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RESUME

Afin de mieux comprendre le mécanisme d'action de la réplication du virus du

polyome, nous avons déterminé l'impact que possède différents mutants de grand T qui

sont affectés dans cette fonction. Les mutants sont classés en deux catégories, avec ou

sans activité réplicative. La production de doubles mutants ainsi que la complémentation

entre les mutants a permis de démontrer que l'antigène grand T est influencé par

différents facteurs en cis et trans. Ces facteurs cis et trans permettent à grand T de

répliquer efiBcacement un vecteur ADN portant l'origine de réplication virale dans

différents types ce'llulaires.

Le domaine amino-terminal (NT) de grand T joue im rôle prépondérant dans

l'activité de l'antigène. En plus de permettre l'avancement du cycle cellulaire par sa

liaison au produit du gène du rétinoblastome, il stimule en trans l'activité du domaine

carboxy-terminal (CT) à un niveau comparable à celui de grand T. De plus, dans le

contexte de grand T, le domaine NT stimule la portion CT par un effet cis. La fonction

attribuable à NT peut être liée à l'observation récente que les séquences N-terminales des

antigènes T présentent une homologie avec les domaines J des chaperones moléculaires
.X

DnaJ. L'absence ou un changement dans la structure du domaine J dans grand T du virus

du polyome diminue son efficacité réplicative. Ces mutants peuvent être complémentés

par NT. Toutefois, la présence du domaine J n'est pas seule responsable de l'activité de

NT; une dualité entre le domaine J et le domaine de liaison à pRB est envisagée.

L'absence d'un site de phosphorylation (a.a. 270-280) de grand T impliqué dans

la réplication attribue un caractère dominant négatif au mutant LTdl97. Par la formation

d'hexamères hétérogènes inactifs avec grand T, via la structure en doigt de zinc, LTdl97

prévient un événement de phosphorylation et/ou déphosphoiylation conduisant à

l'inactivation de l'hexamère.



INTRODUCTION

Les virus du type polyome sont des modèles de choix pour l'étude de la réplication de

l'ADN. À l'exception d'un seul gène viral, ces virus dépendent de la cellule pour se répliquer.

Le gène viral contrôle la cellule infectée, et, à l'aide de la machinerie de réplication cellulaire,

permet la réplication de son génome. Ces petits virus à ADN ont également été grandement

utilisé pour l'étude de la carcinogénèse et ont permis une meilleure compréhension des
«

événements en cause.

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

événements indépendants (Bishop, 1987,1991; Hunter, 1992). Chacun de ces événements est

le résultat d'altérations au niveau génétique qui modifient la structure et re>q)resâon de gènes

impliqués dans la régulation de la di^dsion et de la différenciation cellulaire. H y a daix

catégories de gènes impliqués dans la carr^ogenèse; les oncogènes et les gènes suppressairs

de tumeurs. Grâce a nos connaissances sur les oncogènes viraux et cellulaires, deux étapes de

la carcinogenèse in vitro ont été identifiées: l'immortalisation et la transformation (Land, et

al, 1983; Ruley, 1983; Weinberg 1985). Les oncogènes immortalisants tels que myc, ElA et

grand T du virus du polyome sont localisés au noyau, assurant un potentiel de croissance

illimitée aux cellules primaires. Les oncogènes transformants tels que ras, ElB et T moyen de

polyome ont ime localisation cytoplasmique et confèrent aux cellules établies en culture les

propriétés néoplasiques attribuées aux cellules transformées: l'indépendance d'ancrage, les

changements morphologiques et la perte d'inhibition de contact (Bastin, 1992). L'étude de la

carcinogénèse soulève un problème majeur, celm de déterminer comment les oncogènes et les
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gènes suppresseurs de tumeurs contribuent à la transformation des cellules et comment les

modes d'action de ces gènes sont reliés.

Tout comme l'étude de la réplication de l'ADN, les virus oncogênes à ADN

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

protéines virales est suffisant pour initier la transformation cellulaire et la formation de

tumeurs chez les animaux (Tooze, 1981; Salzman, 1986; Villareal, 1989). Ces protéines
%

virales ont fourni des indices importants sur les causes et la nature du cancer, ainsi que sur les

mécanismes normaux qui contrôlent la croissance et la division cellulaires chez les animaux

pluricellulaires. De tels virus procurent ainsi des moyens d'identifier les mécanismes qui sont

normalement responsables des contrôles de la division cellulaire. Le virus du polyome est

surtout utilisé au laboratoire comme modèle d'étude de la cardnogenèse à étapes multiples

puisque deux de ses gènes, l'un immortalisant et l'autre transformant, sont requis pour la

transformation oncogénique (Asselin et 1983; 1984; 1986; Rassoukadegan et al., 1982;

1983). Dans ce travail, je m'intéresse particulièrement à la réplication de l'ADN viral et de

l'implication de l'antigène grand T.

Le virus du polyome est un membre de la famille des pcpovaviriche (Tooze, 1981),

famille de petits virus oncogênes à ADN incluant le virus du polyome du hamster (HaPV), le

virus simien 40 (SV40) du singe Rhésus, le virus LPV du singe vert, les virus du papillome

humain (HPV) ainsi que les virus humain BK et JC (Tooze, 1981; Shah, 1990). Le virus du

polyome a d'abord été mis en évidence dans des adénocarcinomes de glandes salivaires de

souris, l'hôte naturel (Gross, 1953a; 1953b). Mais il peut induire une grande variété de

tumeurs chez différentes espèces de rongeurs d'où il doit son nom (Stewart et Eddy, 1959).
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La réponse des cellules à l'infection par un virus du type polyome peut revêtir des formes

différentes, alternatives. Parmi les différents paramètres observables, l'aptitude à produire ou

non de nouvelles particules virales est employée pour qualifier cette réponse. Ainsi, une

infection productive est caractérisée par un cycle viral complet, où il y a féplication du

génome viral et production de nouveaux virions aboutissant à la mort (lyse) des cellules

productrices. Cette forme d'infection se retrouve dans les cellules de souris, dites permissives.

L'infection non-productive a lieu en raison d'un blocage du cycle viral. On ne détecte pas de
»

multiplication du virus. Ce cas se présente chez les cellules non-permissives, telles que les

cellules de singe. Les cellules des autres rongeurs, rat et hamster, sont dites semi-permissives

au virus du polyome et sont le lieu de la transformation réversible et permettent un faible

niveau de réplication. Certaines de ces cellules peuvent présenter les caractéristiques de

cellules transformées avant la perte des gènes viraux et le retour au phénotype cellulaire

normal. Éventuellement, le génome viral peut persister dans quelques cellules, suite à son

intégration dans le génome cellulaire. L'expression constitutive de certains gènes viraux peut

alors avoir sur la cellule hôte des répercussions sur son comportement et provoquer une

transformation néoplasique. Chez les rongeurs, une telle intégration du génome viral peut

induire la formation de tumeurs (Tooze, 1981).

