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SOMMATRE

RmI est une molécule hybride contenant 1,03 copie du génome de
polyome (mutant ts-P155) 1liéde & une insertion d'ADN de souris de
1628 pb. Cette molécule est le résultat d'un événement de recombinaison
site-spécifique entre les séquences virales du génome intégré et les
séquences cellulaires de souris situées immédiatement & sa "gauche",
Dans RmI, l'insertion cellulaire (Ins) interrompt la région tardive du
génome de ts-P155 et est bordée par des répétitions virales directes de
182 pb. La région virale précoce est toutefois intacte. Parce que RmI
est une molécule produite "naturellement" dans des cellules de souris,
et & cause de sa structure qui rappelle celle des structures
cointégrées, (intermédiaires transpositionnels chez les bactéries), nous
nous sommes intéressés & la réplication et & la recombinaison de cette
molécule lorsqu'elle existe sous forme épisomique dans la cellule. Dans
ce but, nous avons introduit Rml par transfection dans diverses cellules
de mammiféres. Nous avons ainsi trouvé que RmI était répliqué
efficacement dans la cellule de souris normales, mais que la réplication
de la molécule clonée RmI était fortement inhibée par 1la présence de

séquences plasmidiques.

Par recombinaison intramoléculaire entre 1les répétitions wvirales,
RmI est capable de générer 2 molécules plus petites dont 1l'une est 1'ADN
de ts-P155. En utilisant des essais permettant de sélectionner ou non
pour cette molécule infectieuse, nous avons montré que ts-P155 était
produit & une fréquence relativement élevée dans la cellule de souris et

que ce processus semblait favorisé quand la réplication de RmI était
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restreinte, deux caractéristiques généralement absentes des événements
de recombinaison homologue ou de recombinaison illégitime. De plus, en
insérant l'origine de réplication du virus SV40 dans Ins, nous avons
montré que la recombinaison était réciproque, c'est-a-dire capable de
générer non pas un seul mais les deux produits attendus, 1'ADN de
ts-P155 d'une part, et Ins plus une 1répétition d'autre part. Ceci a pu
étre démontré aprés transfert de ce recombinant véhiculant 1l'origine de
SV40 dans des cellules transformées fournissant de fagon constitutive le
grand T de polyome (cellules SCOP-T) ou celui de SV40 (cellules CO0S).
Toutefois l'observation la plus intéressante est sans doute le fait que
la résolution de Rml est entiérement dépendante de la présence d'une des
protéines virales précoces codées par 1le génome de polyome, 1'antigéne
grand T. Cette fonction peut cependant étre remplacée par la fonction

analogue chez SV40.



RESUME

Rml est une molécule hybride contenant 1,03 copie du génome du
virus du polyome liée & une insertion cellulaire d'ADN de souris par des
répétitions virales directes de 182 pb. Dans ce travail, nous avons
examiné la recombinaison intramoléculaire de RmI en utilisant différents
recombinants contenant cette molécule. Aprés transfection dans diverses
lignées cellulaires, la recombinaison a été mise en évidence par la
production de plages de lyse, ou directement par la méthode de Southern.
Nous avons montré que des molécules de taille génomique étaient
produites & une fréquence élevée dans des cellules de souris et qu'il
s'agissait 13 d'un événement de recombinaison réciproque. Il semble que
la présence de 1la protéine virale grand T soit nécessaire a cet

événement de recombinaison.



INTRODUCTION

Depuis quelques années de nombreux travaux ont permis d'associer la
recombinaison (réarrangements de séquences d'ADN) & des phénoménes d'un
extréme intérét en biologie moléculaire, comme 1les translocations
chromosomiques ou 1le réarrangement des génes des immunoglobulines.
Malgré tous ces efforts, la plupart des connaissances que nous avons sur
la recombinaison nous viennent d'études effectuées chez des organismes
simples tels que les procaryotes. Dans ce travail nous avons voulu, en
utilisant le génome d'un virus eucaryotique de petite taille, le virus
du polyome, étudier la recombinaison chez des cellules de mammiféres en

culture.

A. Recombinaison

La recombinaison peut é&tre définie comme un réarrangement de
matériel génétique impliquant la brisure et la réunion d'ADN pour former
de nouvelles jonctions. Ce processus intervient dans plusieurs
phénoménes biologiques importants comme 1l'intégration et 1'excision des
rétrovirus, des papovavirus et du phage lambda, l'activation de certains
oncogénes, le réarrangement des génes des immunoglobulines et 1'échange
des chromatides soeurs pendant la méiose. On distingue 4 types de

recombinaison dont les caractéristiques sont résumées dans le Tableau I.



TABLEAU I. Caractéristiques des différents types de recombinaison

Type de Homologie Protéine RecA Séquence

recombinaison requise ou fonction spécifique
similaire requise reconnue par
un ou des enzymes

Homologue Oui Ouil Non
Site-spécifique Oui Non Oui
Transposition Non Non Oui
Illégitime Non Non ?

(ou non-homologue)

Tiré de Freifelder (1983).



Recombinaison homologue

Lorsque la recombinaison a lieu entre des séquences qui sont
identiques ou presque identiques, on dit qu'elle est Thomologue.
L'homologie s'étend en général sur plusieurs centaines de paires de
bases. Ce type de recombinaison requiert la présence inconditionnelle
d'une fonction codée par la cellule hote. Chez E. ¢oli ce 1rdle est
rempli par le géne Rec A qui code pour la protéine du méme nom. Comme la
recombinaison homologue nécessite la présence de cette protéine, on dit
qu'elle est Rec A-dépendante. La protéine Rec A intervient dans les
premiéres étapes de la recombinaison pour 1'appariement des molécules et
elle mne fait  intervenir aucune séquence spécifique sur  1'ADN
(Howard-Flanders et al., 1984). Une fonction analogue & la protéine
Rec A vient d'étre partiellement purifiée chez les cellules eucaryotes
(Hsieh et al., 1986), laissant croire que le mécanisme de recombinaison

homologue n'est pas tellement différent dans ces cellules.

Recombinaison site-spécifique

La recombinaison site-spécifique est distincte et indépendante de
la recombinaison homologue. L'homologie présente prés du site de
recombinaison est relativement courte: 15 pb pour 1l'intégration du phage
lambda (Nash, 1981), 34 pb pour 1le systéme cre-lox du phage Pl
(Sternberg et Hamilton, 1981), 599 pb pour le plasmide 2 um de la levure
(Broach et al., 1982). Comme son nom 1'indique, la recombinaison

site-spécifique fait intervenir une brisure & un endroit spécifique de

1'ADN, endroit auquel a lieu 1'échange entre les deux partenaires pour



la formation d'une nouvelle jonction. Les enzymes impliqués dans ce type
de recombinaison sont des formes spécialisées de topoisomérases capables
de reconnaitre des séquences spécifiques d'ADN. De plus les génes codant
pour ces enzymes sont portés par la molécule intervenant dans la
recombinaison et sont situés & proximité des séquences d'ADN impliquées.
La recombinaison site-spécifique se distingue donc de la recombinaison

homologue par les génes qui la catalysent.

La transposition est étroitement apparentée & la recombinaison

site-spécifique et posséde des propriétés semblables.

Recombinaison non-homologue ou illégitime

Peu de choses sont connues sur la recombinaison non-homologue sinon
qu'elle a lieu entre des séquences d'ADN n'ayant entre elles aucune
homologie ou trés peu. De plus la présence de la protéine Rec A ou d'une
fonction similaire n'est pas nécessaire. I1 a été démontré récemment,
chez des cellules de mammiféres, que lorsqu'on transfecte une molécule
construite de fagon & ce que les produits de recombinaison homologue ou
non-homologue puissent étre détectés, la recombinaison non-homologue se

produit 4 une fréquence 2 & 3 fois plus élevée (Roth et Wilson, 1985).

B. Le virus du polyome

Le virus du polyome (Py) est un petit wvirus & ADN double-brin

circulaire, découvert par Gross et al. en 1953 dans des extraits

cellulaires de souris leucémiques. Sa taille 1réduite, sa structure



relativement simple, 1'intérét qu'il a suscité & cause de son pouvoir
oncogénique (Gross, 1970) et 1l'établissement assez rapide d'un systéme
de cellules permissives en culture (Stewart, 1960), ont fait de lui wun
des virus eucaryotiques 1les plus étudiés. Le polyome appartient & 1la
famille des papovavirus. Il est structuralement et fonctionnellement
trés semblable au virus SV40. La séquence nucléotidique compléte de ces
2 virus est d'ailleurs connue aujourd'hui (SV40, souche 776: Fiers et
al., 1978; Reddy et al., 1978; Py, souche A2: Soeda et al., 1980;
souches A3 et CSP: Rothwell et Folk, 1984). Tout au long de ce travail,
la numérotation nucléotidique adoptée pour les molécules contenant des

séquences Py est celle de Soeda et al. (1980).

C. Organisation structurale et fonctionnelle du génome du polyome

L'ADN extrait de Py se présente sous la forme d'un cercle covalent
fermé enroulé en superhélice (forme I). Si on interrompt un lien
phosphodiester sur l'un des brins, la superhélice est convertie en un
cercle relaxé (forme II). Enfin 1l'introduction d'une coupure double-brin
linéarise la molécule (forme III). La réplication du génome viral est
initiée au niveau d'une séquence unique d'ADN et se poursuit de fagon
bidirectionnelle pour se terminer & un point situé & 1'opposé sur la
molécule. L'origine de réplication (Ori) se trouve dans 1la région
non-codante du génome située entre les nucléotides (nt) 5003 et 173
(fig. 1). Plusieurs expériences de mutagénése ont permis de définir dans
cette région, outre 1l'origine de réplication, wun certain nombre
d'éléments de régulation essentiels pour 1la transcription et 1la

réplication du virus (Dailey et Basilico, 1985; Katinka et Yaniv, 1983;



Muller et al., 1983; Tyndall et al., 1981; Veldman et al., 1985). Ces
éléments fonctionnent tous en ¢is et ont pour rb6le de stimuler 1la
transcription et 1la réplication. Ces analyses ont également réduit
considérablement les limites de l'origine pour les ramener entre les
nt 5265 et 50. Plusieurs des caractéristiques des séquences présentes &
l'origine de réplication chez Py se retrouvent aussi chez SV40 dans 1la

région correspondante (nt 5202 & 34; Tooze, 1980).

Pendant wun cycle 1lytique normal 1le génome est  transcrit
temporellement en 2 phases: 1la phase précoce et la phase tardive. La
région précoce, désignée ainsi parce qu'elle est transcrite avant le
début de la réplication virale, code pour au moins 3 protéines. Il
s'agit des protéines petit T (22 K), moyen T (55 K) et grand T (90 K)
(Ito et al., 1977). Cette région s'étend de 72 & 26  unités
cartographiques (fig. 1). Aprés 1la réplication wvirale débute 1la
transcription tardive dont les produits servent & la formation de 1la

capside.

D. Les antigenes T

Aucune fonction précise n'a pu étre associée, aussi bien in vitro
qu'in vivo, &4 1la protéine petit T. Néanmoins certaines observations
montrent qu'elle pourrait jouer un rbéle dans la transformation
cellulaire (Asselin et al., 1984) ainsi que dans 1la formation de
particules virales complétes pendant 1le cycle lytique (Garcea et al.,

1984; Magnusson et al., 1984).



Figure 1. Organisation fonctionnelle du virus du polyome et du virus

1b.

simien 40.

La carte physique de Py (souche A,) est divisée en 100 wunités
cartographiques, le site EcoRI étant le point 0/100. L'origine de
réplication, O (5292/0), est le point de départ de la
numérotation en nucléotides. La portion codante de 1'ADN et les
protéines correspondantes sont indiquées par des fléches
épaisses., Les numéros situés & 1'intérieur de ces fléches
représentent les coordonnées en nucléotides des différentes
protéines. Les lignes en zigzag sont les parties épissées des
ARNm. La position de certains sites de restriction est 1indiquée,
avec entre parenthéses le nucléotide ou a lieu 1la coupure. Les

fragments Hpall (1 & 8) sont également représentés.

La carte physique de SV40 (souche 777) est aussi divisée en 100
unités cartographiques, 1le point 0/100 étant encore le site
EcoRI. La 1légende est la méme que pour la figure 1 a. Les
fragments HincII/HindIII (A & M) sont représentés. Noter que la
séquence nucléotidique progresse, contrairement au génome de Py,

en sens inverse de la transcription précoce.

