours (i.e. une génération 
cellulaire). Au moment de la confluence, l'ADN de la population cellulaire est extrait et analysé par 
blot de Southern. 20 µg d'ADN cellulaire sont digérés par l'enzyme HindIII ou Bell. Les fragments 
générés sont séparés sur gel d'agarose 1 %. Le gel est ensuite transféré sur une membrane de nylon 
qui est hybridée avec une sonde radioactive préparée à partir du fragment BamHI-HindIII (nt 4632-
1656) du génome de polyome. 

B. Analyse des produits de recombinaison avec l'enzyme HindIII. La membrane est hybridée avec 
une sonde radioactive T moyen. Piste a: La lignée Hy2-ts5 est cultivée à 39°C jusqu'à ce que les 
cellules atteignent 50% de confluence. Les cellules sont ensuite transférées et maintenues à 33°C 
pendant 4 jours (i.e. une génération cellulaire). 20 µg d'ADN cellulaire sont déposés dans le puits. 
Piste b: Lignée Hy2-ts5 maintenue à 39°C. Piste c: La lignée Hy2-ts5 est cultivée à 39°C jusqu'à ce 
que les cellules atteignent 20% de confluence. Les cellules sont ensuite transférées et maintenues 
à 33°C pendant 7 jours (i.e. = quatre générations cellulaires). 20 µg d'ADN sont déposés dans le 
puits. Piste d: Même échantillon que la piste c sauf que 4 µg d'ADN sont déposés. 

C. Même analyse qu'en B sauf que la membrane est hybridée avec une sonde détectant le gène de 
l'actine. 
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Figure 17. Produits de recombinaison obtenus après un échange inégal entre chromatides-soeurs 

Structure des produits de recombinaison. Un échange inégal entre chromatides-soeurs produit une 
chromatide avec une addition d'ADN au niveau de l'insertpmt et une chromatide avec une délétion 
d'ADN. Les chromatides sont ségréguées dans deux cellules filles lors de la mitose. La chromatide 
avec addition présente un fragment Hindffi de 5.5 kb et contient un gène T moyen intact. Le 
produit avec une délétion génère un fragment Hindlll de 3,2 kb. Abréviation: ori, origine de 
réplication; H, Hindill. 
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la structure de l'insert recombiné peut provenir d'un échange inégal entre chromatides-soeurs. Ce 

type d'échange génère normalement deux produits réciproques. Ces produits sont répartis dans deux 

cellules filles lors de la division cellulaire et se distinguent par une addition ou une délétion d'ADN. 

Pour l'insert pmt, une addition d'ADN devrait produire un fragment Hindill de 5.5 kb tandis qu'une 

délétion devrait engendrer un fragment Hindill de 3.2 kb (figure 17). Étant donné qu'il y a sélection 

pour un gène T moyen intact dans les transformants spontanés, seulement le produit avec une 

addition est observé (non illustré}. Lorsque la lignée Hy2-ts5 est ~ultivée pendant ·une génération 

à 33°C (voir ci-haut), l'ADN est extrait et analysé avant que les cellules transformées n'envahissent 

le reste de la population cellulaire. Dans ces conditions, il n'y a pas de sélection pour l'événement 

de recombinaison et les deux produits devraient être observés. Or, on n'observe que le fragment 

de 5.5 kb (figure 16b, piste a). Le fragment de 3.2 kb attendu avec une délétion n'est jamais détecté. 

L'insert pmt avec une addition est aussi le seul produit observé lorsque les cellules sont exposées 

à 33°C pendant 3 à 4 divisions cellulaires (figure 16b, piste cet d). L'absence du produit de délétion 

indique que la recombinaison de l'insert pmt n'a pas lieu selon un mécanisme d'échange inégal entre 

chromatides-soeurs. Un mécanisme permettant d'expliquer le produit de recombinaison est présenté 

dans la discussion. 

IV. Étude de la recombinaison homologue dans la lignée HyS 

1. Description de la lignée cellulaire Hy5 

L'ADN de la lignée Hy5 a précédemment été extrait, digéré avec différents enzymes de 

restriction et analysé par blot de Southern afin de déterminer la structure de l'insert pmt (St-Onge, 

1989). Comme la lignée Hy2, la lignée Hy5 contient deux gènes T moyen défectueux intégrés de 



8 
B JI 

c 

conversion 
génique 

H 
1 

pmt-d/1 

H BH 
_l ___ ,,,~slssssl 1 ! 

B 

~zzzh11 

pmt-d/Z 

H 

• 1 

1------5927 bp-----l 

sonde sonde 

Figure 18. Recombinaison homologue dans la lignée HyS. 

65 

A. Structure de l'insert pmt avant recombinaison. Le gène pmt-dll contient une délétion de 30 ph 
(triangle inversé) réduisant les propriétés transformantes de T moyen. Cette délétion élimine 
également le site SstI au nucléotide 1373. Le gène pmt-d12 possède une délétion supprimant l'origine 
de réplication et les promoteurs viraux. Les deux gènes T moyen sont séparés par des séquences 
du vecteur pBR322 tandis que des séquences du vecteur pAT153 sont retrouvées en amont de la 
copie pmt-dll. Les séquences homologues entre les gènes T moyen sont illustrées en noir tandis que 
l'homologie entre les séquences plasmidiques est représentée par les boîtes hachurées. Les 
séquences du vecteur pAT153 sont identiques à celles du vecteur pBR322 sauf pour une délétion 
de 705 ph (triangle inversé). Abréviations: ori, origine de réplication; H, HindIII; S, Sstl. 

B et C. Recombinaison entre les séquences plasmidiques. Un échange réciproque entre les 
séquences plasmidiques provoque l'inversion de pmt-dll. L'inversion est détectée par l'apparition 
d'un fragment HindIII de 6682 ph. Le fragment est de 5927 ph lorsqu'il y a transfert de la délétion 
de 705 ph dans les séquences pBR322 par conversion génique. 
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façon stable dans le génome cellulaire (figure 18a). La première copie (pmt-dll) possède une 

délétion de 63 pb (nt. 746-809) éliminant l'intron de T moyen et une délétion de 30 pb (nt. 1367-

1397) provenant de la mutation dl-97. Malgré l'expression de cette copie (figure 23), les cellules 

maintiennent un phénotype normal, semblable à celui de la lignée FR3T3 car la mutation dl-97 

réduit les propriétés transformantes de l'antigène. La deuxième copie (pmt-dl2) possède une 

délétion qui élimine l'origine de réplication virale, les promoteurs viraux et les séquences 

correspondant aux 104 premiers acides aminés de T moyen. Cette copie n'est pas exprimée dans 

la cellule car le promoteur viral est absent. Les copies pmt-dll et pmt-dl2 sont séparées par des 

séquences du vecteur pBR322 tandis que des séquences du vecteur pA T153 sont retrouvées en 

amont de la copie pmt-dll. Une recombinaison entre les deux gènes défectueux devrait reconstituer 

un gène T moyen intact capable de transformer la cellule. 

L'insert pmt de la lignée Hy5 est différent de celui de la lignée Hy2. Dans Hy5, l'origine de 

réplication virale est située en amont de la première copie de T moyen tandis que dans Hy2, 

l'origine est située entre les deux gènes T moyen. De plus dans la lignée Hy5, on retrouve deux 

types de séquences homologues au niveau de l'insert pmt. Il existe une homologie entre les 

séquences des deux gènes T moyen et une homologie entre les séquences des vecteurs pBR322 et 

pAT153 puisque le vecteur pAT153 est identique au vecteur pBR322 sauf pour une délétion de 705 

pb entre les nucléotides 1647 et 2352 (Lusky et Botchan, 1981). Finalement, les séquences T moyen 

sont disposées dans la même orientation tandis que les séquences plasmidiques sont dans une 

orientation inversée. 
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2. Recombinaison spontanée 

Nous avons utilisé la méthode d'analyse de fluctuation Luria et Delbruck afin d'évaluer le taux 

de transformation spontanée de la lignée Hy5. La lignée a été ensemencée à raison de 20 cellules 

par puits Linbro de 6 mm et au total, 185 puits ont été observés pour un changement dans la 

morphologie des cellules. Après plusieurs semaines à confluence (Nr= 18000), nous avons détecté 

de la transfqrmation dans 43 puits, ce qui cor_respond à un taux de transformation spontanée de ~0-S 

événement par génération cellulaire. 

Le taux de recombinaison spontanée a été évalué en analysant l'ADN de la lignée Hy5 extrait 

après différents nombres de générations cellulaires (figure 19). Après 26 et 36 générations, la lignée 

possède un phénotype non transformé et on observe des fragments Hindill de 4.7 et 10.0 kb. Ces 

fragments correspondent à un insert pmt non recombiné. On remarque cependant l'apparition d'un 

fragment de 5.9 kb après 45 générations cellulaires. Ce fragment est le résultat d'une recombinaison 

entre les séquences plasmidiques (figure 18b ). La présence du fragment de 5.9 kb coïncide avec 

l'apparition de cellules transformées dans la lignée. Après 55 générations, les fragments de 4.7 et 

10 kb ne sont plus détectés et toutes les cellules de la lignée possèdent un phénotype transformé. 