Le génome du virus du polyome est caractérisé par une molécule d'ADN bicaténaire

circulaire de 5292 pb associée à des histones cellulaires (figure 1) (Soeda et al, 1980). La

chromatine virale est logée à l'intérieur d'une capside icosahédrique de 45 nm de diamètre

(Tooze, 1981). Il y a deux régions codantes, qualifiées de précoce et tardive en référence au

moment où elles sont exprimées au cours du Q^cle viral Les gènes de la région précoce sont

transcrits avant le démarrage de la réplication de l'ADN viral et ceux de la ré^on tardive
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Figure 1. Carte physique du génome viraL Représentation des répons codantes de la

souche A2 du virus du polyome (adaptation de Tooze, 1981). Deux transcrits primaires sont

produits de part et d'autre de l'origine de réplication et sont épissés de feçons difiFérentes pour

produire chacun trois protéines. Les antigènes grand T (LT) T moyen (MT) et petit T (ST)

proviennent du transcrit précoce. Les protéines de la capside, VPl, VP2, VP3 proviennent du

transcrit tardif.
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Figure 2. Structure de l'origine de réplication virale. (Adaptation de Prives et al., 1987)

Les séquences fomant le core de l'origine sont illustrées. Les sites d'initiation des

transcriptions tardive et précoce sont représentés ainsi que les sous-unités a et P de l'élément

enhancer et les sites de liaison de l'antigène grand T. Abréviations; A/T, séquence riche en

résidus adénine/thymidine; Pur/Pyr, séquence dont l'un des brins est riche en purines et l'autre

en pyrimidines; AUX-1 et AUX-1, séquences auxiliaires dans la réplicatioa
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seulement après. Les gènes précoces et tardifs sont transcrits sur des brins complémentaires

en direction opposée à partir d'une région de contrôle. Cette région de contrôle sépare les

gènes précoces et tardifs par des séquences régulatrices qui régissent l'expression et la

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

régulatrices portent, une origine de réplication, les deux promoteurs viraux: le promoteur

tardif et le promoteur précoce ainsi qu'un élément enhancer (figure 2); (Soeda et al, 1980).

L'origine de réplication est composée de trois éléments essentiels, une séquence riche en

résidus Adénine/Thymidine (A/T), une séquence palindromique et des répétitions imparfeites

(Prives et al, 1987). Ces éléments forment le coeur de l'ori^e de réplicatioa Toutefois, une

réplication efficace du génome nécessite également une des sous-unités de l'enhancer (de

Villiers et al, 1982; Muller et al, 1988). Le promoteur précoce est composé d'une boîte

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

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

promoteur tardiJÇ lui, ne possède pas de boîte TATAA de sorte que la transcription tardive

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

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

indépendamment de sa distance ou de son orientation vis-à-vis le promoteur (Khouiy et

Gruss, 1983). L'enhancer est divisé en sous-unités a et |3 (Mueller et al, 1988). H eâste une

homologje de séquences entre la sous-unité a et l'enhancer du gène ElA d'adénovirus et

entre la sous-unité 3 et l'enhancer de SV40 (Herbomel et al, 1984). Une seule des sous-

unités est suffisante pour exercer une régulation positive sur la transcription précoce et tardive

(Mueller er a/., 1984).
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Pour se répliquer, le virus du polyome dépend exclusivement de la machinerie de

réplication cellulaire, à l'exception de la protéine virale grand T (DéPamphilis et Bradley,

1986). En effet, la structure de son origine correspond à celle d'une origine de réplication

eucaiyotique; elle comprend un core et des éléments auxiliaires qui stimulent la réplication

dans certains types cellulaires (DéPamphilis, 1992; DéPamphilis et al., 1988; Wong et

Schafifer, 1991). Le core est la séquence minimale requise pour initier la réplication et

détermine l'endroit où la réplication commence (Hendrickson et al, 1987). L'ori^e de

réplication du virus du polyome, le core, ne fonctionne qu'en présence de l'antigène grand T

et de l'ADN polymérase a-primase de souris (Murakami et al, 1986). Le core est composé

d'environ 65pb et comprend trois éléments (figure 2): un palindrome avec deux sites de

fixation de grand T sur chaque bria De part et d'autre de ce palindrome il y a, une ré^on

riche en A/T qui provoque une certaine courbure de l'ADN et une séquence dont l'un des

brins est riche en purines et l'autre en pyiimidines. Cette dernière région est une r^on

d'ADN fedle à dénaturer. C'est à cet endroit qu'a lieu l'initiation de la synthèse d'ADN

(Lorimer, 1992). Près du core, il existe des sites de fixation pour des facteurs de transcription

(Hassell et al, 1986), ces éléments auxiliaires (aux-1 et aux-2) fecilitent l'activité du core.

L'auxiliaire-1, du côté tardif du core, contient deux sites de fixation (A et B) de grand T; il

stimule l'activité du core de 5 à 10 fois (Weichselbraun et al., 1989). L'auxiliaire-2

correspond aux éléments a et (3 de l'enhancer et stimule la réplication de 200 à 1000 fois

(MuUer et al, 1988; Veldman et al, 1985). La sous-unité a (nt 5021-5130) contient les

motifs de reconnaissance de trois fecteurs PEAl, PEA2 et PEA3. PEAl (Polyoma Enhancer

Activator 1) est l'équivalent murin du facteur de transcription humain API (Martin et al,

1988; Muller et éd., 1988; Murakami et al, 1990). PEAl coopère avec l'hétérodimère PEA2

dans son activité de liaison à l'ADN (Martin et al, 1988). Une protone PEA3 de la femille
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des proto-oncogènes ets a été clonée à partir de cellules embryonnaires de souris (Xin et al.,

1992). La sous-unité P (nt 5131-5265) possède une structure complexe et peut

potentiellement lier une dizaine de facteurs de transcription (Jones et al, 1988). Elle présente

des séquences homologues à l'enhancer de SV40 (Herbomel et al, 1984; Piette et aï., 1985).

Les éléments auxiliaires ne sont pas toujours nécessaires pour qu'il y ait réplicatioiL

Par exemple, la séquence du core est suffisante pour permettre la réplication dans certaines
%

conditions in vitro (Prives et al., 1987), mais pas dans d'autres conditions (Guo et al, 1989).

In vivo, l'origine de polyome peut se répliquer efficacement en absence de la séquence de

rauxiliaire-2 dans des embryons de souris à une cellule; mms rauxiliaire-2 est nécessaire dans

des embiyons à deux cellules (Martinez-Salas et al, 1988; 1989). Les éléments auxiliaires

n'affecter^ent pas le mécanisme de réplicatioa C'est ainsi que la délétion de l'auxiliaire-l

n'affecte pas la bidirectionnalité des fourdies de réplication (Guo et al., 1991). Les auxiliaires

pourraient réguler la réplication en déterminant plutôt le moment d'initiatioa Par exemple,

l'origine de polyome ne fonctionne que dans les types cellulaires murins qui peuvent activer

son enhancer (Bennett et al., 1989; Campbell et Villareal, 1988; Melin et al, 1991; Rochford

et al, 1990). Dans la région régulatrice du virus du polyome, les séquences impliquées dans

la réplication et dans la transcription se chevauchent. En outre, des mutations de l'enhancer

qui affectent l'activité réplicative affectent également l'activité transcriptionnelle (Martin et

al, 1988; Satake et al, 1988; Tang et al, 1987). Des études récentes ont montré que le

fonctionnement de rauxiliaire-2 requiert la liaison des facteurs de transcription (Baiu et al.,