Tiré de Tooze (1980).
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Les fonctions de la protéine moyen T sont beaucoup mieux connues.
In vitro, moyen T posséde une activité kinasique spécifique pour la
tyrosine, propriété caractéristique des protéines jouant un rdle dans la
transformation ou dans 1le contrdle de 1la prolifération cellulaire
(Griffin et Dilworth, 1983). In vivo, la protéine est suffisante a elle
seule pour transformer wune lignée cellulaire continue ainsi que 1l'a
démontré 1l'introduction, dans des cellules de rat, d'un recombinant
n'exprimant que le géne moyen T de Py (Treisman et al., 1981). Cette

protéine n'existe pas chez SV40; sa région précoce ne code que pour 2

protéines connues: le petit T et le grand T.

Le grand T de SV40 a souvent été comparé au grand T de Py. Ces 2
protéines possédent plusieurs caractéristiques communes. Ce sont des
phosphoprotéines nucléaires de 700 & 800 acides aminés capables de se
fixer 4 des régions discrétes de 1'ADN viral situées dans la région
régulatrice. Le grand T posséde 3 sites de fixation mais 2 seulement
seront considérés; un est situé prés de l'origine (nt 30 &2 70) et un
autre placé prés du bout 5' des ARN messagers précoces (nt 120 a 160)
(Dilworth et al., 1984). Ces 2 sites de fixation, dont 1l'affinité est la
plus grande pour le grand T, permettent de rendre compte des
observations in vivo qui ont montré que cette protéine intervenait dans
1'initiation de la réplication et 1la régulation de sa propre synthése
(Tooze, 1980). Le grand T de SV40 posséde de fagon similaire des sites
de fixation dans les régions correspondantes (Jessel et al., 1976;
Prives et al., 1980). Grand T est aussi impliqué dans la stimulation de

la transcription tardive ainsi que dans celle de la synthése de 1'ADN

cellulaire de 1'hote (Tooze, 1980). Les propriétés des 2 protéines
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différent cependant dans la transformation. Le grand T de SV40 est
capable & lui seul de transformer in vitro des cellules primaires alors
que chez le Py, 1la transformation de telles cellules requiert la
participation d'au moins 2 protéines: grand T et moyen T. Grand T altere
les fonctions régulatrices de 1la cellule et est suffisant pour
immortaliser des cellules primaires en culture (Rassoulzadegan et al.,
1983). De plus cette protéine intervient dans 1l'intégration et
l'excision du génome viral (Colantuoni et al., 1982; Della Valle et al.,

1981; Miller et al., 1984).

La région tardive code aussi pour 3 protéines: VPl, VP2 et VP3. Les
3 protéines participent & la formation de la capside et ne semblent

jouer aucun réle dans la transformation.

E. Permissivité

Les cellules de souris sont totalement permissives pour le virus du
Py, c'est-a-dire qu'aprés infection le génome est complétement transcrit
et répliqué, des particules virales infectieuses sont produites et les
cellules sont 1lysées. De 1la méme fagon 1les cellules de singe sont
permissives pour le virus SV40. A 1l'opposé les cellules non-permissives
ne répliquent pas 1'ADN du wvirus; quelques génomes libres peuvent é&tre
transcrits mais de fagon transitoire seulement. Eventuellement ces
cellules intégrent 1'ADN  wviral ‘et deviennent transformées.
Intermédiaires entre ces 2 extrémes, il existe des cellules dites

semi-permissives. Un faible pourcentage de ces cellules supportent la

réplication du virus et sont lysées, les autres étant non-permissives.
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La permissivité dépend principalement de 2 fonctions: 1l'une est
apportée par la cellule hote, 1l'autre est située dans la région
régulatrice de 1'ADN du virus ("enhancer"). Dandalo et al. (1983) ont
trouvé que le Py n'était pas transcrit dans des cellules de carcinome
embryonnaire de souris (cellules EC) mais que ce blocage pouvait étre
supprimé par des mutations dans la région "enhancer". De méme, Sleigh et
Lockett (1985) ont montré qu'un géne placé sous le contrdle du promoteur
précoce et des séquences "enhancer" de SV40 n'étalt pas transcrit dans
des cellules EC mais qu'aprés induction de 1la différenciation par
l'acide 7rétinoique, 1les cellules devenaient permissives pour la
transcription. Le modéle proposé pour expliquer ces résultats et
certains autres suppose qu'un (ou plusieurs) facteur cellulaire
spécifique pour certaines séquences d'ADN se fixe dans 1la région
régulatrice ("enhancer") pour stimuler 1l'expression des génes précoces
(Sassone-Corsi et al., 1985; Schaoler et Gruss, 1985). En réalité 1le

phénoméne de permissivité est probablement plus complexe.

F. Transformation cellulaire - La lignée Cyp

Les mutants précoces de Py se sont montrés fort utiles pour définir
les fonctions des geénes précoces de méme que pour étudier la
transformation cellulaire induite par le virus. Ceci est
particuliérement vrai pour les mutations thermosensibles affectant le
géne de grand T (mutants ts-a); tous ces mutants font partie du méme
groupe de complémentation et 1les mutations sont localisées dans 1la
région C-terminale de la protéine grand T (Miller et Fried, 1976). A 1la
température restrictive de 39°C, ces mutants sont incapables de se

répliquer et de transformer (Eckhart 1969, 1974; Fried, 1965, 1970).
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Dans le laboratoire, nous avons utilisé un mutant précoce, ts-P155,
incapable de se répliquer a 39°C mais capable de transformer a cette

température (Eckhart, 1969, 1974).

La mutation de ts-P155 d'abord localisée entre 14,2 et 26,7 unités
cartographiques (Galup et al., 1984) vient d'étre située précisément au
nt 2658 (D. Gendron et P. Bourgaux, manuscrit en préparation). Il s'agit
donc d'une mutation ponctuelle. Des cellules embryonnaires de souris ont
été transformées & 39°C avec ts-P155. La lignée de cellules transformées
isolées a été appelée Cyp (Bourgaux et al., 1978). Les cellules Cyp
présentent deux caractéristiques intéressantes: d'une part, il s'agit
d'un systéme inductible ou un cycle viral lytique peut étre déclenché
dans une grande majorité des cellules par transfert & 33°C et d'autre
part, c'est un des rares exemples de transformation de cellules
permissives par Py. A partir de cette lignée différents clones ont été
isolés et certains analysés plus en détails (Cyg, €7, Cqop, Cy3). Pour
chacun de ces quatre clones une carte de restriction des génomes
intégrés a été construite. Dans tous les cas 1'ADN proviral est intégré
sous forme de tandem partiel, plus ou moins 1long selon 1le clone
considéré (Chartrand et al., 1981). Lorsqu'on transfére les cellules Cyp
4 la température permissive de 33°C, 1'ADN viral intégré est excisé,
présumément par recombinaison homologue (Lania et al., 1982), puis
amplifié sous forme de molécules circulaires de taille génomique qui
sont encapsidées dans des particules infectieuses (Bourgaux et al.,
1978). La quantité de ts-P155 produite dans les cellules apres transfert
a4 339C varie d'un clone a l'autre (Delbecchi et al., 1981) et semble

indépendante de la longueur des séquences homologues qui existent dans

les génomes intégrés.
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Les quatre clones cités ont été sous-clonés pour donner naissance &
des cellules ayant des propriétés identiques & celles de leurs parents
(fig. 2). Cependant wun des sous-clones isolés, Cl2/al, produit aprés
induction, en plus des molécules de ts-P155, wune molécule de poids
moléculaire plus élevé appelée RmI (Sylla et al., 1980). RmI et ts-P155

sont produits dans des proportions de 20:1 dans le sous-clone Cl2/al.

La structure de RmI se présente de la fagon suivante: elle contient
une insertion cellulaire 4'ADN de souris (Ins) de 1628 pb bordée par une
répétition virale directe de 182 pb (nt 3092 a 3273). Ins est terminée
par une répétition inversée imparfaite de 7 pb et interrompt la région
virale tardive codant pour la protéine VPl. La région précoce de Rml est

toutefois intacte (Bourgaux et al., 1982; voir fig. 3a).

De par sa structure Rml présente plusieurs analogies intéressantes
avec d'autres molécules produites naturellement dans certains
organismes, telles que le plasmide 2 um chez les levures (Broach et al.,
1982) et 1les structures cointégrées chez les bactéries (Carlos et
Miller, 1980). Ces molécules interviennent dans des événements de
recombinaison site-spécifique chez leur hoéte naturel. Il a été démontré
récemment que RmI est excisé du génome de souris via justement un
événement de recombinaison site-spécifique (Sylla et al., 1984). Le
schéma d'excision proposé pour RmI et P155 dans le sous-clone Cl2/al est
présenté & la fig. 3b. Comme on peut le voir RmI est excisé par
recombinaison site-spécifique alors que P155 est plutdét excisé par
recombinaison homologue. Il est toutefoils possible d'envisager une autre

voie que celle de l'excision directe & partir du génome intégré pour la
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production de P155. En effet, gridce aux répétitions wvirales qu'il
contient, RmI pourrait subir un événement de recombinaison
intramoléculaire pour générer P155. Cet événement pourrait rendre compte
en partie ou en totalité de la présence minoritaire de P155 dans le
sous-clone Cl2/al. Pour vérifier cette hypothése, j'ai introduit RmI
directement dans des cellules de souris et suivi l'apparition de 1'ADN
de P155, apparition liée donc & une recombinaison intramoléculaire dans

RmI.

Cecl nous a permis de mettre en évidence certaines propriétés du
processus de recombinaison générant P155 qui se distinguent nettement de
ce qui a déja été observé par d'autres avec des constructions semblables

dans des systémes analogues.
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Figure 2. La lignée Cyp

Une culture de cellules embryonnaires de souris a été transformée par
un mutant thermosensible du virus du polyome, ts-P155, pour donner
naissance & 1la lignée Cyp. Aprés plusieurs passages, les cellules
transformées ont été clonées, chaque clone produisant de 1'ADN ts-P155
aprés transfert a 33°C. Le clone Cl2 a été & son tour cloné, donnant
naissance au sous-clone Cl2/al qui produit en plus de P155 une molécule
hybride appelée RmI. Tous les clones de la troisiéme génération, issus
du sous-clone Cl2/al, produisent RmI et P155, sauf le clone S48 qui

produit en plus une molécule appelée RmII.



C10 riss
C11 piss

C12 wriss
5 —>
Cyp (P153) C13 riss

FIGURE 2

C12/ay mmi+P1ss)

C12/as iss)
Ci12/az riss)

[

16

S48 (Rmi+ RmI+P155)

S1 RmI+ P55
S92 Rmi+ Pi55)
S3 (Bmi+ Piss)

HH



17

Figure 3. Carte physique détaillée de RmI et son schéma d'excision a

3a.

3b.

partir du génome intégré.

Différents sites de restriction sont distribués le long de 1la
carte avec, pour les sites viraux, leur position en unités
cartographiques. La position de 1l'origine de réplication est
indiquée par Ori. Le génome de ts-P155 est représenté par un trait
noir fin, les répétitions virales par une fléche hachurée et
l'insertion cellulaire (Ins) par un double trait. Les nucléotides
de Ins sont numérotés de -1 a -1628. La jonction entre les parties
virales précoce et tardive est indiquée prés du site Sall a 26.5.
Ins interrompt la région tardive & la position 30 environ. RmI

posséde une région précoce compléte.

Schéma d'excision de RmI et Py dans les Cl2/al. (A) L'intégration
du génome viral s'est fait & un seul site dans le chromosome. La
partie du chromosome correspondant & Ins est indiquée en zigzag.
Les fleches noires indiques la répétition virale de 182 pb. Les
fleches blanches représentent une répétition inversée imparfaite
dans 1'ADN de souris. (B) Lors de l'induction a 33°C, 1'ADN wviral
se recombine avec 1'ADN de souris wvia un événement de
recombinaison site-spécifique; ou 1'ADN viral se recombine avec
une partie du génome viral qui lui est homologue pour former P155.
(C) Les produits d'excision: RmI et P155 sont produits dans une
proportion de 20:1. RmI pourrait aussi directement par

recombinaison intramoléculaire générer P155.
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FIGURE 3
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MATERIEL ET METHODES

Solutions et milieux

Le milieu DMEM pour 1la culture des cellules ainsi que les
solutions de fungizone (2.5 ug/ml), antibiotiques (pénicilline
100 U/ml, streptomycine 100 ug/ml), le PBS A et le Tris-salin ont

été préparés par le laboratoire de culture de tissus.

Tampon E

Tris-HC1 40 mM
Acétate de sodium 5 mM
EDTA 1 mM
Le pH de la solution est ajusté a 7,9 avec de l'acide acétique

glacial.

§SC_ 20X
NaCl 3 M

Citrate de sodium 0.3 M

Denhardt 10X

Serum albumine bovine (BSA) 1l gr.