Selon l'intensité du fragment de 5.9 kb à 45 générations, nous avons déterminé la proportion de 

cellules transformées ( <l>B) présentes dans la lignée pour ensuite calculer le taux de recombinaison 

spontanée selon la formule décrite ci-haut. Pour la lignée Hy5, nous avons estimé que le taux de 

recombinaison spontanée était de 10-5 événement par génération cellulaire. Ce taux est égal au taux 

de transformation spontanée calculé par la méthode de Luria et Delbruck. 

Afin d'étudier davantage la structure de l'insert recombiné, l'ADN provenant de 60 sous-clones 
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Figure 19. Analyse de la lignée HyS subissant la recombinaison spontanée. 

L'ADN de la lignée Hy5 est extrait après différentes générations cellulaires. 20 µg d'ADN 
cellulaire sont digérés par !'enzymes HindIII et les fragments générés sont séparés sur gel d'agarose 
1 %. Le gel est ensuite transféré sur une membrane de nylon et hybridé avec une sonde radioactive 
spécifique aux séquences du virus du polyome. L'insert pmt produit des fragments de 10 et 4, 7 kb. 
Après recombinaison, l'insert produit un fragment unique de 5.9 kb. 
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A. Analyse du transformant spontané cg-1. 20 µg d'ADN cellulaire sont digérés par les enzymes 
HincII+SstI et BamHI+SstI. Les fragments sont ensuite séparés sur gel d'agarose 1.2%. Le gel est 
ensuite transféré sur une membrane de nylon et hybridé avec une sonde radioactive spécifique aux 
séquences du virus du polyome. 

B. Structure de l'insert recombiné dans cg-1. La conversion génique de la délétion de 30 pb est 
caractérisée par l'apparition des fragments HincII +Sstl de 742 et 904 pb et la disparition du 
fragment de 1616 pb. L'analyse par les enzymes BamHI + Sstl confirme l'événement. Abréviations: 
ori, origine de réplication; He, HincII; B, BamHI; S, Sstl. 

Cet D. Analyse de la lignée Hy5 transfectée avec l'antigène grand T du virus du polyome. L'ADN 
des colonies transformées est analysé au moment où les cultures atteignent z27 générations 
cellulaires. Notez la présence du fragment HincII + Sstl de 904 pb et du fragment BamHI + Sstl de 
629 pb dans les lignées LT-48, LT-21 et LT26b. 
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transformés isolés au hasard à partir de la lignée Hy5 a été analysé par blot de Southern. Seulement 

un des transformants examinés contient un gène T moyen intact (lignée cg-1, figure 20). La lignée 

Hy5 non transformée possède un fragment Sstl de 804 pb qui provient du gène pmt-dl2. Le gène 

pmt-dll renferme une délétion de 30 pb qui élimine le site Sstl au nucléotide 1373 et produit des 

fragments Hincll-Sstl de 1616 et 1504 pb. Dans la lignée cg-1, l'apparition d'un fragment de 904 et 

742 pb ainsi que la disparition du fragment de 1616 pb indiquent la correction de la délét~on de 30 

pb et la restauration du site Sstl. Le gène pf!lt-dll corrigé produit un fragment de 742 pb au lieu 

de 804 pb car l'intron de T moyen est absent. L'analyse ·du sous-clone cg-1 avec d'autres enzymes 

de restriction a montré que les séquences plasmidiques situées entre les deux gènes T moyen sont 

conservées (non illustré). La reconstitution d'un gène T moyen intact n'est donc pas le résultat 

d'une recombinaison réciproque qui excise les séquences intercalaires. Le produit de recombinaison 

est plutôt compatible avec un événement de conversion génique. La copie pmt-d/2 vient corriger par 

recombinaison non-réciproque la délétion de 30 pb présente dans la copie pmt-dll pour reconstituer 

un gène T moyen intact capable de transformer la cellule. 

Dans les 59 autres sous-clones transformés, on n'observe jamais les fragments Hincll-Sstl de 742 

et 904 pb tandis que le fragment de 1616 pb est toujours présent. Ces résultats indiquent que la 

délétion de 30 pb n'a pas été corrigée et qu'il n'y a pas reconstitution d'un gène T moyen intact. On 

note cependant la présence d'un fragment HindIII unique de 6.6 ou de 5.9 kb dans chacun de ces 

sous-clones (figure 21). Des études subséquentes ont montré que le fragment de 6.6 kb provennait 

d'une recombinaison réciproque entre les séquences pBR322 et pA T153. Cette recombinaison 

provoque une inversion des séquences du gène pmt-dll. Le fragment de 5.9 kb est le résultat d'une 

conversion génique entre les séquences pAT153 et pBR322. Cette recombinaison non-réciproque 

provoque aussi l'inversion de pmt-dll et crée une délétion de 705 pb dans les séquences pBR322 
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Figure Analyse des transformants spontanés de la Hgnée Hy5 avec l'enzyme Hi.ndHI. 

20 µg d'ADN cellulaire est digéré par !'enzymes HindHI et les fragments générés sont séparés sur 
gel d'agarose 1 %. Le gel est ensuite transféré sur une membrane de nylon et hybridé avec une 

radioactive spécifique aux séquences du vims du polyome. La lignée Hy5 produit des 
fragments de 10 et 4.7 tandis que les transfomants génèrent un fragment unique ou 5.9 
kb. L'apparition du fragment de 6.6 kb indique un échange réciproque entre les séquences 
plasmidiques l'inversion de pmt-dll. Le fragment est de 5.9 kb lorsqu'il y a transfert de 

:séquences pBR322 par conversion génique. 
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(figure 18b). Finalement, l'ADN de 50 sous-clones non transformés de la lignée Hy5 a été analysé. 

Aucune recombinaison entre les séquences plasmidiques ou les séquences T moyen n'a été observée 

dans ces sous-clones (non illustré). Ce résultat confirme que le phénotype transformé est relié à 

l'inversion du gène pmt-dll. 

Pour expliquer le phénotype des 59 sous-clones qui ne restaurent pas un gène T moyen intact, 

nous avons examiné l'activité kinasique ass_ociée à l'antigène T. moyen dans deux transformants 

spontanés ayant subi une recombinaison entre les séqueQces plasmidiques et une inversion du gène 

pmt-dll. L'antigène T moyen forme un complexe avec le produit de l'oncogène cellulaire c-src 

(Courtneidge et Smith, 1984). Cette association stimule l'activité kinasique de c-src dans la cellule. 

Il existe une forte corrélation entre le niveau d'activité kinasique associée à l'antigène T moyen et 

le degré d'expression du phénotype transformé dans la cellule. L'activité kinasique est décélée lors 

d'une phosphorylation in vitro de T moyen (Schaffbausen et Benjamin, 1981b). On détecte peu 

d'activité dans le sous-clone non transformé Hy5-2 (figure 22b). Par contre, l'activité kinasique est 

très élevée dans les sous-clones transformés. L'expression du gène pmt-dll a également été vérifiée 

par immunoprécipitation des protéines marquées à la [35S]-méthionine et par protection de l'ARN 

T moyen aux ribonucléases. L'essai de protection consiste à hybrider l'ARN provenant du gène T 

moyen avec une sonde d'ARN complémentaire synthétisée in vitro (Zinn et al, 1983; Melton et al, 

1984). L'hydride est ensuite digeré avec les ribonucléases A et T1 afin d'éliminer les brins 

monocaténaires d'ARN. Les fragments d'ARN protégés par la sonde sont séparés sur un gel 

dénaturant d'acrylamide. L'ARN de T moyen est protégé par une sonde reconnaissant à l'extrémité 

5' du transcrit. Les deux sous-clones transformés ont produit plus d'antigène T moyen et plus de 

transcrit T moyen que le sous-clone non transformé (figure 22a et 23). On remarque que la lignée 

Hy5 non transformée et les sous-clones transformés produisent tous des transcrits de 336 et 331 nt. 



B c 
"° ,- m 

(") ('•) 
01 (') 

1- (\J 1-
(') u.S ,;., m (') 0) 0) a: >, >, 6. 6.. f-- 0: u_ I I !J) cry ::2 LL 

0J (') m 
L0 ,;., CTl '~"1 é >. >, Q_ o._ 

~ ::r: I w (Q 

(\J --i-.'.. 1..'... r.:. t-'.. 
m (j) m CJl 
1- 1- 1-- 1-
:?:'. ::?; :2 :::::! 

~-~ .. Il_,,,, LT 

lY'igu:re 2Z. Détection des antigènes tumrnrmux du vi:rus du polyome dans la lignée Hy5. 