1991; Bennett et al, 1989; Murakami et al, 1991; Wasylyk et al, 1990). D'autres résultats

suggèrent néanmoins que ce sont des facteurs cellulaires différents qui sont impliqués dans les

deux activités de réplication et transcriptiom Alors que l'enhancer pajt être situé à une
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certaine distance du promoteur pour le stimuler, une stricte orientation spatiale est requise

vis-à-vis de l'origine pour l'activer (Bïassell et cd., 1986; Murakami et al., 1991; O'Connor et

Subramani, 1988). De la même manière, certaines mutations peuvent éliminer l'activité

promotrice sans éliminer l'activité du core (Nilsson et al, 1991). Il y aurait seulement les

facteurs de transcription dont le domaine d'activation interagjt avec le complexe d'initiation

qui stimulerait l'activité réplicative (DePamphilis, 1992).

s

La région tardive encode les protéines structurales VPl, VP2 et VP3 (figure 1) (Fine

et al, 1968; Gibson, 1974) dont l'assemblage constitue la capside virale. La région précoce,

elle, génère par epissage alternatif du transcrit primaire, trois protéines de taille difiërente et

qualifiées selon leur poids moléculaire, les antigènes grand T, T moyen et petit T (figure 1).

Chacune de ces protéines possède des propriétés et des fonctions distinctes dans la

carcinogenèse à étapes multiples mais l'antigène grand T joue un rôle m^eur dans la

réplicatioa

Les trois antigènes sont produits avant l'initiation de la réplication (Ito, 1977;

Schaffhausen, 1978). Les antigènes T ne possèdent pas seulement le même transcrit primaire

ils utilisent le même codon d'initiation (figure 3). Les trois protéines ont donc en commun les

79 premiers acides-aminés. T moyen et petit T présentent en commun 112 addes-aminés

additionnels. Toutefois chaque protéine possède une région C-terminale unique due à un

changement de cadre de lecture résutant de l'événement d'épissage (figure 3); (ILitchinson et

al, 1978; Smart et Ito, 1978; Kamene/a/., 1980, Soedae/a/., 1980).
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L'antigène petit T est une protéine de 22 kDa retrouvée à la fois dans le noyau et le

cytoplasme des cellules infectées par le virus du polyome (Zhu et cd., 1984). Il est nécessaire

au cycle lytique du virus. Petit T exerce un effet stimulant sur la réplication du génome viral

(Tiirler et Salomon, 1985; Templeton et al, 1986; Berger et Wintersberger, 1986; Ogris et

al, 1992) et est requis pour l'assemblage du virion (Martens et al., 1989). Toutefois, dans

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

carcinogenèse, petit T complémente l'antigène T moyen dans la transformation des cellules

primaires en culture (Asselin et al, 1986) et dans l'induction de tumeurs chez les rats

nouveaux-nés (Asselin et al, 1983). L'antigène petit T n'est pas immortalisant. Les

propriétés biochimiques de petit T sont peu connues. Lorsqu'il est exprimé seul dans des

fibroblastes, petit T permet une croissance cellulaire à une très haute densité (Cherington et

al, 1986; Noda et al, 1986). Toutefois, petit T n'induit pas les changements morphologiques

associés à la transformatioiL Tout au plus, il confère une habilité limité à la croissance en agar

mou. Dans des cellules privées de sérum, petit T peut contribuer à l'induction de la phase S

(Berger et Wintersberger, 1986; Ogris eï a/., 1992).

Il existe une similarité de séquences et de fonctions entre petit T de SV40 et petit T

de polyome. L'antigène petit T des deux virus, forme un complexe avec les unités catalytique

et régulatrice de la protéine phosphatase 2A (Pallas et al, 1988, 1990). Chez SV40, cette

interaction peut stimuler la voie des MAP kinases (Sontag et al, 1993). La protéine

phosphatase 2A est une sérine phosphatase qui joue un rôle important dans le contrôle du

cycle cellulaire. H est possible que l'association avec petit T inactive la protéine phosphatase

2A ou change la spécificité de son substrat (Scheidtmann et al, 1991a, 1991b; Shenolikar et

Naim, 1991).
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Figure 3. Carte physique de la région précoce du virus du polyome. La ré^on précoce

encode trois oncogènes dont les séquences se chevauchent. L'épissage différentiel d'un mâne

transcrit d'ARN assure la production des antigènes grand T, T moyen et petit T. L'utilisation

du même cadre de lecture au niveau du premier exon fait en sorte que les trois antigènes T

possèdent les mêmes premiers 79 acides aminés. Par contre, la longueur des séquences

exoniques et introniques ainsi que les cadres de lecture des seconds exons sont différents pour

chacun des oncogènes (Bastin, 1992).
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L'antigène T moyen est une phosphoprotéine cytoplasmique de 56 kDa associée aux

membranes cellulaires (Ito et al, 1977; Ito, 1979; Dilworth et al, 1986). Cette protéine

contient une séquence hydrophobique en C-terminal, responsable de sa localisation.

L'association avec la membrane est nécessaire à T moyen pour exercer son"rôle dans la

transformation virale (Carmichael et al, 1982). T moyen est absolument requis pour la

transformation par le virus du polyome (Carmichael et al, 1982, Templeton et Eckhart, 1982;

Carmichael et al, 1984; Templeton et al, 1984). Cet antigène joue un rôle important dans la
»

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

seul confère le phénotype transformé aux cellules déjà établies en culture (Treisman et al,

1981; Mes et Hassell, 1982; Gélinas et Bastin, 1985). Toutefois, T moyen ne peut

transformer efiBcacement des cellules primaires (telles que des cellules fibroblastiques

d'embryon de rat) sans être complémenté par un second oncogène comme grand T, Ad-2 de

ElA d'adénovirus ou myc (Rassoulzadegan et al, 1982; Land et al, 1983; Ruley, 1983).

Pareillement, T moyen seul ne provoque pas de tumeurs lorsque son gène est injecté dans des

rats nouveau-nés (Asselin et al, 1983). Cependant dans des souris transgéniques, T moyen

induit à lui seul des hémangjomes, des adénocarcinomes mammaires et des tumeurs de la

glandepituitaire(Bautchera/., 1987; Williams e^ûr/., 1988,1989; Guy e/a/., 1992).

Dans la cellule transformée, T moyen forme des complexes avec les protéines

cellulaires ppôO"'"'', pp62'''-^, et pp59'''-^ (Courtneidge et Smith, 1983,1984; Kombluth et al,

1986, 1990; Courtneidge, 1989; Kypta et al, 1988). L'assodation de T moyen avec le

produit des gènes c-src et c-yes stimule leur activité tyrosine kinase et semble être essentielle

au maintien du phénotype transformé. L'antigène T moyen active la protéine kinase c-src en

empêchant la phosphorylation du résidu tyrosine 527 de c-src (Cartwright et al, 1986; Cheng
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et al, 1989). En effet, plusieurs études ont montré que la phosphorylation de la tyrosine 527

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

Cooper et King, 1986; Kmiecik et Shalloway, 1987; Piwnica-Worms et al, 1987). Le

complexe T moyen/ppôO"'^^ interagjt avec et active l'enzyme phosphatidylinositol 3-kinase

(PI 3-K) des cellules transformées (Whitman et al., 1985,1987; Courtneidge et Heber, 1987).