Ficoll 1l gr.
Polyvinylpyrrolidone 1 gr.
SSC 20X 150 ml

Complété a 1 litre avec Hy0 bidistillée
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Milieu L.B. (Luria-Bertani)

Bacto-Tryptone (Difco) 10 gr.
Extrait de levure (Difco) 5 gr.
NaCl 10 gr.

Complété a 1 litre avec HpO bidistillee

Cellules

Les conditions de culture des cellules Cyp ont déja été décrites

(Bourgaux et al., 1978).

La lignée SCOP-T (lignée cellulaire de souris dérivée des Cl27,
transformée par un recombinant contenant le fragment HaeII-A du
génome de Py sous la dépendance du promoteur précoce de SV40)
nous a été donnée par le Dr Nicolas Glaichenhaus (Rautman et al.,
1982). Les cellules COS (lignée de cellules de singe dérivée des
CV-1, transformée par un mutant ori~ de SV40, lequel code pour un
grand T sauvage) nous ont été fournies par le Dr Joseph Weber
(Gluzman, 1981). Les 1lignées Rl-4 et ORI-1 (lignées de souris
dérivées des NIH 3T3 et transformées, respectivement, par un
plasmide contenant le génome entier de SV40 et par un mutant ori~

de ce virus) nous ont été données par le Dr Suzie Chen (Chen et

al., 1983).
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Toutes ces lignées ainsi que les cellules 3T6 et les NIH 3T3 ont
été cultivées a 37°C dans du DMEM contenant 10% de sérum foetal

de veau (FBS), en présence de 10% CO,.

Les principales propriétés de ces cellules sont résumées dans le

Tableau I.

Transfection

L'ADN a été introduit dans 1les cellules eucaryotes en wutilisant
le DEAE-Dextran (PM 500,000, Pharmacia Fine Chemicals), selon la

méthode décrite par Sussman et Milman (1984).

Chaque pétri (diametre 100 mm) a été ensemencé avec 2 X 106
cellules, et 1 ug d'ADN dans une solution de DEAE-Dextran
500 ug/ml a été ajouté le jour suivant. Les pétris ont été
ensuite incubés & 33°C, d'abord pendant 1 heure dans 2% CO,, puis
pendant 3 heures dans 10% CO,. Aprés cette période, 1 ml d'une
solution de 10% diméthyl sulfoxide a été placée sur les cellules
durant 2 minutes. Aprés 2 lavages avec du PBS A, les cellules ont
été incubées a 33°C ou 39°C, dans 10% CO,, en présence de 10%

FBS.

Pour 1le titrage du virus par formation de plages, les
transfections ont été faites sur une couche monocellulaire

(pétris de 60 mm) a 70% confluence.
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TABLEAU II

Propriétés des différentes lignées cellulaires

Lignées Grand T codé par le génome

cellulaires Permissivité intégré et exprimé

de facon constitutive par les cellules

scop-T2 Py Py
cosP SV-40 SV-40
R1-4 Py SV-40
ORI-1 Py SV-40
3T6 Py -
NIH 3T3 Py -

La présence de la protéine grand T dans ces cellules a été démontrée

par immunofluorescence (J. Guérin, communication personnelle).

L'introduction dans les cellules C0S, par transfection au
DEAE-Dextran du fragment PstI-1 du génome de SV40 a permis de
montrer que ces cellules pouvaient supporter 1la réplication d'une
molécule d'ADN viral incapable de coder pour un grand T (résultats

non montrés).
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Titrage de virus par formation de plages

Dix-huit heures aprés transfection, les cellules ont été
recouvertes d'une couche d'agar 0,9% dans du DMEM contenant 2% de
sérum de cheval, puis incubées pendant 3 semaines a 33°C. Les
plages ont été visualisées par coloration au rouge neutre

(Dulbecco et Freeman, 1959).

Dans certains cas, les plages ont été transférées sur filtre de
nitrocellulose (Villareal et Berg, 1977) afin d'étre hybridées
avec une sonde radioactive appropriée. Dans d'autres cas, les
plages ont été prélevées & 1'aide d'une pipette pasteur stérile
dans 0,5 ml de Tris-salin et 1les wvirus extraits par 3
congélations-décongélations successives. 0,25 ml ont été utilisés
pour infecter une couche monocellulaire de cellules 3T6
légérement sous-confluente (pétris 100 mm). Aprés apparition d'un
CPE, les virus ont été extraits des débris cellulaires et titrés

par hémagglutination (Crawford et al., 1962).

Extraction et purification de 1'ADN viral

A différents temps aprés transfection (voir légende des figures
4, 7, 9, 10, 11 et 12), 1'ADN de petit poids moléculaire a été
récolté selon la méthode de Hirt (1967), puis déprotéinisé par 2
extractions au phénol saturé avec du Tris-HCl 0,1 M pH 7,4 et une
extraction au chloroform-isoamyl-alcool. L'ADN a été ensuite
précipité avec un égal volume d'isopropanol et resuspendu dans un

tampon Tris-HCl pH 7,4 10 mM, EDTA 1 mM (TE).
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Enzymes de restriction et électrophorése

Tous les enzymes ont été utilisés selon les recommandations du
fabricant (Boehringer, Amersham ou BRL). Les fragments d'ADN ont
été séparés par électrophorése sur gel d'agarose (0,8% - 1,5%) en
tampon E, dans des appareils verticaux (14 X 18 X 0,3 cm) ou
horizontaux (20 X 15 X 0,5 cm). Aprés électrophorése, les gels
ont été colorés dans wune solution 4'ETBr (2 ug/ml) pendant
environ 15 minutes et photographiés sous lumiére ultraviolette

(254 nm) avec une caméra polaroid.

Transfert de 1'ADN sur filtre de nitrocellulose

La méthode de transfert sur filtre de nitrocellulose (BA 85,
Schleicher ans Schuell) utilisée a été essentiellement celle

décrite par Southern (1975).

Les conditions d'hybridation, de préhybridation et de lavage ont
été celles décrites par van der Ploeg et Flavell (1980), avec les

modifications apportées par Chartrand et al. (1981).

Aprés séchage 4 37°C, les filtres ont été autoradiographiés a
-80°C sur film Kodak XRP-1 en présence d'un écran intensifiant

(Cronex Par Speed, Dupont).
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Préparation de sondes radioactives

La présence de 1'ADN sur filtre de nitrocellulose a été mise en
évidence grace a 1'hybridation avec des sondes radioactives
spécifiques. Ces sondes ont été préparées selon la méthode
décrite par Maniatis (1975) avec les modifications suivantes:
0,1 ug d'ADN a été mis en présence de 50 uCi de 2 [0-P32] NTP
(~3000 Ci/mmole, Amersham), de 25 uM des 2 autres NTP froids et
de 5 wunités de la DNA polymérase I de E. coli (enzyme de
Kornberg, Boehringer Mannheim). Aprés 90 minutes & 18°C, 1la
réaction a été arrétée par addition d'EDTA et 1'ADN précipité
avec 2 volumes d'éthanol. L'ADN a ensuite été resuspendu dans du
TE et la radioactivité comptée. L'activité spécifique des sondes

obtenues variait généralement entre 2,5 X 108 et 7 x 108 cpm/ug.

Isolement de fragments d'ADN spécifiques

Aprés traitement de 1'ADN par l'enzyme de restriction approprié,
électrophorése sur gel et coloration & 1'ETBr, la tranche
d'agarose contenant le fragment voulu a été découpée & 1'aide
d'une lame de scalpel. L'ADN a été ensuite électrolué selon la
méthode de Chouick et al., 1979. Aprés électrolution, 1'ADN a été

extrait au phénol, & 1l'éther et précipité a 1l'éthanol.
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Transformation bactérienne

Cing & cent ng d'ADN ont été utilisés pour transformer des
bactéries E. coli (HB 101 ou DH:1l) rendues compétentes soit par
la méthode de Mendel et Higa (1970), soit par celle de Hanahan
(1982). Aprés transformation et sélection sur milieu approprié,
les clones isolés ont été maintenus dans une solution de L.B.
contenant 0,1% de glucose et 1'antibiotique de sélection
approprié. Les plasmides contenus dans ces bactéries ont été
extraits selon 1la méthode décrite par Birboin (1983) et

caractérisés par traitement avec des enzymes de restriction.

Les bactéries recombinantes recherchées ont été purifiédes de

fagcon plus poussée (voir section suivante).

Amplification et extraction d'ADN plasmidique

Dix ml d'une culture de bactéries contenant 1le plasmide désiré
ont été utilisés pour ensemencer 1 litre de milieu L.B. Lorsque
la D.0. a atteint 0,6 & 550 nm, 12,5 mg de chloramphénicol ont
été ajoutés et l'incubation s'est poursuivie pendant 18 heures.
L'ADN plasmidique a été ensuite extrait et purifié selon la

méthode de Guerry et al. (1973).
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Recircularisation "in vitro"

Dix ug de 1'ADN du recombinant wvoulu ont été digérés par 1l'enzyme
approprié permettant d'exciser les séquences plasmidiques, puis
déprotéinisés grdce & 2 extractions au phénol et précipités a
1'éthanol. L'ADN a ensuite été resuspendu et traité dans 300 ul
d'une solution contenant 0,6 mM ATP, 10 mM MgCl,, 10 mM
dithiothréitol, 20 mM Tris-HCl pH 8 et 25 unités de T4 DNA ligase
(Amersham), & 16°C pendant une nuit. Aprés ligation, 1'ADN a été

précipité a 1'éthanol puis resuspendu dans du TE.



RESULTATS

A cause de ses caractéristiques particuliéres, RmlI représente un
substrat plus qu'intéressant pour étudier les mécanismes de
recombinaison dans les cellules eucaryotes. Dans ce but, nous avons
introduit cette molécule par transfection dans des cellules eucaryotes,
puis analysé sous certaines conditions les événements de recombinaison
dont elle pouvait étre le siege. Cette démarche mn'est toutefois
réalisable que si l'on a d'abord sommairement  précisé les
caractéristiques importantes d'un autre phénoméne dont le déroulement,
par le choix méme des procédures expérimentales, est étroitement 1lié i
1'étude de la recombinaison: ce phénoméne est la réplication de 1'ADN.
En effet les expériences in_ vivo décrites plus loin nécessitent, & un
moment ou A& un autre, la réplication du substrat et des éventuels

produits de recombinaison.

I. Réplication de RmI

Différentes molécules ont été wutilisées pour étudier la
réplication. R6-1 est un recombinant dans lequel RmI, coupé par
Sall, a été introduit au site Sall de pBR322; pBy-20 est un
recombinant dans lequel Rml est <cloné au site Sall de pAT 153
(figure 5). Nous avons aussi utilisé une molécule appelée RmI_,
produite aprés traitement de pBy-20 par Sall et recircularisation
in vitro de la molécule Rml obtenue (Matériel et Méthodes, section
XII), et enfin RmI, sous forme linéaire, aprés digestion de pBy-20

par Sall sans recircularisation.
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Il a été montré dans 1'Introduction que RmI et pl55, apres
excision, s'accumulaient & 33°C dans les cellules Cl2/al (Sylla et
al., 1980). Chacun de ces épisomes est autonome pour sa propre
réplication. Nous avons donc utilisé une préparation purifiée de
cet ADN extrait des Cl2/al en guise de témoin positif, ainsi que
les substrats décrits plus haut, pour transfecter, en présence de
DEAE-Dextran, des cellules de souris 3Té a 33°C (figure 4). A
différents moments aprés transfection, 1'ADN de petit poids
moléculaire a été extrait et placé sur gel d'agarose. Aprés
électrophorése, 1'ADN a été transféré sur filtre, puis hybridé

avec une sonde virale radiocactive.

Dans cette analyse illustrée & la figure 4, RmI. a montré une
accumulation d'ADN comparable & celle du témoin positif RmI
provenant d'une préparation de Cl2/al et une accumulation
nettement supérieure aux autres molécules transfectées. Il est
important de noter que la présence de séquences plasmidiques liées
physiquement & RmI inhibe fortement 1la réplication de cette
molécule (pistes 4 et 5). Un effet semblable des séquences
procaryotiques sur la réplication de molécules d'origine
eucaryotique a déja été rapporté par Luska et Botchan (1981l). Le
fait de linéariser la molécule avant sa transfection semble aussi
avoir une action négative sur 1'accumulation de 1'ADN (piste 3).
Cet effet refléte probablement 1'inefficacité de 1la machinerie
enzymatique cellulaire a joindre les bouts cohésifs produits par

coupure avec Sall (Mertz et Davis, 1972; Miller et Temin, 1983).
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Figure 4. Analyse de la réplication de RmI dans les 3T6.