A. Immunoprécipitatio:n de T moyen. Les protéines d'environ 2 x cellules sont 
marquées minutes avec la 35[SJ-méthionine et immunoprécipitées avec un anticorps spécifique 
pour les antigènes tumoraux de polyome. Les protéines sont ensuite séparées sur un gel 
polyacrylamide-SDS 12,5%. La position de l'antigène T moyen mutant de 56 kDa est indiquée. La 
première piste représente lignée cellulaire de rat FR3T3. La deuxième piste correspond à 
lignée Hy5 non-transformée. Hy5-13 est un sous-done ne aucune recombinaison en 
présence de l'antigène grand T. lignées et sp-3 sont des transformants spontanés de la 
lignée Hy5. Finalement, MT3-9 est une li&rnée rat transformée l'antigène T moyen du virus 
du polyome. 

B. Activité kinasique associée à l'antigène T moyen dans les transformants spontanés de Hy5. 
L'antigène T moyen d'environ 2 x 106 cellules est immunoprécipité avec un anticorps spécifique aux 
antigènes tumoraux de polyome. L'antigène est ensuite marqué lors d'une réaction de phosphoryla-
tion vitro en présence de [y-32P] ATP et est séparé sur un gel de polyacrylamide-SDS 12,5%. 

Activité kinasique de fa lignée FR3T3 transformée par pMT97. suite d'une transfection 
la lignée FR3T3 avec le plasmides pneor,/ff97, des colonies résistantes au G418 sont isolées et 
transférées dans des puits Linbro mm. Les colonies présentant une 
sont prélevées et propagées en culture. L'activité kinasique associée à T est alors déterminée 

la même qu'en B. immunoprécipitation de l'antigène T moyen a également été 
effectuée s'assurer qu'il y avait une quantité semblable entre les lignées 
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Figure 23. Niveau d'expression du gène pmt-dU dans les transformants spontanés de la lignée HyS. 

L'ARN cytoplasmique des transformants spontanés a été isolé selon la méthode au LiCl-Urée. 
20 µg d'ARN cytoplasmique a été hybridé avec une ribosonde de 493 nt marquée au 32P. La 
ribosonde comprend des nucléotides provenant du vecteur pSP72 et des nucléotides complémen-
taires à l'extrémité 5' du transcrit du gène pmt-dll. L'hydride ARN-ribosonde a ensuite été digéré 
pendant 30 minutes à 45°C en présence de 5 µg de ribonucléase A et 6 unités de ribonucléase T1. 

Les fragments d'ARN protégés ont été séparés sur un gel dénaturant d'acrylamide 4%. La lignée 
Hy5 non transformée ainsi que les transformants spontanés ont produit des transcrits de 336 et 331 
nucléotides correspondant aux deux sites d'initiation du gène T moyen. 
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Ces transcrits correspondent aux deux sites d'initiation des gènes précoces (voir l'introduction). 

Nous avons déjà mentionné que la mutation dl-97 réduit la propriété transformante de l'antigène 

T moyen. Dans des expériences complémentaires, la lignée de rat FR3T3 a été transfectée avec le 

plasmide pneoMT97. Ce plasmide contient le gène de sélection néo et le gène T moyen mutants dl-

97. Dans certains essais, le plasmide pLT97 est également introduit. Lorsque la protéine T moyen 

mutante est exprimée en grande quantité dans les cellules FR3T3, l'activité kinasique associée à 

l'antigène T moyen est élevée et les cellules adoptent une morphologie transformée (figure_ 22c). 

Ceci montre qu'une surproduction de l'antigène T moyen dl-97 induit la transformation des cellules. 

Nous concluons donc que l'inversion du gène pmt-dll augmente l'expression de la protéine T moyen 

mutante et induit la transformation cellulaire. 

3. Effet de l'antigène grand T du virus du polyome 

Nous avons vérifié si l'antigène grand T du virus du polyome peut induire une recombinaison 

au niveau de l'insert pmt de la lignée Hy5. Afin de ne pas confondre les événements de 

recombinaison induits par grand T avec les événements de recombinaison spontanée, la lignée Hy5 

a été régulièrement sous-clonée et les transfections ont été faites lorsque la lignée avait peu de 

générations cellulaires. La lignée Hy5 a été transfectée avec le plasmide pnéoL Tl qui contient le 

gène grand T du virus du polyome lié au marqueur de sélection néo. Suite à la transfection, les 

cellules ont été soumises à une sélection au G418 et des colonies résistantes ont été transférées 

après 15 jours dans des puits Linbro de 15 mm. Les colonies ainsi isolées ont été observées tous 

les deux jours pour l'apparition de foyers de cellules transformées. En moyenne, on note l'apparition 

de foyers de cellules transformées dans environ 20% des colonies transfectées avec le gène grand 

T (tableau 3). Aucun foyer n'est observé avec le gène néo seul. Ces observations sont faites avant 



Tableau3. Activ1té des mutants del' antiçiène grand T du 
virus du polyome dans la lignée Hy5 

Plosmide Mutation 
1 

Réplication Nbre de colonies 
transf ecté transf armées 

Exp 1 Exp 2 Exp3 Exp4 

pSVneo aucune + 0/1B 0/42 0/44 0/4B 

pneoLTl aucune + 10/30 B/46 B/4B 16/23 

pneoLTdl97 del 270-260 0/47 0/48 

pneoLTdl13 del 13-17 2144 6/4B 19/46 

pneoLT 13val Leu-13-+Val 27/47 

pneoL T 16val Leu-16-+ Val + 22/46 

Les colonies résistants au G41B ont été Isolées et transférées dans des putts 
Linbro de 15 mm. Les colonies ont ensuite été observées tous les 2 jours pour 
un changement dans la morphologie des cellules. Le nombre de colonies trans-
formées a été déterminée 10 jours après qu'elles aient atteint lo confluence. 
1 Position des acides aminées délétées ou modffiées dans l'antigène grand T. 

Exp5 

0/48 

4/46 

12/47 

5/47 

7/46 
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Figure 24. Analyse de la structure de l'insert pmt dans les cellules Hy5 transfectées avec 
l'antigène grand T du virus du polyome~ 

Après transfection de la lignée Hy5 par le plasmide pnéoLTl, des colonies résistantes au G418 ont 
été isolées et transférées dans des puits Linbro de 15 mm. Les colonies ont été désignées LT-1, 
LT-2, LT-3, etc. Elles ont été observées tous les deux jours pour l'apparition de foyers de cellules 
transformées. Un foyer provenant d'une colonie a été prélevé et propagé en culture. L'ADN 
cellulaire a été extrait au moment où la culture atteignait 27 générations cellulaires. 20 µg d'ADN 
cellulaire ont été digérés par l'enzyme Sstl et les fragments générés ont été séparés sur gel 
d'agarose 1.2%. Le gel a ensuite été transféré sur une membrane de nylon et hybridé avec une 
sonde radioactive spécifique aux séquences du virus du polyome. 

A et B. Analyse par l'enzyme Sstl. La reconstitution du site Sstl au nucléotide 1373 produit un 
fragment de 742 pb dû à l'absence de l'intron. Le fragment de 2968 pb (nt 1373 à 4341 de pnéoLTl) 
indique l'intégration du gène grand T dans le génome cellulaire. 

C. Analyse par l'enzyme Sstl des cellules Hy5 transfectées avec les mutants 13val et dl-13 de 
l'antigène grand T. 
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que les colonies atteignent 9 jours de confluence. Nous n'avons pas tenu compte des foyers qui sont 

apparus par la suite afin d'exclure les événements de recombinaison spontanée. 

Pour étudier les changements dans la structure de l'insert pmt, l'ADN de 32 foyers de cellules 

transformées a été extrait et examiné par blot de Southern. L'analyse des produits de recombinaison 

s'est révélée compliquée à cause du chevauchement entre les séquences du gène grand Tet celles 

de l'insert pmt. La présence d'un fragment Sstl de 2.9 kb dans tous les transformants indique 

cependant que le gène grand T s'est intégré de façon stable dans le génome cellulaire (figure 24a,b). 

Dans plusieurs transformants, on a remarqué des fragments provenant d'une recombinaison entre 

les séquences plasmidiques qui engendre une inversion des séquences T moyen (non illustré). Dans 

21 des 32 transformants, on note l'apparition d'un fragment Sstl de 742 pb typique d'une 

recombinaison entre les séquences T moyen. Cette recombinaison reconstitue un gène T moyen 

intact. Toutefois, seulement quelques uns de ces transformants (ex. LT-26b, LT-21; figure 20c,d) ont 

produit des fragments BamHI-Sstl et Hincll-Sstl de 629 pb et 904 pb compatibles avec un 

événement de conversion génique. Ce type de recombinaison non-réciproque corrige la délétion de 

30 pb du gène pmt-dll pour restaurer un gène intact. Dans la lignée LT-26b, on observe également 

une recombinaison réciproque entre les séquences plasmidiques qui inverse les séquences T moyen. 