La PI 3-K activée convertit le phosphatidylinositol en phosphatidylinositol 3-phosphate (PD-

P). Le PD-P semble être un second messager important dans l'oncogenèse et dans la

régulation de la prolifération cellulaire (Whitman et al., 1988; Kaplan et al, 1988). L'antigène

T moyen forme également un complexe avec la protéine phosphatase 2A (Pallas et al., 1990;

Ruediger e/a/., 1992).

L'antigène grand T de la souche A2 de polyome est une phosphoprotéine

multifonctionnelle de 785 acide aminés. Une représentation schématique de la protéine et de

ses principales caractéristiques est montrée À la figure 4. Comme mentionné précédemment,

grand T présente les mêmes 79 premiers acides aminés que T moyen et petit T. De plus, il

existe des régions d'homologjes entre grand T de polyome et grand T de SV40 (figure 5).

Les deux protéines démontrent beaucoup de fonctions similaires, entre autres l'initiation de la

réplication, que l'on peut faire une forte analogie entre elles. Toutefois, il existe une diflference

majeure entre les deux, grand T de SV40 est à lui seul transformant, ce qui n'est pas le cas de

grand T de polyome (SchafiEhaussen, 1982). Cette fonction chez SV40 serait attribuable à sa

capacité à se complexer avec la protéine p53, une protéine suppresseur de tumeur (Zhu et al,

1991). Le site de liaison à p53 se retrouve en C-terminal de la protéine (figure 5) (Fanning et

Knippers, 1992), une région de grand T de SV40 qui n'est pas présente chez grand T de
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Figure 4. Représentation schématique de la protéine grand T de polyome. (D'après

Gjorup et coll. (1994). L'antigène grand T du virus du polyome est représenté avec ses

principales structures et activités, ainsi que les fragments amino-terminal (NT), .a.a. 1-259 et

carboxy-terminal (CT), a.a 264-785. Site de liaison à pRB/pl07, aa. 140-150 (Dyson et al.,

1990; Larose et al, 1991; Freimd et al, 1992; Maione et al, 1994); Sites de

phosphorylation, aa. ~80-200 & 267-278 (Bockus et Schafîhausen, 1987a); Signaux de

localisation nucléaires, aa. -190 & 280 (Richardson et al, 1986); Site de liaison à l'ADN,

a.a. 282-398 (Sundstrom et al, 1991); Doigt de zinc, a.a. 452-472 (Berg, 1986; Loeber et

al, 1991); liaison à l'ATP, aa -570-685 (Bradleyetûr/., 1987; Gaudray et a/., 1980).
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Figure 5. Comparaison entre les antigènes grand T de polyome et de SV40. Les

séquence de la protéine grand T de polyome et de SV40 sont alignées en accord avec les

régions d'homologies (Pipas, 1992). Les motife importants et la localisation approximative

sont indiqués: site de liaison à pRB, pl07 et plSO (pRB); Signaux de localisation nucléaire

(SLN), domaine de liaison à l'ADN, doigt de zinc, domaine de liaison à l'ATP, site de liaison

à p53. Les espaces ouverts ne sont pas très bien conservés entre les protéines.
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polyome. Pour le virus du polyome, l'activité transformante est portée par T moyen et a^t

sur différents niveaux des voies de transmission du signal.

Grand T est localisé dans le noyau des cellules infectées (Oxman è/ al, 1972;

Schaffhausen et al., 1978; Silver étal, 1978; Dilworth étal, 1986). Il contient deux signaux

de localisation nucléaire (figure 4); (Richardson et al, 1986). Chaque signal étant apte à

localiser la protébe au noyau. Dans le noyau, grand T est retrouvé sous forme dimérique,

tétramérique, hexaméiique ou complexé avec plusieurs protéines cellulaires. Au cours du

cycle lyrique du virus, l'antigène grand T est impliqué au niveau de la stimulation de la

synthèse de l'ADN cellulaire, de l'initiation de la réplicarion du génome viral (Francke et

Eckhart, 1973; Schlegel et Benjamin, 1978), de la transacrivarion du promoteur tardif

(Cogen, 1978; Farmerie et Folk, 1984; Kem et al, 1986; Pannuri et al., 1987) et de la

répression de l'expression des gènes précoces. L'antigènè grand T est capable de se lier à

l'ADN bicaténaire de façon non spécifique, .cependant il forme une liaison spécifique avec la

région régulatrice du génome viral (Gaudray et al, 1981; Pomerantz et al, 1983; Cowie et

Kamen, 1984; Prives et al, 1987). Grand T possède une forte afiSnité pour le pentanucléoride

G(A/G)GGC (Pomerantz et Hassell, 1984).

La région régulatrice du génome viral contient 15 séquences G(A/G)GGC organisées

en six sites de fixation pour grand T (figure 2). Son affinité pour les sites 1,2 et 3 est environ

dix fois moins élevée que pour les sites A, B, et G (Cowie et Kamen, 1984; Scheller et Prives,

1985). L'attachement de grand T aux sites 1 et 2 est requise pour l'initiation de la réplicarion

(Prives et al, 1987) tandis que la répression de l'expression des gènes précoces requiert la

fixation de grand T aux sites A et B (Farmerie et Folk, 1984; Dailey et Basilico, 1985).
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L'activation de l'expression des gènes tardife par grand T ne semble pas nécessiter

rinteraction directe avec l'ADN (Pannuti et al, 1987). Toutefois, la transactrvation du

promoteur tardif est dépendante de la réplication de l'ADN viral (Cahill et al, 1990).

L'antigène grand T possède des activités ATPase et ADN hélicase intrinsèques

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

permet l'ouverture de l'ADN double brin au niveau de l'origine virale pour ainsi initier la
%

réplication du génome viral (Dean et al, 1987; Dodson et al, 1987; Wold et al, 1987). Ce

que l'on sait sur la réplication du génome viral des p^ovavirus provient principalement

d'études faites avec l'antigène grand T de SV40 (Fanning et Knippers, 1992). En présence

d'ATP, il y a formation de deux hexamères composé par l'antigène grand T. Ces hexamères

se fixent sur le core de l'origine (figure 6); (Mastrangelo et al., 1989; Wessd et al., 1992). La

formation des hexamères est dépendante de la séquence doigt de zinc retrouvée en C-terminal

de lai protéine (Loeber et al, 1991). Des mutations ̂  les résidus du grand T de polyome

fixant le zinc abolissent l'oligomérisation et la réplication de l'ADN (Rose et SchafiEhausen,

1995). Les deux hexamères dénaturent la r^on riche en purines/pyrimidines et changfmt la

conformation des séquences A/T (Dean et al, 1987; Borowiec et Hurwitz, 1988; Parson et

al, 1990). L'ATP est ensuite hydrolysé et grand T provoque la séparation complète des deux

brins grâce à son activité hélicase. La protéine cellulaire RP-A se fixe à l'ADN monocaténaire

et l'ouverture des deux brins permet l'entrée du complexe ADN polymérase a-primase