Différentes préparations contenant Rml ont été transfectées dans des
cellules 3T6 et 1'ADN de petit poids moléculaire a été extrait 5 jours
plus tard. Apres électrophorése sur gel d'agarose 1% 1'ADN a été
transféré sur filtre et hybridé avec wune sonde virale. Piste 1: ADN
provenant d'une préparation de Cl2/al, piste 2: RmI., piste 3: pBy-20
traité par Sal I (RmI. linéaire), piste 4: PB1-20 non traité (RmI 1ié &
pAT 153), piste 5: R6-1 non traité (RmI 1ié a pBR322). M (marqueur):
ADN purifié & partir des Cl2/al induite & 33°C. La position des formes

I(CC), TI(OC) et III(L) de RmI et P155 est indiquée.
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La position et l'intensité relative des bandes montrées & la
figure 4 demeurent les mémes aprés traitement de 1'ADN par Dpnl
juste avant de le mettre sur gel (résultats non montrés). Dpnl est
un enzyme qui coupe 1'ADN a la séquence GATC uniquement si le A
est méthylé, ce qui est le cas dans les recombinants utilisés pour
la transfection. Comme la cellule eucaryote ne posséde pas cette
méthylase, la quantité d'ADN échappant & 1l'action de Dpnl est une
mesure directe du taux de réplication dans les cellules

transfectées (Peden et al., 1980).

Ajoutons enfin que si 1'on extrait 1'ADN de petit poids
moléculaire 18 heures aprés transfection, on ne détecte que les
formes relaxées et linéaires. Au fur et & mesure que 1le temps
augmente, 1'ADN est converti sous forme de superhélice et repliqué
progressivement pour atteindre wun maximum d'accumulation qui se
situe entre 3 et 4 jours. La quantité d'ADN en superhélice est
aussi en fait une mesure du taux de réplication et l'on voit que
cette forme n'est pas détectable dans les pistes 4 et 5 (RmI 1lié a
des séquences plasmidiques). Ensuite 1'intensité des bandes
décroit graduellement pour devenir difficilement détectable aprés
9 jours (résultats non montrés). Ces observations sont en accord
avec celles faites précédemment par d'autres auteurs (Cereghini et

Yaniv, 1984).
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Figure 5. Carte physique des plasmides recombinants utilisés dans les

essais de production de plages de lyse.

pB;-20 contient RmI cloné au site Sall de pAT153 et pRP155, 1'ADN d'un
révertant de ts-P155 (Delbecchi et al., 198l) inséré également au site
Sall de pAT153. Pour construire pI-1, RmI a été linéarisé au site BglII
puis 1ié a pBR322 coupé au site BamHI (Sylla et al., 1984). Le wvecteur
plasmidique est indiqué en pointillés. Les séquences virales sont en
noir et 1l'insertion cellulaire en blanc. Les répétitions virales de
182 bp sont indiquées par des tétes de fléche noires. L'origine de
réplication virale (ORI) et différents sites de restriction cités dans
le texte sont montrés, ainsi que la région codant pour les génes
précoces (E). Noter que tous ces vecteurs possédent une région virale

précoce intacte.
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Recombinaison générant P155 & partir de RmI

A. Analyse de la recombinaison par production de plages de lyse.

RmI ne peut é&tre encapsidé, vraisemblablement & cause de sa
trop grande taille (Sylla et al., 1980); sa capacité & produire
des plages dépendra donc uniquement de la fréquence des événements

de recombinaison qui permettront de générer une molécule de taille

génomique infectieuse.

Deux substrats, Rml, (provenant de pBl-20, wvoir section
précédente) et pI-1 (figure 5), ont été utilisés dans ces
expériences. De par 1leur structure, ces 2 molécules sont
potentiellement capables de générer par recombinaison
intramoléculaire wun génome viral infectieux grédce a leurs
répétitions de 182 pb (figure 6). De fait, aprés introduction dans
des cellules 3T6, les 2 molécules se sont montrées infectieuses
comme le démontre leur capacité & produire des plages de lyse

(tableau III).

Deux processus sont & considérer ici, ainsi que nous 1'avons
mentionné en début de chapitre: la recombinaison elle-méme, et la
réplication des molécules d'ADN. La deuxiéme est fortement inhibée
par la présence de séquences procaryotiques liées a 1'ADN
eucaryote, comme nous l'avons vu dans la section précédente et
comme le confirment les résultats du tableau III concernant le

plasmide pR-P155 (figure 5), non traité ou traité par Sall puis
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recircularisé. L'ADN de ts-P155 éventuellement produit  par
recombinaison dans RmI ne devrait pas étre handicapé & ce
niveau-la (légende figure 6), et le fait que RmI., et pI-1
possédent des infectivités relatives assez élevées indique que les
séquences plasmidiques, qu'elles soient liées physiquement & Rml
(pI-1) ou simplement présentes dans la préparation d'ADN wutilisée
(RmI.), ont peu ou pas d'effet sur la recombinaison proprement
dite. Kovar et Wintersberger (1985) avalent déja montré que 1la
présence de séquences plasmidiques dans 1la préparation d4'ADN
employée n'a aucune influence sur l‘'efficacité de transfection ou
sur la fréquence de recombinaison. Il faut souligner enfin que
pB1-20, sans traitement, est incapable de générer une molécule
infectieuse a moins de faire intervenir 2 événements de
recombinaison (voir figure 5), ce qui explique sa trés faible

infectivité relative.

Le recombinant pI-1 a une infectivité relative environ 4 fois
plus forte que RmI., alors que 1les 2 molécules possédent la méme
longueur d'homologie intramoléculaire (182 pb). La signification

de ce résultat sera analysée dans la section suivante.

La longueur minimale de l'homologie  nécessaire a la
recombinaison homologue n'a pu étre établie de fagon exacte &
cause des variations observées d'un systéme a 1'autre (Rubnitz and
Subramani, 1984; Singer et al., 1982; Watt et al., 1985). Certains
résultats indiquent néanmoins que, chez les eucaryotes, 200 pb

d'homologie constitue un seuil critique en-dessous duquel la
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Figure 6. Substrats pour l'analyse de la recombinaison.

A gauche: RmI,, formé aprés digestion de pByj-20 par Sal I et
recircularisation in vitro, se réplique efficacement dans les cellules
de souris (Rep:++). La recombinaison dans Rml, peut donner naissance a
une molécule de taille génomique infectieuse (P155), se répliquant
efficacement elle aussi dans les cellules de souris (Rep:++), et & une
autre molécule, IR, contenant l'une des répétitions virales plus 1la
totalité de 1l'insertion cellulaire, qui ne devrait pas étre amplifiée
dans des cellules de souris (Rep:=). A droite: pI-1l, par recombinaison,
peut générer 2 molécules, P155 et une autre, pIR, qui est incapable de

s'amplifier (Rep:-).
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TABLEAU III. Recombinaison dans RmI mesurée par la formation de plages
de lyse apreés transfection de cellules 3T6

Molécule d'ADN Traitement par Infectivité
transfectée enzyme de restriction relative?
avant transfection

pR-pl55 Aucun <1
pR-pl55 + Sall + ligaseb Aucun 100
pB1-20 b Aucun <1
pB1-20 + Sall + ligase (RmI.) Aucun 10
pB]-20 + Sall + ligase (RmI.)P BglII 20
pB1-20 + Sall + ligase (RmI,) Smal 1
pi-1 Aucun 42
pIl-1 BalIl 21
pl-1 Clal 31
pl-1 Ball + Clal 15
pl-1 Smal 1

a: L'infectivité relative d'une molécule donnée est le rapport de son
infectivité & celle du témoin positif, pR-P155 + Sall + ligase,
multiplié par 100. 3 expériences indépendantes ont été faites pour
chaque molécule. Dans chaque <cas, 3 séries de 3 pétris ont été
transfectées avec 0,01, 0,1 et 1 ug d'ADN, respectivement. Le nombre
de plages obtenues a été porté sur un graphique en fonction de 1la
gquantité d'ADN et 1l'infectivité (PFU/ug) a été extrapolée & partir
des courbes obtenues. Puisque chaque droite avait une pente
semblable, les données peuvent étre comparées entre elles.

b: L'efficacité de la recircularisation variait entre 70% et 80% d'apreés
estimation par électrophorése sur gel d'agarose,.
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fréquence de recombinaison diminue rapidement en fonction de 1la
longueur de l'homologie (Rubnitz et Subramani, 1984). Par exemple
la fréquence diminue de 0,306% & 0,027% lorsque 1l'homologie passe
de 243 pb & 163 pb. Méme si ces mesures ont été réalisées dans un
systéme différent (SV40 et cellules de singe), 1les wvaleurs
obtenues pour RmI, et pI-1 sont nettement plus élevées (plus de
100 fois pour pI-1l), pour une homologie comparable & celles
utilisées par Rubnitz et Subramani), et pourraient bien refléter
l'action d'un mécanisme de recombinaison différent de celui de 1la

recombinaison homologue.

Plusieurs auteurs, notamment Lin et al (1984), ont récemment
rapporté une augmentation de 10 a 100 fois de la fréquence de
recombinaison homologue lorsque le substrat subit wune coupure
double-brin entre 1les 2 régions d'homologie. Le mécanisme par
lequel une telle coupure stimule la recombinaison n'est pas tout 2
fait clair méme si plusieurs modeles ont été proposés (Lin et al.,
1984 ; Szostak et al., 1983). Cette stimulation a aussi été
observée pour 1la recombinaison non-homologue (Roth et Wilson,
1985). Dans l'espoir de préciser le mécanisme de recombinaison
dans lequel RmI, et pI-1 sont impliqués, nous avons fait wune
coupure double-brin soit entre les 2 régions d'homologie soit &
1'extérieur de celles-ci, et nous avons mesuré, d'apres la
production de virus infectieux, 1'influence de ces coupures sur la
fréquence de recombinaison (tableau III). Tout d'abord le
traitement de pI-1 ou RmI_, par Smal, lequel interrompt la région

virale tardive codant pour la protéine de capside VP1l, réduit
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fortement 1l'infectivité relative de ces molécules, ce qui n'est
pas surprenant. Cependant le traitement de RmI, par BglII, un
enzyme qui coupe entre les 2 régions d'homologie, a peu d'effet
sur la fréquence de recombinaison. Le méme phénoméne est observé
si 1l'on traite pI-1 par Clal et Ball, 2 enzymes qui coupent aussi
entre les régions d'homologie (figure 5 et tableau III). Si 1'on
considére ces résultats, de méme que les précédents, il n'est pas
exclu de penser que ces molécules soient réarrangées pour donner
un ADN de taille génomique selon une voie différente de 1la

recombinaison homologue.

I1 est donc moins étonnant que RmI, et pI-1, méme s'ils
possédent tous deux wune répétition virale de 182 pb, aient des
infectivités relatives différentes (tableau III), des facteurs
autres que la simple homologie de séquence intervenant sans doute
dans le mécanisme mis en jeu, que ce soit pour 1l'une ou 1'autre
molécule, les fréquences de recombinaison mesurées sont, de toute

fagon, trés supérieures a celles de la recombinaison homologue.

B. Analyse de la recombinaison par la technique de Southern.

Comme il est mentionné & la section précédente, la fréquence de
recombinaison de RmI. et pI-1 est particuliérement élevée. En se
basant sur cette observation, il est raisonnable d'envisager la
possibilité de suivre la cinétique de recombinaison au cours du
temps grace & 1'extraction périodique de 1'ADN de petit poids

moléculaire, & son fractionnement sur gel d'agarose, son transfert
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Figure 7. Analyse de la réplication et de la recombinaison de RmI, et

pI-1.

RmI, et pIl-1 ont été transfectés dans des cellules 3T6 incubées ensuite
a 33°C pendant différentes périodes de temps. L'ADN de petit poids
moléculaire a été extrait 18 heures (0,75 jours), 6 jours, 8 jours et 9
jours aprés transfection. Aprés électrophorése sur gel d'agarose 1% a
40 volts pendant 16 heures, 1'ADN a été transféré sur filtre puis
hybridé avec une sonde virale. RmI provenant d'un extrait de C(l12/al,
P155 purifié a partir de cellules 3T6 infectées et pl-1 isolé d'une
préparation de E. coli transformée, ont été wutilisés comme marqueurs
(M). Toutes ces molécules ont été préalablement purifiédes sur gradient
de CsCl (Bauer et Vinograd, 1968). OC, L et CC: formes circulaire

ouverte, linéaire et circulaire covalente, respectivement.
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sur filtre de nitrocellulose et son hybridation avec des sondes
radioactives sélectives. Cette approche pourrait permettre aussi
d'expliquer la différence de fréquence de recombinaison entre pI-1
et RmI,. De fait, comme le montre la figure 7, Pl55 est présent
aussi bien dans les cellules transfectées par RmI, que dans celles
transfectées par pl-1. Dans le cas de RmI, toutefois,
1'accumulation de P155 est peu spectaculaire et demeure, en tout
temps, inférieure & la quantité de RmI_, répliqué. Par contre on
observe l'inverse chez les cellules dans lesquelles on a introduit
pl-1: l'accumulation de P155 est toujours supérieure & celle de
pI-1 (qui contient, rappelons-le, des séquences plasmidiques). Si
l'on traite 1'ADN de petit poids moléculaire extrait des cellules
transfectées par Dpnl avant de le mettre sur gel, la position et
l'intensité des bandes demeurent inchangées (résultats non
montrés). Ces observations sont identiques & celles obtenues dans

la section I (Réplication de RmI).