Donc, grand T induit une recombinaison au niveau des deux types de séquences homologues 

présentes dans l'insert pmt. Le produit de recombinaison de plusieurs transformants n'a pu être 

identifié à cause de l'interférence provoquée par les séquences de grand T. Toutefois, la structure 

de certains de ces produits a été élucidée en étudiant les produits de la recombinaison induite par 

l'antigène grand T de SV40 (voir ci-dessous). Finalement, on remarque que l'antigène grand T ne 

provoque pas l'amplification des séquences virales dans les transformants analysés. 
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Nous avons également examiné l'effet des mutants de grand T inactifs dans l'initiation de la 

réplication virale (tableau 3). On observe aucune transformation lorsque le plasmide pnéoLTdl97 

est introduit dans la lignée Hy5. Donc, le mutant dl-97 est incapable d'induire de la recombinaison 

au niveau de l'insert pmt. Les mutants dl-13, 13val et 16val ont cependant provoqué de la 

recombinaison indépendamment de leur effet sur la réplication de l'ADN viral. L'ADN de huit 

colonies transformées avec dl-13 a été analysé par blot de Southern. Dans cinq transformants, on 

observe un fragment Sstl de 742 pb caractéristique d'un gène T moyen recontitué (figure 24c). 

Pareillement, sur cinq colonies transformées avec 13val, trois ont produit un fragment Sstl de 742 

pb. Ces résultats indiquent que les mutants d/13 et 13val inactifs dans la réplication de l'ADN viral 

sont aussi efficaces que l'antigène grand T de type sauvage dans l'induction de la recombinaison au 

niveau de l'insert pmt de la lignée Hy5. 

4. Effet de l'antigène grand T de SV40 

La lignée Hy5 a également été transfectée avec le gène grand T du virus SV40 lié au marqueur 

de sélection néo. L'événement de recombinaison ne peut pas être sélectionné selon la morphologie 

des cellules car l'antigène grand T de SV40 induit à lui seul la transformation néoplasique. Nous 

avons donc propagé en culture 44 colonies transformées et nous avons analysé leur l'ADN par blot 

de Southern au moment où elles atteignaient 25 générations cellulaires. Environ 50% des 

transformants examinés ont subi une recombinaison au niveau de l'insert pmt (tableau 4). Nous 

avons remarqué une recombinaison entre les séquences plasmidiques dans 13 transformants 

(fragment HindIII de 5.9 kb, figure 25a) tandis que la reconstitution d'un gène T moyen intact n'a 

été observée que dans 3 transformants. Finalement, nous avons noté des événements de 

recombinaison complexes au niveau de l'insert pmt dans cinq transformants (non illustré). La 



80 

A CO O> 0 
C') C\I C\I C') LO :> :> :> :> >.. :c Cl) Cl) Cl) Cl) 

r,;,,• 

kb 

.w-·~ 
~··- - ;-.10 .. 

B } 

0 LO ...... ~ "<t LO T"": O? ~ iq "<t .... «> C\I C\i C\i 0) 

C\i C\i C\i c( c( c( .... C\I C\I C\i ;;.: .... .... .... LO . . . :> . . :> . :> C\I . . . >.. > > > > > > > > > > :c Cl) Cl) Cl) Cl) Cl) Cl) Cl) en Cl) Cl) Cl) Cl) Cl) (/) bp 

.f,.., ~ .... + • _.804 ....... -.742 

Figure 25. Analyse des cellules HyS transformées par l'antigène grand T de SV40. 

Après transfection de la lignée Hy5 par le plasmide pSV2neo, des colonies transformées et 
résistantes au G418 sont isolées et transférées dans des puits Linbro de 15 mm. Les colonies sont 
désignées SV-1, SV-2, SV-3 etc. Les colonies sont propagées en culture et leur ADN est extrait et 
analysé par blot de Soutem avant qu'elles atteignent 27 générations. 20 µg d'ADN cellulaire sont 
digérés par différents enzymes de restriction et les fragments générés sont séparés sur gel d'agarose 
1 % et 1.2%. Le gel est ensuite transféré sur une membrane de nylon. La membrane est hybridée 
avec une sonde radioactive spécifique aux séquences du virus du polyome. 

A. Analyse des transformants par l'enzyme Hindlll. L'inversion du gène pmt-dll est détectée par 
l'apparition d'un fragment de 5.9 kb. 

B. Analyse par l'enzyme SstI des cellules Hy5 tansformées avec des mutants de l'antigène grand T 
de SV40 inactifs dans l'initiation de la réplication virale. Les transformants sont identifiés SV-2.1 
pour le mutant C6-2, SV-A.1 pour le mutant CS.A, SV-11.1 pour le mutant C11A et SV-22.1 pour 
le mutant T22. La reconstitution d'un gène T moyen intact est détectée par l'apparition du fragment 
de 742 pb dans les transformants SV-2.10, SV-A.27, SV-22.4, SV-22.9 et SV-11.9. 



Tableau 4. Activité des mutants de l'antigène grand T de SV40 
dans la lignée Hy5 

Plasmide Mutation Liaison è Activité Inversion T moyen Autre 
transf ecté l'origine hélicase de pmt-dll reconstitué 

pneo-SV2 aucun + + 13/44 3/44 5/44 

pneo-C6-2 Asn-153 Thr + 117 117 017 

pneo-CBA Lys-224 Glu + + 2/11 0/11 0/ 11 

pneo-C 11 A Pro-522 Ser + 18/37 0/37 0/37 

pneo-T22 His-203 Gln + 7/25 1/25 1/25 

Environ 1 a motié des colonies résistantes au G41 B possédaient une morphologie 
transformées. Certaines colonies cho1s1es ou hasard ont été propagées en culture 
L'ADN o été analysé au moment où les cultures atteignaient 25 génêrotions cellu-
!aires. 

Total 

21/44 

217 

2/11 

20/37 

9/25 

OO ..... 
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structure de l'insert recombiné n'a pu être identifiée dans ces transformants. 

En collaboration avec le Dr. Louise Bouchard, nous avons aussi étudié l'effet des mutants du 

grand T de SV40 défectueux dans l'initiation de la réplication virale. Contrairement aux résultats 

obtenus avec la lignée Hy2, les mutants C6-2, C8A, Cl lA et T22 ont tous induit une recombinaison 

au niveau de l'insertpmt de la lignée Hy5 (tableau 4). On détecte un fragment Sstl de 742 pb dans 

cinq transformants (figure 25b). Ce fragment est typique d'une recombinaison entre les séquences 

T moyen qui reconstitue un gène intact. Puisque les séquences provenant du gène grand T de SV40 

sont différentes de celles de l'insert pmt, les transformants ont été étudiés davantage avec plusieurs 

enzymes de restriction afin de définir le produit de recombinaison. Dans deux transformants (SV-

A.27 et SV-22.4), nous avons observé un événement de conversion génique semblable à celui 

observé dans le transformant spontané cg-1 (non illustré). Dans deux autres transformants (SV-2.10 

et SV-11.9), on détecte la présence d'un fragment Hindffi unique de 6.6 kb indiquant l'inversion 

des séquences T moyen (figure 26a). Ce résultat suggère une recombinaison entre les séquences 

plasmidiques se produisant avant ou après une conversion génique entre les séquences T moyen. 

Cependant, de tels événements devraient produire un fragment BamHI-ClaI de 2.6 kb et un 

fragment Bgll de 2.4 kb. Or, on observe un fragment BamHI-ClaI de 2.2 kb tandis que le fragment 

Bgll de 2.4 kb n'est pas détecté dans ces transformants. La présence d'un fragment Clal de 6.6 kb 

indique l'apparition d'un site Clal en amont du gène T moyen inversé (figure 26b ). Ces résultats 

suggèrent que le gène T moyen intact provient plutôt d'une recombinaison réciproque entre les deux 

copies défectueuses. Un mécanisme de recombinaison impliquant de l'échange inégale entre 

chromatides-soeurs est présenté dans la discussion afin d'expliquer la structure de l'insert 

recombiné. On n'a pas réussi à identifier le produit de recombinaison dans le transformant SV22.9. 
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Comme il a été mentionné plus haut, l'analyse des transformants avec l'antigène grand T du virus 

du polyome est incommodée par le chevauchement existant entre les séquences du gène grand T 

et celles de l'insert pmt. Toutefois, lorsque l' ADN de sept transformants est digéré avec les enzymes 

BamHI et Clal, on observe un patron de restriction comparable à celui décrit ci-haut (non illustré). 

L'antigène grand T du virus du polyome peut donc induire de la recombinaison réciproque ainsi 

que de la recombinaison non réciproque (i.e. conversion génique) entre les séquences T moyen pour 

reconstituer un gène intact. 