(StiUman, 1989; Kenny et al., 1989). L'ADN polymérase a s'associe avec l'antigène grand T

pour initier la synthèse de l'ADN viral (Smale et Tjian, 1986; Domreiter et al., 1990).
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Figure 6. Modèle de l'initiation de la réplication virale de SV40. (Adaptation de Fanning,

1994). L'état de phosphorylation des antigènes T gouverne l'interaction hexamère-hexamère

et le déroulement bidirectionnel de l'origine. Avant la réplication virale dans les cellules de

mammifères infectées, l'antigène grand T peut s'assembler en double hexamère à l'origine de

SV40. Toutefois, les hexamères ne peuvent interagir correctement entre eux pour dénaturer

l'origine et permettre l'initiation de la réplication. Les hexamères actifs sont formés suite à la

déphosphorylation de Ser 120 ou Ser 123 ou par phosphorylation de protéines nouvellement

synthétisées sur Thr 124. L'hydrolyse d'ATP et une interaction dynamique entre les deux

hexamères actifs conduit à un déroulement bidirectionnel de l'ADN et à l'initiation de la

réplication.
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Le poids moléculaire prédit de la protéine grand T est d'environ 86kDa. Alors que

sur SDS-PAGE, elle apparaît aux environs de 100 kD. Cette différence dans la mobilité est

largement due à des modifications post-traductionnelles. La protéine est bantftment

phosphorylée en N-terminal sur les résidus sérines et thréonines (Bockus et Schafihausen,

1987a). Deux régions sont hautement phosphorylées, soit entre les résidus 80-180 et entre les

résidus 267-278 dont les résidus phosphorylés ont été identifiés S267, S271, S274 et T278.

Le niveau de phosphorylation de grand T est dépendant du stade de la croissance cellulaire
%

(Bockus et Shaffausen, 1987b). La phosphorylation de l'antigène grand T contrôle le niveau

de son activité lors de l'initiation de la réplication virale (Prives, 1990). La protéine

phosphatase 2 A (PP2A) stimule la réplication virale en déphosphoiylant les résidus séiine 120

et 123 de l'antigène grand T de SV40 (Virshup et al, 1989; Scheidtmann et al., 1991b). La

phosphorylation de ces résidus semble empêcher certaines interactions entre les darx

hexamères de grand T liés à l'origine de réplication (Virshup et al, 1992). Ces interactions

protéine-protéine seraient nécessaires pour la dénaturation de l'origjne par grand T.

Les modifications post-traductiormelles ont été beaucoup plus étudiées chez le grand

T de SV40. En plus d'être phosphorylé de façon comparable à grand T du virus du polyome,

grand T de SV40 est glycosylé (Jarvis et Butel, 1985), acétylé (MeUor et Smith, 1978),

adénylé (Bradley et al, 1984) et ADP-ribosylé (Goldman et al, 1981). Toutefois la

signification de ces modifications n'est pas connue. Et même si de telles modifications n'ont

pas été observée pour grand T du virus du polyome, cela n'empêche pas la possibilité de telles

modifications.
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Dans le processus de la carcinogenèse, l'antigène grand T permet rimmoitalisation

cellulaire, c'est-à-dire l'établissement de cellules primaires en culture (Rassoukadegen et al,

1983; Asselin et Bastin, 1985). H complémente l'antigène T moyen dans la transformation des

cellules primaires et dans l'induction de tumeurs chez les rongeurs. L'antigène grand T active

l'expression de plusieurs gènes cellulaires (Kingston et al, 1986). Toutefois, cette propriété

n'est pas suffisante pour induire l'immortalisation (Larose et al, 1990). L'antigène grand T

forme un complexe avec le produit du gène de la susceptibilité au rétinoblastome, RB (Dyson

et al, 1990). Cette association semble être importante pour l'immortalisation cellulaire. En

effet, des mutants de grand T incapables de fixer la protéine RB n'immortalisent pas des

cellules fibroblastiques d'embiyon de rat (Larose et al, 1991). Le gène iîB est un gène

suppresseur de tumeur impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire. Son

inactivation, par mutation ou délétion, a été observée non seulement dans des rétinoblastomes

mais aussi dans différents carcinomes humains (Lee et al, 1988; Huang et al, 1988;

Weinberg, 1990). Le produit du gène /?B.est une protéine de 110 kDa qui est phosphoiylée

durant certaines étapes spécifiques du cycle cellulaire (figure 7). RB est hypo-phosphorylé en

Gi, et est phosphoiylé avant l'entrée en phase S. Elle demeure phosphoiylée jusqu'à tard en

phase M où elle est déphosphoiylée (Buchkovich et al, 1989; DeCaprio et al., 1989, Chai et

al, 1989; Ludlow et al, 1989, 1993). La phosphorylation de la protéine RB ou sa fixation

par grand T semble neutraliser sa propriété d'inhiber la croissance cellulaire. Plusieurs études

suggèrent que RB, sous sa forme sous-phosphorylé, est un inhibiteur du fecteur de

transcription E2F (Chellappan er a/., 1991; Bagchi eM/., 1991; Weinberg, 1995). Ce fecteur

agit sur le promoteur de plusieurs gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire Q..Çi.fos,

myc) ou la régulation de la réplication de l'ADN (Mudr^j et al, 1990, 1991). La

surexpression de E2F peut induire l'entrée en phase S des cellules quiescentes (Johnson et al.
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Figure 7. Régulation de la progression de la phase Gi/S dans les cellules de

mammifères. (Tiré de Herwig et Strauss, 1997). Selon ce qui est connu, pRB est le

régulateur principal du point de restriction (R) en Gi. En réponse à des mitogènes, D y a une

première phosphorylation de pRB par le complexe cycline D/Cdk4, entraînant le relâchement

du facteur de transcription E2F et la transcription des gènes impliquées dans la phase S. De
plus, la phosphorylation de pRB par le complexe cycline E/Cdk2 est requis pour la
progression de la phase S. Une étape critique dans l'activation des complexes cyclines/Cdk

est la phosphorylation par la "Cdk-activating" kinase (CAK). Les signaux inhibiteurs sont

transmis par l'action de deux familles de protéines de peptides inhibiteurs (les familles INK4

et p21) qui lient et bloque l'activité des complexes cycline/Cdk.
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1993). L'antigène grand T dissocierait le complexe RB-E2F en fixant RB et permettrait au

facteur E2F d'activer les gènes responsables de la prolifération cellul^e (Nevins, 1992). H a

été ainsi montré que grand T transactive le promoteur murin de la thymidine kinase par

l'intermédiaire du motif de reconnaissance du facteur E2F. Cette transactivation implique que

le site de liaison de grand T à RB soit intact (Ogris et al., 1993).

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

l'excision des séquences virales dans le génome cellulaire (Botchan et al., 1979; Pelligrini et

al, 1984; Bourgaux étal, 1982) par des événements de recombinaison génétique.