Donc, comme c'était le cas avec les expériences de plages de
lyse, la quantité de P155 produite aprés transfection de pI-1 est
plus importante que celle obtenue avec Rml.. En somme, dans le cas
ou le substrat se réplique efficacement, la recombinaison est peu
efficace; par contre si la réplication du substrat est faible, 1la
recombinaison, & l'inverse, est trés efficace. Ces résultats sont
interprétables dans un contexte ou les 2 phénoménes, la
réplication et la recombinaison, seraient en compétition pour un

méme facteur limitant.
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Réciprocité de la recombinaison

Dans le contexte qui nous intéresse ici, 1la réciprocité peut
étre définie de la fagon suivante: si, par exemple, RmI, subit wun
événement de recombinaison et que les 2 molécules résultant de ce
processus, P155 et IR (pour insertion cellulaire + répétition
virale, voir figure 6), sont détectées, la recombinaison est dite
réciproque parce que les 2 produits possibles sont formés. Si, par
contre, une seule des molécules est produite, la recombinaison est

non-réciproque.

Sur la base des résultats présentés jusqu'ici, il est clair
qu'au moins 1'un des 2 partenaires attendus d'un événement de
recombinaison réciproque dans RmI a pu étre mis en évidence, soit
P155. Les preuves en sont d'une part l'obtention de plages de lyse
chez des cellules permissives, d'autre part la détection par des
sondes radioactives spécifiques d'une molécule de taille génomique
aprés sépartion de 1'ADN sur gel d'agarose. Ces 2 séries
d'observations illustrent bien 1l'importance de 1la capacité de
réplication que doit posséder un produit de recombinaison pour
étre détectable. Deux conditions sont essentielles, du moins pour
Py et SV40, pour qu'une molécule d'ADN viral puisse se répliquer
dans des cellules permissives. Il faut d'abord une fonction qui
peut étre fournie en cis ou complémentée en trans, il s'agit de la
protéine grand T qui permet, entre autres, d'initier la
réplication, et il faut ensuite une fonction obligatoirement

présente en cis, l'origine de réplication.
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A. Les séquences "ORI-LIKE" de INS ne permettent pas une

amplification marquée.

Pour étre détectable, 1le partenaire réciproque de P155, IR,
doit luil aussi étre capable de se répliquer et pour cela, posséder
une origine de réplication fonctionnelle. A ce sujet, l'analyse de
la séquence de 1Ins (insertion cellulaire de RmI) a montré une
homologie de 12 pb, entre 1les nucléotides -507 et -518 (voir
figure 3) avec la séquence consensus de l'origine de réplication
de certains papovavirus, notamment SV40 et Py (Sylla et al.,
1984). Ins contient aussi des séquences d'ADN répétitif de souris
(Sylla et al., 1984), et il a été montré que certaines de ces
séquences cellulaires répétitives contenaient des origines
fonctionnelles, pouvant permettre la réplication d'un recombinant
dans un systeme in vitro permissif pour SV40 (Hiroyoshi, 1984;

Hiroyoshi et al., 1985).

En coupant pBy-20 par l'enzyme de restriction HincII (qui coupe
aussi au site Sall), on génére 3 fragments dont un contient 1la
totalité de Ins (HincII-L) et un autre, entiérement viral,
comprend la partie précoce compléte et une partie de la région
tardive du génome de Py (voir fig. 5). Si 1l'on recircularise
in vitro ces fragments, puis que 1'on transfecte le mélange dans
des cellules de souris 3T6, 1'ADN de petit poids moléculaire
extrait aprés 5 jours et analysé par la méthode de Southern ne
contient aucune séquence homologue a4 une sonde cellulaire d'ADN

unique chevauchant une partie de Ins: (sonde HineII-BamHI, wvoir
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fig. 8), ce qui indique que le fragment HincII-L n'est pas
amplifié de fagon notable (résultats mnon montrés). Par contre
1'hybridation du filtre avec une sonde virale permet de mettre en
évidence l'amplification du fragment HincIl viral. Rappelons-le,
ce fragment contient l'origine de réplication de Py et code pour
la protéine grand T. Si l'origine de réplication de Ins, semblable
a4 celle de Py, avait été fonctionnelle, on aurait dd détecter,
grice & la sonde cellulaire, l'amplification du fragment HincII-L

complémenté en trans par le grand T codé par le fragment HinecIl

entiérement viral. Naturellement la validité de cette affirmation
repose sur le fait que la quantité de protéine grand T n'est pas
un facteur limitant et qu'une proportion suffisante des cellules
captent simultanément les 2 fragments. Avec 1la méthode de
transfection au DEAE-dextran, cette proportion est estimée 2a

environ 5% (Wake et al., 1985).

Nous avons refait 1le méme type d'expérience dans un systéme
réplicatif spécifique pour SV40. RmI, a été transfecté dans des
cellules de singe COS, lesquelles fournissent la protéine grand T
de SV40 de fagon constitutive (tableau II, Matériel et Méthodes).
Ces cellules ne sont pas permissive pour Py et 1l'origine de
réplication wvirale de RmI, n'est donc, en principe, pas
fonctionnelle. La seule fagon dont cette molécule peut étre
répliquée dans ces cellules dépend donc entierement de la présence
d'une origine fonctionnelle dans Ins. Toutefois aucune

amplification de RmI, n'a pu étre détectée (résultats non

montrés) .
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Prises ensemble, ces 2 expériences permettent de constater que,
dans les conditions utilisées ici, 1les séquences d'ADN de Ins ne

sont pas en mesure d'agir comme des origines de réplication.

B. Mise en évidence de IR, deuxiéme produit de recombinaison,

quand on lui insére une origine fonctionnelle.

Afin de rendre la molécule IR amplifiable, dans la mesure ou la
recombinaison est réciproque bien sGr, nous avons introduit au
site BglII de Ins dans pB;-20 un fragment de SV-40 contenant
l'origine de réplication de ce virus. Ce recombinant, une fois
débarrassé de ses séquences plasmidiques et recircularisé, a été
appelé SV-RmI, (RmI, + origine de SV40; figure 8). Par
recombinaison intramoléculaire réciproque, celui-ci doit générer 2
molécules plus petites, dont 1l'une est P155, amplifiable dans des

cellules de souris 3T6, et 1l'autre SV-IR, amplifiable dans des

cellules COS d'aprés ce que nous venons de dire.

La transfection de SV-RmI, dans des cellules COS et 1'analyse
subséquente de 1'ADN de petit poids moléculaire sur gel d'agarose
permet nettement de distinguer 1l'accumulation spécifique de 2
types de molécules (fig. 9 A), l'une étant vraisemblablement le
recombinant complet (SV-RmIC) et 1'autre un des produits de
recombinaison attendus: c'est-a-dire §SV-IR. Notons que P155,
1'autre produit de recombinaison, ne peut étre amplifié dans ce
type de cellules, non permissives pour Py. La présence de ces 2

molécules est confirmée si 1l'on digére 1'ADN de petit poids
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Figure 8. Carte physique de SV-RmI, et de ses produits de

recombinaison attendus.

SV-RmI, est similaire & RmI.: 1la seule différence réside dans la
présence d'un fragment de SV40, contenant l'origine de réplication de
ce virus, cloné au site Bgl II de Ins. Les séquences de SV40 sont
représentées par un double trait hachuré, celles de Ins sont en blanc
et les séquences de ts-P155 en noir. Les répétitions virales de 182 pb
sont indiquées par deux tétes de fléche noires. La position des
origines de réplication de chaque wvirus est aussi indiquée. La partie

de la sonde HinclI-BamHI chevauchant Ins est également montrée (H-B).

Par recombinaison intramoléculaire SV-RmI, peut générer 2 molécules,
P155 et SV-IR, chacune portant une origine distincte. La digestion de
SV-RmI, par Bam HI produit 2 fragments (4,6 Kb et 3,8 Kb) alors que

P155 et SV-IR sont linéarisés (voir figure 9).
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Figure 9. Analyse de la réplication et de la recombinaison de SV-RmI,

dans les cellules COS et 3T6.

A. SV-RmI_. a été transfecté dans des cellules COS et 3T6 incubées
ensuite a 33°C. L'ADN de petit poids moléculaire a été extrait aprés 18
heures (0,75 jours), 3 jours ou 7 Jjours, puis placé sur gel et
transféré sur filtre avant hybridation avec une sonde §SV40. SV-RmI,
(M{) et 1'ADN de SV40 extrait de cellules infectées (Mp) ont été
utilisés en guise de marqueurs. La position des bandes attendues pour

SV-RmI_, et SV-IR (OC, L et CC) est indiquée.

B, C, D. SV-RmI, a été transfecté dans les cellules COS puis 1'ADN de
petit poids moléculaire, extrait 5 jours plus tard, a été digéré par
Bam HI. 3 aliquots de cette digestion ont été placés sur gel, chacun en
paralléle avec wune échelle de PM ("ladder" 1 Kb, BRL) marquée au
p32 (L), puis hybridés avec 3 sondes différentes. B: sonde SV40,

C: sonde HinclI-BamHI, D: sonde Py.



53

FIGURE 9
A B
w 376 COS,, r
days 753 7.7537 5

| e

SV-Rmic(oc)» 8 - )
SV-RmI(L)p - ca g :
j % <4 SV-Rml¢(cc) 33353: -
H 28 < SV-IR (oc) T
i § - 4SV-IR (cc)
[ B

»

Probe: SV 40 SV40 H-B Py




54

moléculaire par 1l'enzyme BamHI avant de le mettre sur gel (fig.
9 B, C, D). En effet, 3 fragments de tailles distinctes, pouvant
étre sélectivement mis en évidence par des sondes radioactives
différentes, sont attendus si 1l'on coupe un mélange de SV-RmI, et
SV-IR par BamHI (fig. 8). Un premier fragment de 4,6 Kb, contenant
notamment la partie précoce de Py, est illuminé a la fols par une
sonde cellulaire (HincII-BamHI) et une sonde Py (fig. 9 C, D). 1Un
second fragment de 3,8 Kb contenant 1l'origine de SV40 est mis en
évidence par des sondes Py et SV40 (fig. 9 B, D). Enfin un
troisiéme fragment de 3,2 Kb, correspondant & 1la molécule SV-IR
entiére, est révélé par des sondes SV40 et HincII-BamHI (fig. 9 B,

C).

Méme si ces résultats démontrent incontestablement 1'existence
de SV-IR, les expériences mne nous permettent toutefois pas de
conclure que P155 et SV-IR sont formés simultanément dans une méme
cellule au moment de la recombinaison. Cependant le fait que les 2
produits réciproques soient détectés, chacun dans un systéme
cellulaire approprié, milite grandement en faveur d'un mécanisme

de recombinaison conservatif.

C. Effet de l'origine de SV40 sur la réplication de SV-RmIc dans

des cellules de souris.

SV-RmI. a aussi été transfecté dans des cellules de souris 3T6.
Comme le montre la figure 9 A, pratiquement aucune amplification

de la molécule, de méme que de ses 2 produits de recombinaison
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attendus, n'a pu étre détectée aux différents temps indiqués. Ces
résultats sont valables que le filtre soit hybridé avec une sonde
spécifique pour SV-40 ou pour Py. Cette observation a été
confirmée par 1'absence de cellules présentant 1'antigéne VP1 de
Py dans un essai d'immunofluorescence (tableau IV). Ces résultats
sont & tout le moins surprenants. En effet, SV-Rml, ne differe de
RmI., lequel se réplique treés bien dans des cellules 3T6, que par
la présence d'un fragment de SV40 dans Ins et, par conséquent,
devrait toujours pouvoir coder pour la protéine grand T de Py et
posséder une origine de réplication (de Py également)
fonctionnelle. Dés lors la plus simple explication permettant de
rendre compte de cette observation est de supposer que la présence
d'une seconde origine, celle de SV40, inhibe 1la transcription

virale précoce et/ou la réplication de la molécule SV-RmI,.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons refait la méme
expérience que celle illustrée a la figure 9, mais cette fois en
paralléele dans des cellules 3T6 et dans des cellules SCOP-T, ces
derniéres générant de fagon constitutive wun grand T de Py (voir
tableau II, Matériel et Méthodes). Encore une fois, on note une
forte inhibition de la réplication de SV-RmIl, dans les cellules
3T6. Par contre on détecte mnettement 1'accumulation de cette
molécule, ainsi que <celle de P155, dans 1les cellules SCOP-T
(figure 10). Le fait que SV-RmI_. puisse étre amplifié si on lui
fournit la protéine grand T de Py en trans, milite grandement en
faveur d'une inhibition de la transcription virale précoce chez

SV-RmI_ dans les cellules 3T6. Les séquences d'ADN de SV40
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Figure 10. Analyse de la réplication et de la recombinaison de SV-RmI,

dans les cellules SCOP-T et 3T6.