V. Effet de la méthylation sur la recombinaison homologue 

Nous avons montré antérieurement que la lignée Hy5 subit une recombinaison spontanée au 

niveau de l'insertpmt après 45 générations cellulaires. Cette recombinaison induit la transformation 

de la cellule donc, nous avons régulièrement sous-cloné la lignée afin que les cellules transformées 

n'envahissent pas les cellules normales. Lors de cette étape, nous avons isolé deux sous-clones (Hy5-

13, Hy5-D) qui ont maintenu une morphologie normale après plus de 100 générations en culture. 

Aussi, aucune transformation n'est détectée lorsque les sous-clones sont transfectés avec le gène 

grand T du virus du polyome (tableau 5). L'antigène grand T est donc incapable d'induire la 

recombinaison homologue au niveau de l'insert pmt de ces sous-clones. 

Les sous-clones Hy5-13 et Hy5-D ont été étudiés davantage afin de découvrir ce qui empêche la 

recombinaison de se produire. Des analyses de l'ADN par blot de Southern ont montré que l'insert 

pmt était toujours présent et n'avait subi aucune modification dans sa structure (non illustré). 

Toutefois, on remarque un patron de restriction différent lorsqu'on utilise des enzymes sensibles 

à la méthylation des résidus cytosines de l'ADN. Seuls les résultats obtenus avec la lignée Hy5-13 



Tableau S. Activité des mutants del' antigène grand T du 
virus du polyome différents sous-clones de le 
lignée HyS 

Plesm1de Lignée cellulaire 
trensf ecté Hy5-4 HyS-13 Hy5-D 

p5V2neo 0/48 0/14 0/23 

pneo-LT 1 4/46 0/36 0124 

pneo-LTdl 13 12/47 0/38 0/20 

pneo-L T 13val 5/47 0/48 

pneo-L T 16val 7/48 0/45 

Les colonies résistents au G418 ont été isolées et trensférées dans des puits 
Linbro de 15 mm. Les colonies ont ensuite été observées tous les 2 jours pour 
un chengement dans la morphologie des cellules. Le nombre de colonies trens-
formées a été déterminée 1 o jours eprès qu'elles eient atte1nt la confluence. 
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Figure 27. Analyse du degré de méthylation de l'insert pmt dans le sous-clone HyS-13. 
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A. Analyse par les enzymes Sstl +Sali et Sstl + Hincll. 20 µg d'ADN cellulaire sont digérés par les 
différents enzymes de restriction et les fragments générés sont séparés sur gel d'agarose 1.2%. Le 
gel a ensuite été transféré sur une membrane de nylon et hybridé avec une sonde radioactive 
spécifique aux séquences du virus du polyome. L'enzyme Sali ne coupe pas l'ADN lorsque les 
résidus CpG sont méthylés tandis que l'activité de l'enzyme HincII n'est pas affectée par la 
méthylation. L'absence des fragments Sstl +Sail de 1616 et 1504 ph indique la méthylation des sites 
Sail au niveau de l'insert pmt du sous-clone Hy5-13. 

B. Analyse par les enzymes MspI et HpaII. Les fragments ont été séparés sur un gel d'agarose de 
2%. L'enzyme HpaII est sensible à la méthylation des résidus CpG. 

C. Structure de l'insert pmt dans la lignée Hy5. Les séquences homologues entre les deux gènes T 
moyen sont illustrées en noir. Les séquences plasmidiques sont représentées par une ligne pleine. 
Les lignes orientées vers le bas correspondent aux sites HpaII/MspI. Abréviations: ori, origine de 
réplication; A, Aval; He, HincII; S, Sstl; Sa, SalI. 
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sont illustrés (figure 27). Les enzymes Sali et HpaII sont des enzymes qui ne coupent pas l'ADN 

lorsque la cytosine d'un résidu CpG est méthylée tandis que les enzymes HincII et Mspl digèrent 

aux mêmes endroits, mais ne sont pas affectés par la méthylation. L'insert pmt de la lignée Hy5 pos-

sède deux sites Sall/HincII et 46 sites Hpall/Mspl. Nous avons comparé le degré de méthylation 

entre les sous-clones Hy5-13 et un sous-clone d'Hy5 dont l'insert s'est recombiné après 45 

générations cellulaires (Hy5-4). On observe des fragments Sstl-Sall de 1616 pb et 1504 pb dans la 

lignée Hy5-4 tandis que ces fragments sont absents dans la lignée Hy5-13 (figure 27a). La lignée 

Hy5-13 a pourtant produit ces fragments par digestion avec les enzymes Sstl-HincII. Des 

observations semblables ont été réalisées avec la lignée Hy5-D (non illustré). La digestion de l'ADN 

de la lignée HyS-13 avec l'enzyme Mspl a produit des fragments inférieurs à 700 pb tandis que ces 

fragments sont absents lorsque l'enzyme HpaII est utilisé (figure 27b ). Nous concluons donc que 

l'ADN de l'insertpmt est fortement méthylé dans les lignées Hy5-13 et Hy5-D. 

Plusieurs études ont montré une corrélation entre le degré de méthylation des résidus CpG et 

l'expression des gènes (Jaenisch et Jahner, 1984; Cedar, 1988; Renzo et al., 1989). D'autres études 

ont évoqué la possibilité que la transcription d'un gène stimule la recombinaison (Thomas et 

Rothstein, 1989; Nickoloff et Reynold, 1990; Martin et al, 1991; Schlissel et al., 1991). Nous avons 

donc étudié l'expression du gène pmt-dll dans les lignées Hy5-13 et Hy5-D par immunoprécipitation 

des protéines marquées à la (35S]-méthionine et par protection des transcrits T moyen aux 

ribonucléases. Comme on peut le voir dans la figure 22, on n'observe pas d'antigène T moyen ou 

d'activité kinasique associée à T moyen dans la lignée Hy5-13 tandis que la lignée Hy5-D ne produit 

pas de transcrit T moyen (figure 23). Le gènepmt-dll n'est donc pas exprimé dans les lignées Hy5-

13 et Hy5-D. Nos résultats suggère que la méthylation exerce une influence négative sur la 

transcription et la recombinaison de l'insert pmt. 
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Nous avons exposé la lignée Hy5-13 à différentes concentrations de 5-azacytidine dans le but de 

modifier le dégré de méthylation de l'insert pmt. La 5-azacytidine provoque l'apparition de sites 

déméthylés dans le génome cellulaire. Ce composé est un analogue de la cytidine et il est incorporé 

dans l'ADN à la place de la cytidine. Toutefois, la 5-azacytidine ne peut pas être méthylé en 

position 5' car elle contient un atome d'azote au lieu d'un atome de carbone (Taylor et Jones, 1979). 

À la suite de traitements avec 3, 10 et 20 µM de 5-azacytidine, on détecte l'apparition de plusieurs 

foyers de cellules transformées dans la lignée Hy5-13. L'analyse de l'ADN génomique de plus de 

. 10 transformants n'a révélé aucune recombinaison et aucun changement dans le degré de 

.· méthylation de l'insert (non illustré). Nous croyons que la transformation observée dans la lignée 

Hy5-13 est le résultat de la déméthylation d'oncogènes cellulaires. En effet, des études ont montré 

que la 5-azacytidine induit la transformation des cellules en activant l'expression de différents proto-

oncogènes cellulaires (Hsiao et al, 1984; 1985). 
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DISCUSSION 

Dans le but de comprendre le rôle de l'antigène grand T dans la recombinaison homologue, nous 

avons établi deux lignées cellulaires de rat contenant un tandem tête-à-queue de gènes T moyen 

défectueux pour la transformation néoplasique. Nous avons nommé ces lignées Hy2 et Hy5. Une 

recombinaison homologue entre les deux copies T moyen devrait reconstituer un gène intact, 

capable de transformer la cellule. L'avantage d'étudier la recombinaison entre deux gènes T moyen 

plutôt que deux gènes néo (Thomas et al, 1986) ou deux gènes tk (Liskay et al., 1984) est que le 

phénotype transformé des cellules permet de détecter les événements de recombinaison sans avoir 

recours à une sélection avec des agents cytotoxiques. La structure des séquences virales peut alors 

être analysée dans l'ensemble de la population cellulaire et la recombinaison peut être étudiée en 

absence de sélection. 

Recombinaison spontanée 

Dans la lignée Hy2, nous avons évalué le taux de recombinaison spontanée de l'insert pmt à 

environ 10-7 événement par génération cellulaire. Dans la lignée Hy5, le taux est de 10-5 événement 

par génération. Ces taux sont semblables aux taux de recombinaison observés entre deux gènes tk 

ou néo (Bollag et al, 1989). La divergence entre le taux de la lignée Hy2 et celui de la lignée Hy5 

peut provenir du fait que l'insert pmt dans Hy5 possède de l'homologie entre les séquences 

plasmidiques et entre les séquences T moyen. L'insert pmt dans Hy2 ne possède de l'homologie 

qu'entre les séquences T moyen. Il est possible que la position de l'insert dans le génome cellulaire 

influence également le taux de recombinaison spontanée. En effet, il a été démontré que les 

propriétés spécifiques d'une région d'ADN telles que la structure de la chromatine et l'activité 
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transcriptionnelle affectent la fréquence de recombinaison des gènes d'immunoglobulines (Blackwell 

et al, 1986; Persiani et Selsing, 1989; Schlissel et al, 1991; Martin et al, 1991) et la fréquence de 

recombinaison homologue chez la levure (Voelkel-Meiman et al, 1987; Thomas et Rothstein, 1989). 