Dans notre laboratoire, nous possédons des mutants de l'antigène grand T qui sont

afifectés dans la réplication virale. Les mutants en question sont LT13val (Larose et al., 1991)

et LTdl97 (figure 8); (Asselin et al, 1986). LT13val possède une mutation ponctuelle à la

position 13 où l'adde aminé leucine est changé en valine. Ce mutant lie l'origine et stimule

faiblement la réplication. H n'immortalise pas les cellules primaires et est recombinogène

(Larose et al, 1991; St-Onge et Bastin, 1993; Laurent et al., 1995). Le mutant LTdl97

présente une délétion de 10 acides aminés entre les positions 270 et 280. Ce mutant part lier

l'origine. H est inactif dans la réplication. H n'est pas recombinogène et immortalise les

cellules primaires (St-Onge et Bastin, 1993; Asselin et al, 1986; Roberge et Bastin, 1988).

Le laboratoire de SchafiEhausen à montré que grand T peut être séparé en deux

domaines fonctionnels distincts (Holman et al, 1994). Un domaine amino-terminal nommé

NT pouvant immortaliser des cellules primaires et un domaine caiboxy-terminal nommé CT

(figure 4). Le domaine carboxy-terminal possède les fonctions impliquées dans la réplication
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Figure 8. Caractéristiques des mutants de grand T afTectés dans la réplication virale.

Description des mutants produits dans le laboratoire et affectés dans la réplication virale. A.

Représentation schématique des mutants LTlSval et LTdl97. LTlSval possède une mutation

ponctuelle (*) qui change l'acide aminé leucine à la position IS en valine. LTdl97 présente

une délétion(**) de 10 acides aminés entre les résidus 270 et 280. B. Capacité fonctionnelle

des mutants LTlSval et LTdl97, liaison à l'ori^e de réplication virale, réplication d'ADN

portant l'origine de réplication, Immortalisation de cellules primaires et pouvoir

recombinogène.



24

attribuable à grand T. Qorup et colL (1994), ont observé que dans des œllules de souris NIH

3T3, le domaine carbojQ'-terminal présente une activité dans la réplication mais la présence du

domaine amino-terminal stimule beaucoup cette activité. Ce serait l'état de la cellule qui

gouvernerait le niveau d'activité réplicative de CT. Des cellules privées de sérum auraient un

CT peu actii^ tandis que des cellules en croissance présenteraient un CT actif. Pour des

cellules privées de sérum, NT aurait la capadté d'entraîner les cellules en phase S. CT

pourrait également être complémenté par d'autre gènes de virus oncogènes à ADN tels que

El A d'adénovirus et E7 de HPV16.

Dans le but de mieux comprendre le mécanisme de réplication des papovavirus, notre

objectif a été de déterminer l'impact que possède le domaine amino-terminal de grand T du

virus du polyome dans la réplication ainsi que de caractériser les mutants de grand T affectés

dans leur capacité réplicative. Pour cela, nous avons effectué des essais de réplication in vivo.

Ces essms permettent la complémentation de^livers mutants de grand T. Nous avons observé

que la mutation 13val abolit la capacité stimulatrice de l'amino-terminus de grand T et que

LTdl97 est un mutant à caractère dominant négatif dans la réplication.
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MATERIEL ET METHODES

L Souche virale.

Les plasmides recombinants contiennent des séquences de la souche A2 du virus du

polyome, un variant du type sauvage produisant de grandes plaques (Fried et al., 1975).

IL Plasmides recombinants.

pPyLTl (Treisman et al, 1981) contient le génome viral du polyome cloné au site

BarriHL de pAT 153 et n'encode que l'antigène grand T dû à une délétion spécifique de

l'introa Le défeut de réplication de pPyLTori- vient d'une délétion de 23 pb et de

l'introduction d'un linker ̂ oI aux nt 37-60 (Bautch et al, 1987).

•  _ -

pCMV-NT contient l'ADN complémentaire de grand T portant une mutation

ponctuelle qui modifient le codon Glu260 (GAG) en codon STOP (TAG). Ce qui conduit à

l'expression des 259 premiers acides aminés de grand T. Ce gène recombinant est sous le

contrôle du promoteur du cytomégalovirus (CMV); (Gjomp et al, 1994).

pCMV-CT présente la séquence codante de grand T pour les acides aminés 264 à

785. Ce gène recombinant est également sous l'influence du promoteur du cytom^alovirus

(CMV); (Gjorup et al, 1994).
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11-63-72 contient l'ADNc de grand T et présente une triple mutation ponctuelle à

l'intérieur de la structure en doigt de zinc: les mutations T1911C, A1963T et A1972T. Soit

thymidine à la position 1911 du génome viral changée par la cytosine, l'adénosine 1963

changée en thymidine et l'adénosine 1972 changée en thymidine. Ces mutations' conduisent à

un changement d'acides aminés de grand T, Cys452Arg, His469Leu, ïfis472Leu (Rose et

Schafîhausen, 1995).

pPyLT13val ori- et pPyLT16val ori- contiennent des transversions C->G aux

nucléotides 210 et 213 qui changent vme leudne en vaUne aux positions 13 et 16

respectivement. Ces mutations inactivent la propriété d'immortalisation de grand T (Larose et

cd., 1991).

pPyLT97 ou pPyLTdl97 encode un grand T mutant caractérisé par une délétion de

30pb entre les nucléotides 1367 et 1397.> Ce mutant est-déficient dans l'initiation de la

synthèse d'ADN viral (Asselin et al., 1986).

pPyLT141 ori- encode un grand T mutant ayant ime délétion de 18 pb entre les

nucléotides 978 et 996. Cette mutation a été créée par mutagenèse dirigée sur pPyLTl

(Larose et al., 1990), il encode un antigène grand T inactif pour l'immortalisation et qui est

incapable de fixer le produit du gène de la susceptibilité au rétinoblastome (Larose et al.,

1991)
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pPLCAT possède l'origine de réplication du vims du polyome, nudéotides 5006 à

168, ainsi que le gène codant pour l'enzyme acétyltransférase du chloramphénicol sous le

contrôle du promoteur tardif du virus du polyome.

A10-E2F-CAT possède le gène codant pour l'enzyme acétyltransférase du

chloramphénicol sous le contrôle de la séquence -85 à -30 du promoteur E2 d'adénovirus et

du promoteur minimal de SV40. L'enhancer de E2 d'adénovirus contient 2 éléments E2F

(Howese/ûr/., 1996).

pAT 153 dérive du vecteur pBR322. H présente une délétion de 704pb entre les

nudéotides 1648 à 2352 de pBR322.

IIL Méthodes de clonage.

. 's- ~ _ ~

Les digestions d'ADN à l'aide d'enzymes de restriction sont effectuées selon les

recommandations des manufecturiers (Amersham, Bethesda Research Laboratories,

Pharmacia, Promega, Netv England Biolabs). La purification des fiagments d'ADN se feit

par électrophorèse sur gel d'agarose 1 % suivie d'une purification par matrice Sephaglas™

selon les directives du fabriquant (Pharmada).

Les ligations intramoléculaires et intermoléculaires procèdent à 16°C pendant 16 à 20

heures dans 15|il de tampon de ligation (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM MgCh, 10 mM

DTT, 1 mM ATP) contenant 2 unités d'ADN ligase de T4. Les transformations bactériennes

sont effectuées dans la souche DH5a. L'amplification et l'extraction de plasmides
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recombinants sont effectuées selon le protocole décrit dans le livret d'instruction de la

compagnie QIAGEN (QIAGEN Plasmid Handbook, 1995).

i) Préparation des bactéries compétentes.