SV-Rml, a été transfecté dans des cellules SCOP-T et 3T6 incubées
ensuite a 33°C. L'ADN de petit poids moléculaire a été extrait 18
heures, 4 jours et 6 jours apres transfection, placé sur gel d'agarose
et transféré sur nitrocellulose. Le filtre a été hybridé avec une sonde
Py. Le marqueur (M) utilisé est de 1'ADN de ts-P155 purifié & partir de
cellules 3T6 infectées. Les différentes formes OC, L et CC sont

toujours indiquées.
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FIGURE 10
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TABLEAU IV. Détermination par immunofluorescence du pourcentage

cellules exprimant la protéine VPl aprés transfection

Mode d'introduction Pourcentage?
ADN de 1'ADN dans relatif de cellules
utilisé les cellules VPl-positives
P155 Infection 39
pI-1 Transfection 7
RmI, Transfection 1
SV-RmI, Transfection 0

a: Les valeurs sont données aprés soustraction du pourcentage de
cellules immunofluorescentes obtenues lors d'une transfection "a
blanc" (sans plasmide). L'immunofluorescence a été réalisée &
jours aprés transfection, selon la méthode décrite par Bourgaux

et al. (1978).
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présentes dans SV-RmI, joueraient probablement un réle dans cette
inhibition. De plus 1le fait qu'il y ait recombinaison dans les
SCOP-T, et non dans les 3T6, nous porte & croire que 1la ou les
fonctions nécessaires & 1la recombinaison sont absentes chez 1les
3T6 mais présentes dans les SCOP-T. Il pourrait donc s'agir de
protéines codées par la région précoce de Py, notamment 1l'antigéne
grand T, ou de fonctions cellulaires dépendant de ces protéines.
Cette hypothése est étayée par 1le fait que la molécule pI-1,
incapable elle aussi de se répliquer dans des 3T6 & cause des
séquences plasmidiques qu'elle contient (se reporter & la section
II), est cependant un substrat efficace, dans ces cellules, pour
la recombinaison générant P155 (tableau III et figure 7). La seule
différence avec SV-Rml,, c'est que pI-1 ne contient pas de
séquences de SV40 et doit donc exprimer normalement, dans des
cellules permissives, 1la région précoce de Py qu'il contient

(figure 6).

D. Recombinaison aberrante de SV-RmIc dans des cellules de souris

produisant un grand T de SV40 de facon constitutive.

Jusqu'ici, nous avons démontré que SV-RmI, pouvait étre
répliqué et réarrangé dans des cellules de singe produisant un
grand T de SV40 (cellules COS) ainsi que dans des cellules de
souris codant pour un grand T de Py (cellules SCOP-T). Considérant
ces résultats, et la dualité des fonctions de vréplication de
SV-RmI,, nous avons transfecté cette molécule dans des cellules de

souris transformées par un génome de SV40 et exprimant de fagon
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constitutive le grand T de ce virus. La présence de cette protéine
devrait permettre la recombinaison de SV-Rml,, toujours selon
1'hypothése ol 1le grand T (ou une autre protéine virale précoce)
est impliqué directement ou indirectement dans la recombinaison,
le fragment SV40 de SV-RmlI, ne devant pas géner l'expression de la
région précoce du génome viral intégré. L'ADN de P155 produit,
débarrassé des séquences de SV40, pourrait étre transcrit
normalement et se répliquer efficacement dans ces cellules de

souris, grédce a son origine de réplication.

Chen et al. (1983) ont transformé des cellules NIH 3T3 avec un
génome complet de SV40 ou avec un génome origine-défectif du méme
virus. Ils ont montré que certaines des lignées obtenues

exprimajient un grand T de SV40 de fagon constitutive.

J'ai utilisé 2 de ces lignées, R1-4 et ORI-1 (voir tableau I1I),
pour suivre la réplication et la recombinaison de SV-RmI, aprés
transfection. Contrairement & ce que 1l'on avait observé dans les
376, on peut détecter facilement la présence de SV-RmI,, aux
différents temps d'extraction de 1'ADN, bien que 1l'accumulation
totale de la molécule augmente peu en fonction du temps. Le plus
étonnant toutefois est la présence de plusieurs bandes de plus
petite taille que SV-RmI,, qui sont particuliérement mises en

évidence par une sonde Py (fig. 11).

Toutes ces bandes, non détectables apreés 18 heures,

apparaissent aux temps d'extraction subséquents et leurs positions
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Figure 11. Analyse de la réplication et de la recombinaison de SV-RmI,

dans les cellules R1-4 et ORI-1.

SV-RmI, a été transfecté dans des cellules Rl-4 et ORI-1 incubées

ensuite & 33°C. L'ADN a été extrait des cellules 18 heures, 3 jours et
6 jours aprés transfection, analysé sur gel, puis hybridé avec une

sonde SV40 (& gauche). Aprés lavage du filtre, une deuxiéme hybridation

a été faite mais cette fois avec une sonde Py (& droite). Le marqueur

(SV) est de 1'ADN de SV40 purifié & partir de cellules de singe

infectées par le virus.
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FIGURE 11
SVl RI-4 " ORI'Ijsv SV[ RI-4 ” QRI'IjSV
days 753 6.753 6 753 675 3 6
V-RmI (0c). . ,_, :
V-Rmg (L), R

Probe: SV40 Py
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et intensités wvarient en fonction de ces mémes temps. Cette
hétérogénéité observée au sein des produits de recombinaison
contraste fortement avec la spécificité avec laquelle SV-RmI, se
recombine pour donner P155 dans les cellules SCOP-T et SV-IR dans
les cellules COS. I1 semble s'agir ici d'événements de
recombinaison partiellement non-spécifiques toutefois: si 1'on
observe une polydispersion des produits de recombinaison qui
contraste, donc, avec les observations précédentes, il s'agit
cependant d'un nombre limité de bandes discrétes dont certaines
sont présentes & 2 temps différents d'extraction (3 jrs et 6 jrs),
ce qui indique que les événements de recombinaison en question ne
se produisent pas complétement au hasard mais plutét comme si

certains sites étaient prévilégiés.

Une autre observation est que les quelques bandes illuminées
par une sonde SV40 (fig. 11, panneau de gauche) le sont aussi par
la sonde Py (panneau de droite) alors que l'inverse mn'est pas
observé, comme si la plus grande partie des produits de
recombinaison intramoléculaire avaient perdu 1la totalité ou
presque des séquences SV40. Cette observation est peu surprenante
dans la mesure ou la présence de ces séquences interfére avec
l'expression de la région précoce Py, et donc avec la réplication
de la molécule qui les porte (voir section précédente). Tout
événement de recombinaison intramoléculaire permettant d'éliminer
ces séquences devrait produire des molécules n'ayant plus ce
handicap pour leur amplification, les rendant ainsi plus

facilement détectables. Par ailleurs, la réplication de molécules
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a partir de leur origine SV40, et & l'aide du grand T
correspondant, est trés défavorisée dans des cellules de souris,

non permissives pour ce virus (voir paragraphe suivant).

I1 est difficile de définir 1la part exacte que le grand T de
SV40 joue dans les phénoménes décrits jusqu'ici. Néanmoins
certaines expériences, non montrées, nous permettent d'envisager
un rdéle possible dans 1la réplication et 1la recombinaison de
SV-RmI,. D'abord si l'on transfecte un génome complet de SV40 dans
des cellules ORI-1, on décéle une faible, mais détectable,
accumulation de 1'ADN de SV40 méme aprés traitement par Dpnl. La
méme expérience faite avec des cellules de souris NIH 3T3 est
négative. Ceci démontre que méme si 1les R1-4 et ORI-1 sont des
cellules de souris, non-permissives pour SV40, elles peuvent
néanmoins permettre sa réplication jusqu'a un certain point. Nous
avons noté aussi une faible accumulation de SV-RmI,, mais non de
P155, aprés transfection de la premiére molécule dans les Rl1-4 ou
ORI-1, lorsque celles-ci sont maintenues & 39°C. 11 semble donc
que le grand T de SV40 pourrait jouer un rdéle non négligeable dans
la réplication de SV-RmI, ou de produits de recombinaison qui
portent toujours une origine de SV40 intacte. Son rbéle dans 1la
recombinaison est moins clair. On sait d'aprés les résultats de
transfection dans les cellules COS (voir section III B) que cette
protéine, lorsqu'elle est présente, est suffisante pour que 1la
recombinaison s'effectue normalement. D'un autre cb6té, l'existence
de bandes de poids moléculaire inférieur & celui de SV-RmI, dans

les R1-4 et les ORI-1 semble aussi appuyer cette hypothése, bien



65

que la recombinaison dans ce cas soit moins spécifique. Nous

examinerons ce point davantage dans la Discussion.

Quant au rbéle du grand T de Py dans 1la réplication et 1la
recombinaison au sein des cellules R1-4 et ORI-1, il est aussi
difficile & définir. Il est clair que les molécules ayant perdu,
par recombinaison, 1'ADN de SV40, mais ayant par ailleurs gardé la
région précoce compléte de ts-P155, sont capables d'exprimer
normalement 1l'antigéne grand T, et de se répliquer & partir de
leur origine. 11 est probable aussi que le grand T de Py puisse
initier la réplication de SV-RmI, & partir de 1l'origine de
ts-P155. De plus il est possible d'imaginer une interaction entre
les 2 grands T, celui de Py et celui de SV40, qui pourrait rendre
compte de la non-spécifité relative de la recombinaison dans ce

cas particulier.



TABLEAU V. Taux de réplication et de recombinaison obtenus avec RmIC, pl-1 et SV—RmIc apreés
transfection dans les différents types de cellules

Réplication Recombinaison
Type de
cellules transfectées RmIc pl-1 SV-RmIc RmIC pI-1 SV-RmIC
3T6 4+ + - + ++ -
NIH 373 4t N.T. - + N.T. -
SCOP T +4++ + +4+ + ++ 4+
(hétérogene) {(hétérogene)
C05~1 - N.T. +++ - N.T. 4
R1-4 +4 N.T. + + N.T. ot
(hétérogéne) (hétérogeéne)
ORI-1 ++ N.T. + + N.T. 4+
(hétérogeéne) (hétérogeéne)
N.T.: non testé
+: indique le taux d'amplification ou de recombinaison approximatif tel que déterminé d'apreés
l'intensité des bandes apparaissant sur l'autoradiogramme. +++ représente l'intensité la plus

forte.

Suivant les cellules dans lesquelles ils ont été transfectés, Rml_ o¢ pI-1 produisent aprés

recombinaison, en plus de P155, une ou 2 bandes supplémentaires. Le mot‘%étérogéne est aussi utilisé
dans ce cas.
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Annexe 1

Modéle théorique pour la résolution de RmI

Dans le modéle de recombinaison que nous nous proposons de décrire
ici, nous avons essayé de tenir compte de toutes 1les observations
expérimentales faites au cours de ce travaill, et la majorité des idées
avancées sont basées sur ces observations ou d'autres déja publiées.
Néanmoins certains éléments n'en demeurent pas moins spéculatifs et
proviennent surtout d'analogies faites avec d'autres systémes
biologiques. Ce modéle n'est cependant applicable qu'a un "systéme

biologique fermé".

L'interaction de la protéine grand T avec 1'ADN viral dans RmI peut
avoir deux conséquences distinctes: 1) son attachement spécifique a des
séquences situées pres de 1l'origine de réplication, ol elle agirait
alors comme une topoisomérase de type II (gyrase), laquelle mnécessite
1'hydrolyse d'ATP, pour initier la réplication de 1'ADN viral (Gaudray
et al., 1980; Wang, 1985); ce type d'enzyme a aussi été impliqué dans la
terminaison de la réplication pour dissocier les brins nouvellement
synthétisés (Wang, 1985), 2) sa fixation & une ou des régions discrétes
des répétitions virales de 182 pb, ou elle catalyserait la recombinaison

en jouant le rdle d'une topoisomérase spécifique.