La disponibilité de séquences homologues non interrompues et contiguës, la taille de l'insertion ou 

la délétion à être corrigée et la distance entre les séquences homologues sont également des 

paramètres influençant le taux de recombinaison homologue dans des cellules de mammifère 

.(Rubnitz et Subramani, 1986; Letsou et Liskay, 1987; Waldman et Liskay, 1988). 

L'analyse de l'ADN génomique de cellules transformées spontanément a permis d'identifier la 

structure de l'insert pmt recombiné. Dans la lignée Hy2, la recombinaison reconstitue un gène T 

moyen intact entre les deux copies défectueuses de l'insert pmt (figure 6c). Dans la lignée Hy5, un 

seul transformant sur un total de 60 analysés possède un gène T moyen intact. Nous avons montré 

que le gène intact est le résultat d'un événement de conversion génique (voir plus bas). Dans les 

59 autres lignées, nous avons observé une recombinaison réciproque entre les séquences 

plasmidiques provoquant l'inversion du gène pmt-dll. Le taux de recombinaison entre les séquences 

plasmidiques (10·5 événement) est donc d'environ 60 fois plus élevé que le taux de conversion 

génique reconstituant un gène T moyen intact (1.7 x 10·7 événement). On remarque que l'inversion 

du gène pmt-dll provoque un changement dans la morphologie des cellules semblable à la 

transformation cellulaire. Cette transformation est surprenante car il n'y a pas reconstitution d'un 

gène T moyen. Nous avons montré que cette transformation était due à une augmentation 

d'expression du gène défectueux. Le gène pmt-dll contient la mutation dl-97 qui réduit les 

propriétés transformantes de T moyen. Cependant, une surproduction de la protéine dl-97 provoque 

la transformation de la cellule. Nos résultats n'ont pas permis d'expliquer pourquoi l'inversion de 

pmt-dll active son expression. Il est possible que la recombinaison entre les séquences plasmidiques 
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modifie la structure de la chromatine pour augmenter la transcription du gène. L'inversion pourrait 

également positionner le promoteur précoce près d'un élément cellulaire ayant un effet positif sur 

l'expression du gène mutant. 

Effet de l'antigène grand T 

Nos résultats ont montré que l'antigène grand T du virus du polyome induisait une recom"inaison 

à haute fréquence au niveau de l'insert pmt des lignées Hy2 et Hy5. L'antigène grand T augmente 

de 10 000 à 1 000 000 de fois le taux de recombinaison de l'insert. Dans la lignée Hy2, l'antigène 

grand T stimule la reconstitution d'un gène T moyen intact capable de transformer les cellules. 

Cependant, les produits de recombinaison n'ont pu être identifié car l'analyse de la structure de 

l'insert recombiné présentait des difficultés à cause de l'interférence des séquences du gène grand 

T. De plus, nous avons remarqué que l'antigène grand T provoquait une amplification des séquences 

de l'insert pmt. Nous avons obtenu des résultats inattendus lorsque le gène codant pour la protéine 

grand T de SV40 a été introduit dans la lignée Hy2. Les antigènes grand T de SV40 et de polyome 

possèdent certaines propriétés analogues et des besoins semblables en ce qui concerne leur 

spécificité de se fixer à l'ADN (Pipas, 1992). L'antigène grand T de SV40 est capable de fixer les 

sites normalement reconnus par l'antigène grand T du virus du polyome (Pomerantz et Hassell, 

1984; Scheller et Prives, 1985). Toutefois, les deux antigènes ne sont pas interchangeable dans 

l'initiation de la réplication de leur génome viral (Bennett et al., 1989). Il est probable que la 

réplication de l'ADN viral nécessite des facteurs permissifs spécifiques à l'espèce tels que 

l'association à l'ADN polymérase a-primase ou l'association de protéines cellulaires à ce complexe 

(Murakami et al, 1986a; 1986b). Nos résultats montrent que les antigènes grand T du virus du 

polyome et de SV40 sont interchangeables dans la recombinaison. De plus, l'antigène grand T de 
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SV40 facilite l'analyse du produit de recombinaison car son gène n'interfère pas avec les séquences 

de l'insert pmt et il n'induit pas l'amplification des séquences virales. Plus de la moitié des colonies 

transformées par l'antigène grand T de SV40 présentent un produit de recombinaison identique à 

celui observé dans les transformants spontanés, c'est-à-dire une duplication de 5,6 kb d'ADN entre 

les deux copies défectueuses de T moyen (figure 11). 

Afin de définir l'événement de recombinaison indùit par l'antigène grand T du virus du polyome, 

nous avons établi la lignée Hy2-ts5. Cette lignée possède un insert plt produisant une protéine grand 

T thermosensible. Un transfert pour aussi peu que 24 heures à la température permissive produit 

une protéine grand T fonctionnelle capable de provoquer de la recombinaison au niveau de l'insert 

pmt. La lignée Hy2-ts5 permet l'étude du produit de recombinaison avant l'amplification des 

séquences virales. Nous avons montré que la structure de l'insert pmt recombiné était semblable à 

celle observée dans les transformants spontanés et les transformants de SV40. L'antigène grand T 

a également occasionné une recombinaison réciproque au niveau de l'insert plt éliminant une des 

copies du gène grand T ts-a. 

Plusieurs études ont montré que le génome intégré du virus du polyome peut subir une 

amplification ou une excision dans des cellules transformées (Botchan et al, 1979; Pellegrini et al, 

1984; Bourgaux et al, 1982). Ces deux phénomènes nécessitent la présence d'un antigène grand T 

fonctionnel ainsi qu'une région d'homologie à l'intérieur des séquences virales intégrées (Miller et 

al, 1984). Cette homologie provient d'une duplication partielle ou complète du génome viral lors 

de son intégration dans le génome cellulaire. Botchan et collaborateurs (1979) ont proposé un 

modèle par lequel l'antigène grand T initie une réplication multiple à l'origine virale pour générer 

des séquences amplifiées d'ADN organisées en structure de pelure d'oignon. Cette structure 
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représenterait un substrat favorable à la recombinaison homologue, permettant une amplification 

ou une excision des séquences virales. Des expositions de la lignée Hy2-ts5 durant différentes 

périodes de temps à la température permissive ont permis l'analyse de l'amplification induite par 

l'antigène grand T. L'analyse de l'ADN des cellules transformées révèle que l'amplification se 

produit par additions consécutives de 5.6 kb d'ADN. Cette addition a toujours lieu entre les deux 

copies défectueuses de T moyen. Nous suggérons que l'amplification provient de duplications 

consécutives du· gène T moyen inta~t. Comme nous le verrons p~us loin, l'amplification au niveau 

de l'insert pmt. n'est pas le résultat d'une réplication multiple à l'origine virale mais provient 

d'événements de recombinaison successifs induits par grand T. 

Dans la lignée Hy5, l'antigène grand T induit différents événements de recombinaison au niveau 

de l'insert pmt. Dans plusieurs lignées transformées, on détecte une recombinaison entre les 

séquences plasmidiques de l'insert engendrant l'inversion des séquences T moyen. L'antigène grand 

T provoque donc une recombinaison entre des séquences autres que les séquences T moyen. 

Néanmoins, dans plus de la moitié des lignées analysées, on remarque une recombinaison entre les 

séquences T moyen reconstituant un gène T moyen intact. Aucune amplification des séquences 

virales n'a été détectée parmi les lignées analysées. Ce résultat démontre que la reconstitution du 

gène intact n'est pas le produit d'une amplification selon le modèle de la pelure d'oignon. La 

restauration d'un gène T moyen intact est plutôt le résultat d'échange inégal entre chromatides 

soeurs, de conversion génique et d'événements de recombinaison complexes (voir plus bas). 

L'antigène grand T de SV40 induit des événements de recombinaison semblables à ceux observés 

avec l'antigène grand T du virus du polyome. 
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Jasmin et collaborateurs (1985) ont noté une recombinaison à haute fréquence entre un génome 

mutant de SV40 transfecté et les séquences SV40 endogènes de la lignée COS. Sans écarter 

totalement cette possibilité, plusieurs observations suggèrent que la reconstitution d'un gène T 

moyen intact ne provient pas d'une recombinaison entre l'insert pmt et le gène grand T transfecté. 

Premièrement, les séquences du gène grand T ne sont jamais observées à l'intérieur de l'insert pmt. 

Au niveau de l'insert pmt de la lignée Hy5, les séquences T moyen se terminent au nucléotide 1656 

du génome de polyome tandis que les séquences du gène grand T transfecté s'arrêtent au nucléotide . . . 