Le protocole de la préparation de bactéries compétentes DH5a est celui décrit dans

Maniatis et coll. (1982) pour la transformation àeKcoli

ii) Transformation des bactéries compétentes.

Une quantité d'environ 100 ng d'ADN est mis en présence de 100 |j1 de bactéries

compétentes sur glace pendant environ 10 minutes. Les bactéries sont ensuite soumises à un

choc thermique à 42°C pendant 90 secondes, puis placées sur glace pendant 1 à 2 minutes.

Par la suite, 4 volumes (400 |j1) de milieu de culture.LB est-ajouté et le tout incube à 2TC

durant 1 heure avec agitation. Cette culture est centrifugée à 3000 rpm dans une

microcentrifugeuse et inversée pour enlever l'excédent de milieu. Les cellules sont

resuspendues dans ce qui reste de milieu (environ 50 pl) et sont étendues sur boîte de Pétri

contenant du LB-agar (1.5 g agar pour 100 ml de LB) contenant 100 pg/ml d'ampidlline. On

utilise l'antibiotique ampidlline comme agent de sélection pour nos plasmides recombinants.

On incube alors à 37°C durant 18 h, pour qu'il y ait formation de colonies.
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iii) Analyse des colonies recombinantes.

L'analyse des colonies recombinantes se fait par la technique de mini-lyse alcaline.

Cette technique permet la digestion de l'ADN purifié, et ainsi fadlite son analyse. Le

protocole utilisé est basé sur celui décrit par Maniatis et coll. (1982), et celui décrit par

Chowdhuiy (1991) ainsi que la méthode d'extraction de plasmides de QIAGEN (QIAGEN

Plasmid Handbook, 1995).

Les colonies sélectionnées sont cultivées durant 16 à 20 h à 37°C dans 5 ml de milieu

LB contenant 100 pg/ml d'ampicilline. Un volume de 1.5 ml est microcentrifùgé à 5000 rpm

pour 1 minute. Le culot est resuspendu dans 150 pi du tampon PI fi-oid de QIAGEN. La lyse

cellulaire s'efiectue par l'ajout de 150 pl de tampon P2 de QIAGEN. Le tube est inversé 4 à

5 fois avant d'incuber 5 minutes à la température pièce. Par la suite, 150 pl de tampon P3

fi-oid de QIAGEN est ajouté et mélangé p^ inversioa. Le tube est placé sur glace durant 5

minutes. Les débris cellulaires sont éliminé par l'août de 500 pl de phénol-chloroforme 1:1 et

d'une centrifugation de 5 minutes à 13000 rpia La phase aqueuse est transféré dan.s im

nouveau tube et une précipitation d'ADN est effectuée telle que décrite dans Maniatis et colL

(1982). Le culot est resuspendu dans 20 pl de TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA)

additionné de ribonucléase A à 20 pg/ml (Pharmacia) et incubé 30 minutes à 37°C. L'analyse

de la colonie peut s'eflfectuet par une digestion enzymatique ou l'ADN peut être déposé

directement sur un gel d'agarose. Les cellules de la colonie d'intérêt paivent être congelée à

-80°C suite à l'addition de glycérol à la culture bactérienne (pour obtenir entre 35 et 50% de

glycérol).
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iv) Production de l'ADN.

L'ADN utilisé en laboratoire est produit à l'aide de la méthode d'extraction de

plasmide de QIAGEN selon les recommandation du manufacturier.

IV. Culture cellulaire.

Les cellules sont mises en culture dans du milieu Eagje modifié par Dulbecco

(DMEM) contenant 10% de sérum de veau foetal (SYF), 1% de fongizone (amphotéricine B,

2.5 pg/ml) et 1% d'antibiotique (streptomycine 0.01%, pénicilline 100 unités/ml), milieu

DMEM complet. Les cellules sont incubées à 37°C sous une atmosphère d'air contenant 5%

de CO2.

Le passage des cellules en culturels'effectue par traitement à la trypsine. Le tapis

cellulaire est lavé avec de la versène (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na2HP04, 1.5 mM

KH2PO4, 0.7 mM EDTA, 0.0015% rouge de phénol, pH 7.0) avant d'être traité à la trypsine

(versène additionné de 0.06% trypsine) durant environ ime minute, les cellules sont alors

resuspendues par agitation et une fi-action (1/3 à 1/10) des cellules est remise en culture dans

du milieu DMEM complet fiais.

La congélation des cellules à -80°C ou dans l'azote liquide s'effectue à raison de deux

à trois millions de cellules dans un vial à congélation (environ 1 ml de DMEM + 20% SVF +

10%DMSO).
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i) Clonage des lignées MH3T3, FR3T3.

Les cellules NIH3T3 et FR3T3 proviennent respectivement de cellules de fibroblastes

de lignée établie provenant de souris et de rat. Le clonage de ces lignées eSt effectué en

passant les cellules à dilution 1/1000 dans un Linbro de 96 puits (7mm). On sélectionne les

puits qui ne contiennent qu'une seule ceUule et l'on attend qu'il y ait confluence dans le puits.

Les cellules sont alors transférées dans des contenants de plus grande surfece.

ii) Fibroblastes d'embryons de souris: préparation des cellules.

Les embryons de souris Balb/c de 13-14 jours sont prélevés stérilement, coupés, lavés

trois fois au Tris salin (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM Na2HP04, 5 mM glucose, 25 mM

Tris-HCl, 0.0015% [v/v] rouge phénol, pH 7.4) puis traités avec de la trypsine 0.06% (75 ml

Tris saUn + 25 ml trypsine 0.25% [p/v]) à .3,TC avec Station constante pendant 20 minutes.

Les cellules sont filtrées à travers ime gaze et sont recueillies dans 30 ml de sérum de veau

foetal pour inactiver la trypsine. Cet extrait cellulaire est centrifugé à 1800 rpm pendant 10

minutes à 4°C et les cellules sont resuspendues dans un milieu DMEM complet puis comptées

au bleu de Trypam Dbc millions de cellules sont ensemencées par Pétri de 100 mm dans du

DMEM complet puis sont incubées à 37°C pendant 20 à 24 heures, leur permettant

d'atteindre de 30 à 50% de confluence.
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V. Transfection des cellules en culture.

La transfection des cellules en culture s'effectue selon la méthode polybrène DMSO

(BCawai et Nishizawa, 1984) pour les essais de réplication et selon la méthode à la

LipofectAMINE™ Reagent (Gibco BRL) pour les essais de transactivation de promoteurs

par l'antigène grand T.

i) Transfection selon la méthode au polybrène-DMSO.