Les deux phénoménes, réplication et recombinaison, sont tributaires
de la fixation de la protéine grand T sur 1'ADN; aussi est-il plausible

de supposer qu'il s'agit la d'une étape-clé pour leur régulation.
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Afin de connaitre l'environnement favorisant 1'un ou 1l'autre de ces
phénoménes, il s'avére pratique d'exprimer en termes mathématiques
l'interaction de la protéine grand T avec 1'ADN du génome viral. Notre
objectif ici est de définir wune équation reliant les paramétres qui
décrivent 1la fixation de grand T & des quantités expérimentales
mesurables, comme la concentration de grand T 1lié et la concentration

d'ADN présent.

Pour ce faire, on peut envisager raisonnablement un certain nombre
d'hypothéses de départ nécessaires: les molécules d'ADN sont présentes
sous une seule forme active, d'une part; d'autre part, s'il peut y avoir
interaction entre les sites de fixation situés a 1l'origine, sites
physiquement trés proches 1'un de 1l'autre (Dilworth et al., 1984;
Introduction), il n'y en a aucune entre ceux-ci et les sites

éventuellement présents dans les répétitions wvirales de RmI (nt 3092 a

3273).

En gardant ceci en téte, la fixation de grand T sur un site 1libre

quelconque du génome viral peut étre décrite par la formule (1):

K

E + X —=EX (L)

ou E est 1la concentration en sites 1libres présents sur 1'ADN, X 1la
concentration de forme active de grand T libre et K 1la constante
d'association. La concentration du complexe & 1'équilibre est donnée

par:
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[EX] = [E] [X] K (2)

On peut définir une quantité B, nombre moyen de molécules 1ligand

par molécule d'ADN.

B = [EX (3)
ol A correspond au nombre de molécules d'ADN présentes en solution. La
fraction des sites occupés sur une molécule d'ADN, v ,est alors définie
par:

v =

EX (4) v varie de 0 & 1.
NA

B =
N
N étant le nombre de sites de fixation présents sur une molécule d'ADN.

L'on suppose ici qu'une molécule de forme active de grand T peut se

fixer par site.

Dans le cas qui nous intéresse, RmI, le nombre de sites possibles
sur le génome viral ou 1la protéine grand T peut se fixer est inconnu,
néanmoins on sait qu'il en existe au minimum 5. Trois sont situés dans
la région régulatrice prés de l'origine de réplication, et chacun des 2
autres se trouve dans une des répétitions de 182 pb. De plus, on peut
supposer que les constantes d'association des sites de fixation situés
prés de l'origine sont supérieures & celles des sites présents dans les
répétitions car la réplication constitue une nécessité impérative pour
la survie du virus contrairement & la recombinaison qui est secondaire.

En somme Ky > Ky > K3 > K4 = Kg
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En termes plus mathématiques, la fixation du grand T sur Rml peut

étre décrite de la fagon suivante:

K
4

E + X EX
Kz

EXl +X‘._EX2
K3
K.
N

EXN-1+X\'—EXN

L'indice assigné & EX désigne le nombre de sites occupés par grand T sur

1'ADN présent dans le complexe.

En appliquant la relation (2), l'on obtient pour 5 sites:

¥
.

I

~
'—l

[E] [X]

[EXy] = Ky [EX1] [X] = KyK, [E] [X]2 (5)

[EX3] = Ky [EXy] [X] = KyKoK5 [E] [X]3

[EX,] = K, [EX3] [X] = KyK,K3K, [E] [X]*

$
=

i
~
U

[EX,] [X] = KjKoK3K,Ks [E] [X]°

Si 1'on se réfere & 1la relation (3), 1l'on peut écrire (en ayant a

l'esprit qu'il y a un site occupé sur EX;, 2 sur EX,, etc):

B = [EXy] + 2 [EX,] + 3 [EX3] + &4 [EX,] + 5 [EXsg] (6)

A
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D'aprés les équations en (5):

B - K1 [E)X] + 2 KIK2 [EITXT? + 3 KIK2K3 [EJXD + & KIK2K3KS [ENX]* + 5 KIK2K3KGKS [E] [X]°
A
Soit, d'apreés (3):
v = [E] (K, [X] + 2 K.K fx12+3KKK [x]3+4KKKK [X]4+5KKKKK [x]s) (7)
ToLzd MY 12t 17273 172737 17273745

NA

Cette équation nous permet de connaltre le pourcentage des sites occupés
par grand T sur une molécule d'ADN. On peut facilement en tirer des
renseignements utiles pour déterminer les conditions favorisant la
réplication ou la recombinaision. Par exemple, si la concentration de
grand T, [X], est faible, les termes d'ordre supérieur de 1l'équation (7)

deviennent tres inférieurs a Kl[X] et l'équation se simplifie:

v= [B] (%, [xD (8)
NA

Dans ce cas, seul le site possédant 1'affinité 1la plus grande, en
l'occurrence un des sites se trouvant pres de l'origine, fixe la
protéine grand T efficacement et la recombinaison ne peut donc se faire.
C'est ce qui se produit notamment lorsqu'on transfecte SV-RmIC dans les

3T6.

Si, dans un autre exemple, la quantité d'ADN présent (A) est faible et
que la concentration de grand T disponible est élevée, v augmente, ce
qui veut dire que les sites des répétitions de 182 pb sont occupés
aussi, favorisant ainsi la recombinaison. C'est ce qu'on observe pour

pl-1 aprés transfert dans les 3T6. Si, par contre, A est élevée et [X]
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intermédiaire, la recombinaison se produit, mais de fagon limitée, c'est

le cas de Rml_, dans les 3T6.

Cette équation s'avére utile aussi pour déterminer approximativement la
concentration minimum de grand T nécessaire pour qu'il se produise un
événement de recombinaison. Si l'on suppose qu'il existe 5 sites de
fixation comme on 1l'a dit plus haut, 60% des sites doivent é&tre
obligatoirement occupé avant que la recombinaison puisse avoir lieu,

soit:

0.60 = [E] (dépend uniquement de [X])
NA

E, N et A sont des quantités connues ou expérimentalement mesurables
permettant ainsi d'établir 1la concentration minimum de grand T
nécessaire &2 la recombinaison. Ce type de raisonnement pourrait étre
particuliérement wutile pour définir les conditions optimales de
fonctionnement d'un systéme de recombinaison "in vitro". Cette approche
générale est une des plus simples possible; différentes wvariantes
peuvent étre indroduites comme la présence d'un second ligand (1'ATP par
exemple), la coopération entre ligands, etc... Plusieurs modéles ont été
ainsi décrits permettant d'arriver & des valeurs se rapprochant

davantage de la réalité (Chen et al., 1986; McGhee et Van Hippel, 1974).

En gardant en mémoire que la réplication aussi bien que 1la
recombinaison peuvent étre définies uniquement en terme d'interactions
préférentielles protéine: ADN, 1l est possible d'expliquer ce qui se
produit au niveau moléculaire dans les cellules R1-4 ou ORI-1, bien que

le tout demeure entiérement spéculatif. Comme ces cellules produisent le
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grand T de SV40 de fagon constitutive, la protéine ne constitue plus de
ce fait un facteur limitant pour la recombinaison (le grand T de SV40 au
méme titre que celuil de Py catalysant la recombinaison). SV-RmI,, &
cause des séquences SV40, est peu transcrit et produit peu de grand T de
Py; mais contrairement aux cellules 3T6, il est probable que les
séquences contenant l'origine de SV40 dans SV-RmI, soient complétement
saturées par le grand T de SV40 produit sans arrét par le génome viral
intégré. La faible quantité de grand T de Py présente est alors
entiérement disponible pour 1la réplication (SV-RmI, est, en effet,

faiblement répliqué dans les Rl1-4 ou les ORI-1).

L'hétérogénéité de 1la recombinaison, quant & elle, peut étre
expliquée de diverses maniéres. La formation d'oligoméres de la protéine
grand T semble indispensable & sa fixation sur 1'ADN et & 1l'initiation
de la réplication (Bradley et al., 1982; Schirmann et al., 1985; Wachter
et al., 1985). Il est possible que dans les cellules R1l-4 et ORI-1, les
grands T de SV40 et de Py forment des oligoméres hétérologues qui
agiraient différemment sur la recombinaison par rapport aux oligoméres
homologues. On peut aussl envisager simplement que 1l'environnement
non-permissif des cellules envers le grand T de SV40 modifie son action

sur la recombinaison.

Dans le sous-clone Cl2/al, RmI et P155 sont produits dans une
proportion de 20 & 1 & en juger par l'intensité relative de leurs bandes
sur gel (Sylla et al., 1980). Si 1l'on transfecte RmI, dans les 3T6é, on
obtient un rapport semblable (voir fig. 7). Bien qu'elle ne constitue
par une preuve, cette similitude suggére que c'est la molécule RmI, et

non pas le génome intégré, qui sert de substrat pour 1la formation de
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P155 dans les Cl12/al. De plus, 1la fréquence relativement peu élevée de
la recombinaison générant P155 dans les C12/al est en accord avec le
modéle présenté plus haut. Puisque Rml se réplique abondamment dans ces
cellules, on ne s'attend pas & ce que la fréquence de recombinaison soit

trés grande.



DISCUSSION

La molécule RmI, produite dans 1les cellules Cyp par excision du
génome intégré selon une recombinaison spécifique du site (Sylla et al.,
1984), nous a servi & son tour de substrat pour étudier la recombinaison
intramoléculaire dans wun ADN épisomique, dans les cellules de

mammiféres.

Nous avons établi que RmI était capable de générer de fagon
relativement efficace, par recombinaison intramoléculaire, un ADK de
taille génomique infectieux, celui de ts-P155. Ces résultats ainsi que
plusieurs autres sont résumés dans 1le tableau V. Par rapport & ce qui
avait été observé plus tét avec des constructions analogues & RmI, dans
le cas de Py ou 8SV40, 1l'événement de recombinaison que nous avons
analysé semble présenter plusieurs caractéristiques distinctes qui en

font un systéme trés particulier.

Mécanisme de recombinaison

Le réarrangement de séquences d'ADN se produit selon trois
mécanismes distincts (si 1'on considére 1la transposition comme une
sous-classe de la recombinaison site-spécifique), dont les propriétés
varient selon qu'il s'agit de recombinaison homologue, illégitime ou
site-spécifique. Donc, expérimentalement, il est possible de distinguer
entre les trois processus et, éventuellement, de déterminer lequel est

responsable de la conversion de RmI en P155.
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Plusieurs résultats montrent qu'il ne s'agit pas de recombinaison
illégitime. D'abord on ne détecte aucune plage de lyse si on transfecte
des cellules de souris avec le recombinant pR-P1l55 sans aucun traitement
préalable (tableau III), ce qui indique que la fréquence de
recombinaison non-homologue qui permettrait de générer précisément une
molécule de taille génomique se produit a trop faible fréquence dans
notre systéme pour étre détectable. Le méme raisonnement s'applique a la
molécule pB;-20 non traitée pour laquelle on ne détecte aucune plage de

lyse également.

De plus, comme le montre la figure 7, les produits de recombinaison
dans des cellules 3T6 transfectées par RmI, ou pIl-1 sont trés homogénes
en termes de poids moléculaire; 1'on n'observe que les bandes attendues
pour P155. Méme dans les cas ou 1'hétérogénéité des produits de
recombinaison est la plus grande, nous ne détectons qu'un nombre limité
de bandes discreétes (voir figure 10). Ce n'est pas ce que l'on attend
d'un événement de recombinaison non-homologue qui, par définition, doit
produire une population de molécules de toutes les tailles (Botchan et

al., 1974).

Enfin si 1'on élimine une des répétitions wvirales de 182 pb de
pIl-1, par digestion & 1la Bal 31 a partir du site Smal de ts-P155
(figure 5) on abolit complétement la recombinaison, comme 1'indique
1'absence de bandes correspondant & P155 aprés transfection de ce

plasmide modifié dans des cellules 3T6 (résultats non montrés).

Subramani et Berg (1983), utilisant des tandems partiels du génome
de SV40, de longueur variable et clonés dans pBR322, ont mesuré

1'infectivité relative de ces constructions par leur capacité & produire
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des plages de lyse. Pour une homologie de 237 pb, ils ont déterminé une
fréquence de recombinaison de 0,3%. Rubnitz et Subramani (1984), en
reprenant le méme type d'expérience, ont montré que 200 pb d'homologie
constitue un seuil au-dela duquel la fréquence de recombinaison diminue
rapidement en fonction de l'homologie. Tel que mentionné déja dans les
Résultats, pour une homologie de 182 pb, on s'attend alors & trouver une
infectivité relative d'environ 0,06%, soit 100 & 800 fois inférieure a
1'infectivité relative de RmI, et pI-1 (voir tableau III). Comme les
expériences citées ont été effectuées dans des cellules de singe, on
peut prévoir une certaine variation dans l'infectivité relative puisque,
dans notre cas, 1l s'agit de cellules de souris. Toutefois wune
augmentation de 100 a 800 fois est difficilement explicable de cette
fagon. De plus, Kovar et Wintersberger (1985) ont mesuré, en utilisant
comme substrat une molécule contenant un tandem téte-&-queue complet de
Py, une fréquence de recombinaison intramoléculaire homologue <comprise
entre 20% et 50%, aprés transfection dans des cellules de souris. A
l'égard de ces résultats, la fréquence de recombinaison dans Rml est
trés élevée, puisqu'elle 1la répétition n'est que de 182 pb. Ces
différences peuvent étre aisément expliquées si l'on considére que 1la
résolution de RmI a lieu selon wun mécanisme de recombinaison
site-spécifique plutdét que par recombinaison homologue. Cette hypothése

est d'ailleurs étayée par deux autres observations.