4632. Une recombinaison entre le gène grand T et l'insert produirait un gène T moyen intact se 

terminant au nucléotide 4632 et un gène grand T tronqué s'arrêtant au nucléotide 1656. Or, ces 

produits n'ont jamais été détectés dans les transformants analysés. Deuxièmement, dans la lignée 

Hy2-ts5, les séquences du gène grand T sont intégrées de façon stable dans le génome cellulaire et 

subissent une recombinaison qui est indépendante de celle observée au niveau de l'insert pmt. 

Finalement, l'antigène grand T de SV40 induit les mêmes produits de recombinaison que l'antigène 

grand T de polyome malgré le fait que son gène n'est pas homologue aux séquences de l'insert pmt. 

Mécanisme de recombinaison 

Le produit de recombinaison observé dans la lignée Hy2 est compatible avec un échange inégal 

entre chromatides soeurs. Toutefois, ce mode de recombinaison génère deux produits réciproques, 

ségrégués dans deux cellules filles lors de la division cellulaire (figure 17). Les produits se 

distinguent par une addition ou une délétion d' ADN au niveau de l'insert pmt. Puisque l'événement 

de recombinaison peut être détecté sans utiliser un agent cytotoxique, on peut analyser l'état de 

l'insert pmt dans l'ensemble de la population cellulaire sans sélectionner un produit particulier. 

Lorsque la lignée Hy2-ts5 est transférée à la température permissive pendant une seule génération 
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cellulaire, le produit avec une délétion n'est jamais observé dans la population. Nous concluons que 

l'événement de recombinaison détecté dans la lignée Hy2 n'est pas un échange inégal entre 

chromatides soeurs. 

Plusieurs études suggèrent que la recombinaison intramoléculaire dans les cellules de mammifère 

est un processus non-conservateur. Lorsqu'une molécule d'ADN possédant des répétitions directes 

subit une recombinaison intramoléculaire, seulement un des deux produits réciproques est observé 

(Chakrabarti et Seidman, 1986). Sternberg et collaborateurs obtiennent des conclusions semblables 

lors de la résolution d'une molécule contenant deux gènes tk (Lin et al, 1984). Ces auteurs 

proposent un modèle par lequel une lésion entre les deux gènes crée un environnement favorable 

à la recombinaison. Cette lésion favorise une dégradation bidirectionnelle de l'ADN par une exo-

nucléase 5'-3', exposant ainsi des brins d'ADN complémentaires. À la suite de l'appariement des 

brins complémentaires, les séquences non-appariées sont éliminées par une endonucléase qui coupe 

l'ADN à la jonction des régions appariées et non-appariées. La synthèse d'ADN aux intervalles 

monocaténaires de la molécule reconstitue un gène tk intact. Nos résultats sont en accord avec un 

tel mode de recombinaison non-conservateur. Afin d'interpréter l'effet de l'antigène grand T dans 

la recombinaison des séquences virales de la lignée Hy2, nous proposons les modèles illustrés à la 

figure 28. 

Dans le premier modèle, l'antigène grand T reconnaît et se fixe aux séquences G~GGC présentes 

dans l'origine de réplication. Grâce à son activité hélicase, il provoque l'ouverture de l'ADN double 

brin sans initier la synthèse de l'ADN (b ). Un mauvais appariement des séquences T moyen 

homologues à la suite d'un glissement des brins (c) produit deux boucles d'ADN monocaténaire 

(Slipped-strand mispairing). Chacune des boucles contient une copie monocaténaire du gène T 
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moyen ainsi que les séquences séparant les deux gènes. Une délétion est produite si les enzymes 

du système de réparation de l' ADN excisent les boucles. Toutefois, une lésion par une endonucléase 

sur le brin opposé à la boucle produit une structure avec des intervalles d'ADN monocaténaire. La 

synthèse d'ADN à l'endroit des intervalles, par les enzymes impliquées dans la réparation de l'ADN, 

résulte en une addition de 5.6 kb d'ADN contenant un gène T moyen intact ( d). Cette addition se 

fait entre les deux gènes défectueux de l'insert. Le mécanisme de "slipped-strand mispairing'' a déjà 

été proposé pour expliquer la production de petites délétions au niveau du gène lac I de E.coli 

(Farabaugh et Miller, 1978), du gène de la fi-globine humaine (Efstratiadis et al, 1980) et de la 

production de courtes répetitions lors de l'évolution du génome des eucaryotes (Levinson et 

Glutman, 1987). 

Dans le second modèle, grand T se lie à l'origine de réplication et il y a synthèse d'ADN (f). Un 

échange inégal entre les brins bicaténaires naissants (f) reconstitue un gène T moyen intact et 

permet d'obtenir la structure observée dans les cellules après recombinaison ( d). Ce modèle de 

recombinaison n'engendre pas de produit réciproque car la structure (g) est mitotiquement instable 

et le produit avec délétion est perdu lors de la division cellulaire (h). 

Ces deux modèles sont semblables du point de vue de leur mécanisme. Ils impliquent tous deux 

un mauvais appariement entre les copies défectueuses de T moyen. Toutefois dans le second 

modèle, l'antigène grand T initie une synthèse d'ADN à l'origine virale. Les deux modèles peuvent 

également générer un produit avec une délétion au lieu d'une duplication des séquences de l'insert. 

Toutefois, nous ne savons pas pourquoi le produit avec délétion n'est jamais observé dans la lignée 

Hy2. 
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Dans la lignée Hy2-ts5, l'amplification des séquences virales provoque toujours une addition de 

5.6 kb d'ADN ou d'un de ses multiples entre les deux copies défectueuses de T moyen. Le modèle 

de la structure en pelure d'oignon ne permet pas d'expliquer cette addition successive de 5.6 kb 

d'ADN. Nous suggérons plutôt que l'antigène grand T provoque une amplification des séquences 

de l'insert pmt en induisant des événements successifs de "slipped-strand mispairing" ou d'échange 

inégal au niveau de l'insert. Chaque événement ajoute 5.6 kb d'ADN à l'insert et reconstitue un 

gène T moyen intact additionnel au niveau de l'insert. 

Dans la lignée Hy5, différents produits de recombinaison sont observés au niveau de l'insert pmt. 

Certains de ces produits sont le résultat d'événements complexes que nous n'avons pu identifier. 

Cependant dans certaines lignées transformées, on détecte des événements de conversion génique 

et d'échange inégal entre chromatides soeurs. Lors de la conversion génique (figure 29), les brins 

de la copie pmt-d/2 envahissent la copie pmt-dll pour former deux hétéroduplexes (a). Puisque le 

brin provenant de la copie pmt-d/2 ne possède pas la délétion de 30 ph, il y a formation d'une 

boucle à l'endroit du mauvais appariement. Les systèmes cellulaires d'excision et de réparation de 

l' ADN viennent corriger la délétion de 30 ph en utilisant le brin de pmt-d/2 comme matrice (b ). La 

résolution de la structure permet la restauration d'un gène T moyen intact produisant un fragment 

Sstl de 742 ph (c). La copiepmt-d/2 conserve son intégrité et produit un fragment de 804 ph. 

Nous avons aussi identifié un produit de recombinaison suggérant un échange inégal entre 

chromatides-soeurs. La restauration d'un gène T moyen est le résultat de deux événements de 

recombinaison. Dans un premier temps, une recombinaison réciproque entre les séquences 

plasmidiques provoque l'inversion de la copie pmt-dll sur une des chromatides (figure 30b). Il y a 

ensuite une recombinaison réciproque entre la copie pmt-dll inversés et la copie pmt-d/2 de la 
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Figure 29. Conversion génique au niveau de l'insert pmt de la lignée HyS. 

Le mécanisme est décrit en détails dans la discussion. Les brins du gène pmt-dll sont illustrés en 
bleu tandis que les brins du gène pmt-d/2 sont en rouge. L'ADN nouvellement synthétisé est en 
jaune. La délétion de 30 ph est représentée par le triangle inversé. Abréviations: ori, origine de 
réplication; S, Sstl. 
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Figure 30. Échange inégal entre chromatides-soeurs au niveau de l'insert pmt de la lignée HyS. 

A. Échange inégal entre le gène pmt-dl2 d'une chromatide et le gène pmt-dll inversé de l'autre 
chromatide. Cette recombinaison produit un chromosome dicentrique et un fragment acentrique. 
L'orientation des gènes T moyen est indiquée par les flèches. 

B. Recombinaison réciproque entre pmt-dll et pmt-dl2. Cette recombinaison a lieu après l'inversion 
du gène pmt-dll sur une des chromatides. 
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chromatide-soeur pour reconstituer un gène T moyen intact (figure 30a ). Cette recombinaison incite 

la perte d'un fragment acentrique formant ainsi un chromosome dicentrique. Ce mécanisme permet 

d'expliquer l'apparition du site Clal en amont du gène T moyen intact. Les résultats obtenus avec 

les lignées Hy2 et Hy5 démontrent que le mécanisme de recombinaison induit par grand T diffère 

d'une lignée à l'autre. Nous croyons que cette différence est reliée à la structure initiale et à la 

position de l'insert dans le génome cellulaire. 