D'abord il est bien établi maintenant que dans des constructions
similaires aux nbétres, une coupure double-brin entre 1les deux régions
d'homologie stimule la recombinaison homologue de 10 & 100 fois (Lin et
al., 1984). En effet les molécules linéaires semblent étre de meilleurs

substrats pour ce type de recombinaison que des molécules circulaires
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(Wake et al., 1985). Or, dans notre systéme, nous avons observé qu'une
coupure analogue avait 1'effet plutdét inverse: quand on 1linéarise la
molécule, on diminue en général son infectivité relative (tableau III).
Bien que d'autres interprétations soient possibles, cette observation
renforce 1'idée qu'il s'agit d'un mécanisme différent de 1la
recombinaison homologue, et pourrait méme refléter 1'importance que
présente la structure du substrat dans l'efficacité de recombinaison
comme c'est le cas notamment pour l'intégration du phage lambda: lorsque
le substrat est sous forme linéaire, la recombinaison a lieu quand méme,
mais la +vitesse de réaction augmente sensiblement si 1'ADN est

circulaire et enroulé en superhélice (Mizuuchi et al., 1978).

Deuxiémement, les deux produits de recombinaison réciproques ont pu
étre mis en évidence dans des cellules permettant leur amplification.
P155 est facilement détecté aprés transfection de RmI, ou pI-1 dans des
cellules de souris, et son partenaire, SV-IR, a pu étre mis en évidence
dans des cellules COS aprés transfection de SV-RmI, (figure 9). Ces deux
observations suggérent fortement que la recombinaison est réciproque,
méme si les deux produits n'ont pu étre isolés dans les mémes cellules.
La réciprocité est une des caractéristiques de 1la recombinaison
site-spécifique. Par contre, il semble que la recombinaison homologue,
chez des molécules d'ADN transfectées dans des cellules de mammiféres,
soit un processus mnon-réciproque (Folger et al., 1985; Wake et al.

1985).

Pris ensemble, tous ces résultats indiquent que 1la conversion de
RmI en P155 se fait par recombinaison site-spécifique plutét que par

recombinaison homologue ou illégitime. I1 faut mentionner cependant que
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toutes les évidences présentées 1ici sont indirectes et de <ce fait ne
doivent pas étre considérées comme une démonstration absolue. Pour
déterminer d'une fagon plus directe 1la spécificité du site de 1la
recombinaison, nous effectuons présentement la construction et 1l'analyse
des mutants de délétion produits par digestion & la Bal 31 a partir du
site Smal de pI-l. En délétant graduellement la répétition de 182 pb qui
est & cet endroit, nous espérons pouvoir ainsi délimiter la séquence

importante pour la recombinaison a 1'intérieur de la région d'homologie.

Fonction(s) nécessaire(s) a4 la résolution de RmI

Si 1'on prend pour acquis que la résolution de RmI se fait selon un
processus de recombinaison site-spécifique impliquant des séquences de
la répétition virale, on peut s'attendre par le fait méme & ce que la ou
les fonctions mnécessaires & la recombinaison soient codées par le génome
viral. Cette supposition est renforcée par les considérations qui

suivent.

Tel que démontré dans la section Résultats, SV-Rml, ne se réplique
ni ne se recombine dans 1les cellules de souris 3T6. L'absence de
réplication vient probablement du fait que la présence d'une origine de
SV40 dans SV-RmI, diminue sensiblement le taux de transcription des
génes précoces de ts-P155 (fig. 12). Pour ajouter & cet effet, il est
aussi possible qu'une fraction de la quantité déja faible du grand T de
Py se fixe sur l'origine de SV40, ne pouvant ainsi initier un nouveau
cycle réplicatif. Quoiqu'étonnant, il ne s'agit pas d'un cas isolé dans
la littérature; un effet similaire a €té rapporté chez les procaryotes a

la suite de 1'introduction d'une seconde origine dans une structure
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cointégrée (Bermardi et Bernardi, 1986). L'inhibition de la réplication
de SV-RmI_, n'explique cependant pas pourquoi P155 n'est pas formé et
amplifié dans les 3Té6 car pI-1, qui se réplique aussi trés peu dans ces
cellules, se recombine trés efficacement. Si la résolution était sous le
contréle d'une fonction cellulaire, la recombinaison intramoléculaire de
SV-RmI,. pourrait s'effectuer normalement, le produit du géne cellulaire
n'étant présumément pas soumis & 1l'action de l'origine de SV40, et le
produit de recombinaison, P155, débarrassé de toute séquence
inhibitrice, pourrait s'amplifier librement. Par contre, les résultats
sont facilement interprétables si 1l'on suppose que la résolution de
SV-RmI. est sous le contréle d'une fonction codée par ts-P155 1lui-méme.
Comme les génes viraux précoces sont peu exprimés apres transfection de
SV-RmI, dans les 3T6, la quantité de protéines précoces produites est
faible et ne permet ni la recombinaison ni la réplication des molécules
d'ADN. Inversement, lorsqu'on fournit ces protéines en trans, comme dans
les cellules SCOP-T ou COS, 1la recombinaison se produit efficacement
(voir tableau V). Cette interprétation concorde aussi avec le fait que
lorsqu'on introduit SV-RmI, dans les cellules R1l-4 ou ORI-1, 1la
recombinaison demeure toujours aussi efficace, bien qu'elle semble avoir
perdu sa spécificité. Cette non-spécificité n'est pas liée au caractére
transformé des cellules en question  puisque les produits de

recombinaison sont parfaitement homogénes dans les COS et les SCOP-T.

Bien qu'indirectes, toutes ces observations indiquent fortement que
la résolution de Rml dépend d'une fonction virale précoce qui peut étre
fournie soit par 1le génome de Py soit par celui de SV40 (dans les

cellules COS).
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Figure 12. Transcription relative de RmI,, pI-1 et SV-RmI, dans les

cellules 3T6.

pI-1, RmI, et SV-RmI, ont été transfectés dans des cellules 3Té6
maintenues a 33°C. 24 heures plus tard 1'ARN a été extrait et déposé
sur filtre de nitrocellulose ("dot-blot"; White et Bancroft, 1982), et
hybridé avec une sonde Py. La hauteur des pics correspond & l'intensité
relative des taches obtenues aprés autoradiographie, par rapport & un
témoin négatif (ARN extrait de cellules non transfectées). Le témoin

positif (P155) représente 1la quantité d'ARN extrait de cellules 3T6

infectées a 33°C par ts-P155.
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Protéine virale précoce responsable de la résolution

Nous proposons que la protéine précoce grand T est responsable de
la résolution de RmI. Son roéle indispensable dans 1'initiation de 1la
réplication et sa participation a4 1la recombinaison permettraient
d'expliquer la compétition qu'on observe dans les 3T6 entre ces deux
phénoménes. Lewis et Manley (1985) et, indépendamment, Lebkowski et al.
(1985), ont montré que la transcription précoce de SV40 était fortement
inhibée par la réplication de 1'ADN viral, mais que cette inhibition
était levée par une mutation rendant 1'ADN wviral incapable de se
répliquer. D'une fagon similaire on peut envisager que la transcription
précoce de RmI, soit peu élevée dans les 3T6 car celui-ci s'y réplique
abondamment. Toutes les protéines grand T produites alors seraient mises
4 contribution pour initier 1la réplication virale, laissant peu de
molécules disponibles pour la recombinaison. On congoit facilement que
l'attachement du grand T aux séquences d'ADN qui se trouvent prés de
l'origine de réplication posséde une constante d'association supérieure
a la fixation aux séquences responsables de la recombinaison. pI-1 se
répliquant peu, quant & lui, laisse une quantité suffisante de protéine
grand T pour permettre la recombinaison. Il est fort probable d'ailleurs
que 1l'attachement de la protéine grand T aux répétitions est
stochiométrique; le rapport protéine:ADN doit étre supérieur & wune
valeur donnée en dega de laquelle 1la fixation au site de recombinaison
est négligeable, comme c'est le cas notamment pour la protéine int du
phage ) (Nash et Robertson, 1981). De ce fait, une faible réplication
accroit le rapport protéine:ADN et favorise donc un événement de

recombinaison.
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Nous avons observé une recombinaison efficace et précise apres
transfection de SV-RmI, dans les cellules COS (fig. 9) en dépit de
1'absence prévue de transcription virale précoce chez SV-RmI,, les
cellules COS étant non-permissives pour le Py. Ceci démontre qu'une des
fonctions virales précoces exprimées & partir du génome de SV40 intégré
dans ces cellules est suffisante pour permettre la recombinaison. Le
grand T de SV40 et celui de Py ont des propriétés trés semblables et
leurs séquences en acides aminés possédent plus de 55% d'homologie

(Tooze, 1980).

Une des propriétés communes & toutes les recombinases est leur
capacité & se fixer sur 1'ADN prés du site de recombinaison. Comme on
pouvait s'y attendre, 1le grand T de Py et celui de SV40 sont deux
protéines capables de se fixer sur 1'ADN. Les seuls sites de fixation
connus, au nombre de 3, sont situés prés de 1l'origine de vréplication
(Dilworth et al., 1984; voir Introduction). Ceci n'est pas tellement
étonnant, cependant, puisque les expériences de fixation ont été surtout
limitées & la région virale non-codante. Il n'est donc pas exclu que les
protéines en question puissent se fixer & d'autres régions du génome
viral, comme par exemple les répétitions virales de 182 pb présentes
dans RmI. De plus ces deux protéines ont des besoins semblables en ce
qui a trait & leur spécificité de fixation; Scheller et Prives (1985) et
Pomerantz et Hassell (1984) ont montré que 1le grand T de Py était
capable de se fixer aux trois sites normalement reconnus par le grand T

de SV40, et vice versa.

Si la protéine grand T intervient directement dans le processus de
recombinaison, elle doit posséder wune activité comparable & celle des

topoisomérases, en l'occurrence promouvoir le bris transitoire d'un ou
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des deux brins d'ADN et leur réunion subséquente. Giacherio et Hager
(1980) ont montré, & partir d'une préparation purifiée de protéine,
qu'une activité gyrasique était associée avec la protéine grand T de
SV40. A notre connalssance, aucune expérience du méme type n'a été faite
avec le grand T de Py mais, a la lumiere des résultats présentés ici,
celle-ci devient impérative. Grand T agirait comme wune topoisomérase
spécifique de site capable d'initier 1la réplication virale et de
stimuler la recombinaison entre 1les 7répétitions de 182 pb. L'un ou
1'autre de ces processus pourrait étre dépendant de l'hydrolyse d'ATP,
comme c'est le cas pour certaines topoisomérases et recombinases (Rec A
notamment), le grand T de Py possédant in vitro une activité ATPasique

(Gaudray et al., 1980).

Expériences futures

Ce travail nous a permis de réaliser a quel point Rml représente un
substrat de choix pour 1'étude de la recombinaison dans les cellules de
mammiféres. Plus important encore peut-étre, 1l'élucidation de son
mécanisme de recombinaison, bien que trés incompléte ouvre la porte &

toute une série d'expériences qul sont maintenant devenues nécessaires:

1° Spécifier la ou les régions importantes pour la recombinaison dans
les répétitions virales de 182 pb, & l'aide de délétions & la
Bal 31 ou gréce & la technique de "DNAse foot printing" (Galas et

Schmitz, 1978), avec des préparations de protéine grand T purifiée.

2° Etablir un systéme de recombinaison in wvitro fonctionnant en

présence de protéine grand T purifiée.
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Procéder & des délétions spécifiques dans le géne de la protéine

grand T pour déterminer le domaine essentiel & la recombinaison.

Etablir que le grand T de Py est bien capable d'agir comme une

topoisomerase.

Analyser les produits de recombinaison hétérogénes obtenus dans les
R1-4 et les ORI-1, pour déterminer les séquences des joints créés
lors des événements de recombinaison et les comparer ensuite a la

séquence des répétitions virales de 182 pb.
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