Fonctions de grand T impliquées dans la recombinaison 

Afin de caractériser la fonction de grand T responsable de l'induction de la recombinaison 

homologue, différents mutants des antigènes grand T du virus du polyome et de SV40 ont été 

introduits dans les lignées Hy2 et Hy5. Nos résultats avec les mutants dl-8 et dl-141 montrent que 

la liaison entre l'antigène grand T et la protéine Rb n'est pas nécessaire pour l'induction de la 

recombinaison. Nous avons également étudié l'effet de mutants inactifs dans l'initiation de la 

réplication virale. Les mutants dl-13 et 13val ont induit la recombinaison au niveau des inserts pmt 

tandis que les mutants dl-97 et ./J.300 se sont avérés inactifs. Les mutations dl-13 et 13val sont 

localisées dans le premier exon du gène grand T. Le premier exon de l'antigène grand T du virus 

du polyome possède une certaine homologie avec celui de l'antigène grand T de SV40. Une étude 

récente a montré que le premier exon de l'antigène grand T de SV40 contenait un domaine 

permettant l'association avec l'ADN polymérase a (Dornreiter et al, 1990). On peut penser que les 

mutations dl-13 et 13val abolissent également l'association entre l'antigène grand T du virus du 

polyome et l'ADN polymérase ex. Cette association ne serait donc pas essentielle à l'induction de 

la recombinaison homologue. Les résultats obtenus avec les mutants dl-13 et 13val confirment 
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également que la recombinaison de l'insert pmt des lignées Hy2 et Hy5 ne se produit pas selon le 

modèle de la pelure d'oignon. 

Le mutant dl-97 est inactif dans la réplication virale et il est incapable d'induire la recombinaison 

dans les lignées Hy2 et Hy5. Cette mutation est située près d'un domaine qui assure la liaison de 

l'antigène grand T à l'ADN. Il est donc possible que le mutant dl-97 n'induise pas la réplication, ni 

la recombinaison parce qu'il est incapable de se fixer à l'origine de réplication virale. Or, nos 

résultats montrent qu'il peut former une liaison spécifique avec l'origine virale. Nous suggérons 

qu'une fonction autre que la liaison à l'ADN empêche le mutant dl-97 d'initier la réplication et 

d'induire la recombinaison. Toutefois, nous ne connaissons pas la nature de cette fonction. 

Nous avons aussi étudié l'effet de différents mutants de SV40 inactifs pour l'activité hélicase et 

la liaison à l'origine de réplication. Ces mutants ont été incapables de provoquer la recombinaison 

au niveau de l'insert pmt de la lignée Hy2. Toutefois, ils ont tous induit la recombinaison dans la 

lignée Hy5. Nous concluons que la liaison à l'origine ainsi que l'activité hélicase de grand T sont 

nécessaires pour initier la recombinaison dans la lignée Hy2. Toutefois ces propriétés sont 

insuffisantes car le mutant C8A est demeuré inactif dans la recombinaison bien qu'il possède des 

activités hélicase et de liaison à l'origine. Dans la lignée Hy5, nous avons constaté que les fonctions 

d'hélicase et de liaison à l'ADN n'étaient pas nécessaires pour induire la recombinaison. Nous 

attribuons ceci au fait que la structure de l'insert et les mécanismes permettant la recombinaison 

dans les lignées Hy2 et Hy5 sont différents. Différents mécanismes de recombinaison impliqueraient 

différentes fonctions de grand T. 
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Recombinaison et méthylation 

Nous avons isolé deux sous-clones de la lignée Hy5 ne subissant aucune recombinaison en 

présence de l'antigène grand T. L'analyse de l'ADN cellulaire révèle une forte méthylation des 

résidus CpG au niveau des séquences plasmidiques de l'insert pmt. De plus, aucune transcription 

n'a été détectée au niveau de l'insert. Des études récentes suggèrent que la méthylation de l'ADN 

influence la recombinaison ifltrachromosomique (Schwartz et Dennis, ·1986; Puch ta et al, 1992). Une 

corrélation existe également entre le degré de méthylation des résidus CpG et l'expression des 

gènes (Cedar, 1988, et références s'y rapportant). Renzo et collaborateurs (1989) ont montré que 

la méthylation d'une séquence riche en résidus CpG placée devant le gène T moyen diminue la 

transcription du gène. Nos résultats suggèrent une telle relation entre la méthylation des séquences 

plasmidiques et l'inhibition de l'expression de l'insert pmt. 

L'activité transcriptionelle d'une région d'ADN peut influencer la recombinaison homologue dans 

les cellules de mammifère (Mansour et al, 1988; Johnson et al, 1989). Des évidences indirectes 

suggérant que la transcription stimule !a recombinaison proviennent surtout d'études sur le 

réarrangement des gènes d'immunoglobulines (Martin et al, 1991; Schlissel et al, 1991). Dans les 

gènes d'immunoglobulines, seules les régions transcriptionnellement actives subissent une 

recombinaison à haute fréquence. L'efficacité de l'expression des gènes semble donc contrôler la 

fréquence de recombinaison (Alt et al, 1986; Blackwell et al, 1986). La transcription pourrait 

exercer son contrôle de différentes façons .. La transcription pourrait agir directement sur le 

mécanisme de recombinaison. Certains auteurs proposent que le brin monocaténaire d'ADN 

déplacé durant la transcription envahit une séquence homologue pour stimuler la recombinaison 

(Ikeda et Matsumoto, 1979; Nickoloff et Reynolds, 1990). La transcription pourrait également jouer 
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un rôle indirect en modifiant la structure de la chromatine afin de favoriser l'événement de 

recombinaison. Il est possible cependant que la transcription n'ait aucune influence sur la 

recombinaison. Hsieh et Lieber (1992) suggèrent une relation temporelle entre la transcription et 

la recombinaison dépendante de la structure de la chromatine. L'efficacité serait déterminée selon 

l'accessibilité d'une région de la chromatine aux protéines impliquées dans la transcription et la 

recombinaison. 

L'absence ou la présence de résidus CpG méthylés dans une région du génome cellulaire 

modifie la structure de la chromatine et réduit l'accessibilité de l'ADN (Selker, 1990). Des études 

montrent que la méthylation empêche la liaison de certains facteurs de transcription à l'ADN (Watt 

et Mollay, 1988; Iguchi-Ariga et Schaffner, 1989). Il est possible que la méthylation inhibe la 

recombinaison de façon semblable. Les groupements méthyls empêcheraient les protéines 

impliquées dans la recombinaison d'interagir avec l'ADN. Cette interaction pourrait également être 

inhibée par la liaison de protéines ayant une spécificité pour les groupements méthyls. Bird et ses 

collaborateurs ont récemment identifié deux protéines cellulaires, appelées MeCPl et MeCP2, 

capables de se lier à l' ADN seulement lorsque les résidu es CpG sont méthylés (Meehan et al, 1989; 

Lewis et al., 1992). Ces protéines empêcheraient la liaison des facteurs de transcription à l'ADN 

pour ainsi inhiber l'expression des gènes. Dans la même optique, la liaison de MeCPl et MeCP2 

aux résidus CpG méthylés de l'insert pmt pourrait empêcher des protéines impliquées dans la 

recombinaison d'interagir avec l'ADN. 

Rôle de l'activité recombinogène de l'antigène grand T dans la transformation 

Plusieurs études ont démontré que l'introduction d'oncogènes immortalisants tels que c-myc et 
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les antigènes grand T des papovavirus provoque une instabilité génomique et augmente la fréquence 

d'apparition de caryotypes anormaux dans des cellules fibroblastiques de rat (Léopold et al, 1986; 

Ray et al., 1990; Stewart et Baccetti 1990). Ces modifications dans la stabilité et l'intégrité du 

génome cellulaire engendrent des sous-populations de cellules mutantes héritant de nouvelles 

propriétés contribuant à l'immortalisation et au développement tumoral. Le chromosome 

dicentrique est l'aberration structurale la plus fréquemment induite par les oncogènes 

immortalis~nts. Dans la lignée Hy5, l'ap.tigène grand T induit des événements de r:ecombinaison 

homologue permettant l'obtention de chromosomes dicentriques (figure 30b ). Il est probable que 

l'antigène grand T provoque des altérations plus subtiles au niveau du génome des cellules 

transformées. Nos lignées permettent d'étudier la recombinaison entre des séquences virales et des 

séquences plasmidiques cointégrées sous forme de tandem. L'antigène grand T provoque des 

duplications, des délétions et des inversions au niveau de ces séquences. On peut concevoir qu'il 

induit des événements semblables au niveau de séquences répétitives présentes dans le génome 

cellulaire. 
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