Un pétri de 100 mm contenant 7x10^ cellules est incubé pendant 18-24 heures à STC

puis vidé de son milieu nutritif et rincé une fois avec du milieu DMEM contenant 10% de

SVF. L'ADN pour la transfection (1 jjg de pPLCAT et 5 |jg du/des plasmide(s)

recombinant(s) LT, pour un essai de réplication) est ajouté aux cellules dans 2 ml de DMEM

avec 10% SVF et 30 pl de polybrène (1 ing/ml dans tamponJPBSA). Le tout incube pendant

6 heures à 37°C, 5% CO2, avec agitation occasionnelle. Le milieu est enlevé puis 4 ml de

DMEM contenant 15% (MH3T3) ou 25% (cellules embryonnaires de souris et FR3T3) de

DMSO sont ajoutés dans le Pétri. Le DMSO est mis en présence des cellules respectivement

30 secondes, 60 secondes et 4 minutes pour les cellules N1H3T3, cellules embryonnaires de

souris et FR3T3. Le Pétri est ensuite rincé 2 fois avec du milieu DMEM, afin d'éliminer le

DMSO, et 10 ml de milieu DMEM complet sont ajoutés. Les cellules sont alors incubées à

37°C pendant 48 heures.
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ii) Transfection à la LipofectAMENE™ Reagent.

La transfection à la LipofectAMINE™ Reagent pour l'essai de transactivation de

promoteurs s'effectue selon les recommandations du manufecturier GibcoBRL. Pour

résumer, 1-3x10^ cellules sont ensemencées dans 2 ml de milieu DMEM complet par puits

d'un Linbro de six puits. Les cellules incubent à 37°C et 5% CO2 jusqu'à 50-80% de

confluence, soit de 18 à 24 heures. Les solutions de transfections A (1.5 pg de E2FA10CAT

et 1.5 pg du plasmide recombinant LT dans 100 pl de milieu DMEM sans sérum) et B (5pl

de LipofectAMINE™ Reagent dans 100 pl de DMEM sans sérum) sont combinées et incubé

à la température pièce pendant 15-45 minutes pour pennettre la formation de complexes

liposomes-ADN. Les cellules sont rincées avec 2 ml de DMEM et le mélange AB + 800 pl de

DMEM est déposé sur les cellules. Les cellules incubent avec le complexe durant 5 heures à

37°C et 5% 002. Suite à cette incubation, 1 ml de DMEM contenant 20% de SVF est ajouté

au milieu. Le milieu est remplacé par du. milieu 24 -heures suivant le début de la

transfectioa Les cellules incubent alors 24 heures de plus à 37°C et 5% CO2.

VL Détermination in vivo de l'efficacité de réplication de FADN recombinant

i) Extraction de l'ADN épisomique des lignées NIH3T3, FR3T3 et cellules

embryonnaires de souris.

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

faible poids moléculaire de Hirt (1967). Quarante-huit à soixante-douze heures après la

transfection au polybrène-DMSO, les cellules sont lavées au moins deux fois avec 5 ml de
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tampon PBSA (0.17 MNaCl, 3.3 mMKCl, 10mMNa2HPO4,1.8mMKH2P04,pH6.8). La

lyse cellulaire est provoquée par l'addition de 0.7 ml de solution de Krt (10 mM Tris-HCl pH

8.0, 1 mM EDTA, 0.6% [p/v] SDS). Après incubation de 10 minutes à la température pièce,

le lysat cellulaire est recueilli dans un tube de 1.5 ml à l'aide d'un policeman et là molarité est

ajusté à 1 M NaCl à l'aide d'une solution 5 M NaCl. Les échantillons sont mélangés par

inversion puis conservés à 4°C pendant ime nuit. Le lendemain, ils sont centrifugés pendant

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

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

chloroforme-alcool isoamylique 24:1. L'ADN est ensuite précipité à l'aide d'un volume

d'isopropanol 100% et lavé avec de l'éthanol 70% pour éliminer les sels. Pour terminer,

l'ADN est resupendu dans 200 |il de tampon TE.

ii) Mesure indirecte de l'efficadté de réplication de l'ADN recombinant (MuUer et cd.,

1983). -,

Pour évaluer l'efificadté de réplication de l'ADN recombinant dans les cellules de rat

et de souris, l'état de méthylation de l'ADN épisomique est étudié à l'aide des enzymes de

restriction Dprd et BcK. L'enzyme DpriL élimine l'ADN utilisé lors de la transfection tandis

que Bch linéarise l'ADN répliqué. L'ADN utilisé lors de la transfection provient d'une

souche E.coli qui possède ime dam méthylase. Cette méthylase introduit un groupement

méthyl à la position N^ des résidus adénines. L'enzyme Dpnl coupe l'ADN seulement si les

résidus adénines sont méthylés tandis que l'enzyme BcR ne coupe pas si l'ADN est méth5dé.

L'ADN répliqué dans les cellules de souris ou de rat est hémimétltylé ou non-méthylé car les
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cellules de mammifères ne possèdent pas de dam méthylase. Donc, l'ADN répliqué n'est pas

coupé par l'enzyme Dpnl et est linéarisé par l'enzyme BclL.

L'ADN extrait selon la méthode de Hirt est digéré avec l'enzyme BclL pendant 4

heures à 50°C. L'enzyme est ensuite éliminée par ime extraction au phâiol-diloroforme 1 ; 1 et

l'ADN est précipité avec de l'isopropanol 100% et lavé à l'éthanol 70%. L'ADN est ensuite

resuspendu dans 45 |j1 d'eau et digéré avec l'enzyme Dpnl pendant 6 heures à ST'C. Les

fragments sont séparés par électrophorèse sur gel d'agarose 1%. Le gel est ensuite coloré

dans une solution de bromure d'éthidium 2 jig/ml pour visualiser l'ADN sous lumière

ultraviolette. L'ADN est par la suite transféré sur une membrane de Nylon pour être hybridé

avec une sonde radioactive CAT.

iii) Préparation d'une sonde d'ADN radioactive.

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

Feinberg et Vogelstein (Feinberg et Vogelstein, 1983; Feinberg et Vogelstein, 1984) et

commercialisé par Amersham. Cette technique implique le marquage d'une séquence d'ADN

simple brin par le fragment Klenow de l'ADN polymérase I de £ coli. Le plasmide (pCAT-

Basic vector, Promega), qui contient la séquence d'ADN CAT désirée, est digéré par les

enzymes de restriction appropriés, ]Œa\ et Ncol, les fragments sont séparés par

électrophorèse sur gel d'agarose 1%. Le fragment d'ADN (563 pb) utilisé comme sonde est

extrait de l'agarose par électoélution (Maniatis et al, 1982). La réaction de marquage est

effectuée dans le mélange suivant: 15 à 25 ng du fragment d'ADN préalablement dénaturé 5

minutes à 100°C; 5 pl d'un tampon contenant les déoxyribonucléotides dGTP, dATP et
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dTTP; 2.5 |al d'un tampon contenant des amorces aléatoires; 2.5 |j1 de [a-^^P]-dCTP (10

|ici/tiL, Amersham); de l'eau distillée est ajoutée de façon à compléter le mélange à un volume

final de 25 pl et 1 |j1 du fî agment Klenow de l'ADN polymérase I de E. coli. La réaction

procède pendant 2 à 3 heures à la température de la pièce. La sonde peut alors être conservé

à-20°C.

iv) Transfert de l'ADN sur membrane de Nylon {Southern blottmg).

Les techniques utilisées pour le transfert du produit des digestions enzymatiques sur

membrane de Nylon sont celles décrites par Southem (Southern, 1975) ainsi que dans le

manuel d'instruction du procédé commercialisé par Pharmacia de transfert par application de

vide, "VacuGene™ XL Vacuum blotting System".

a. Technique Southem. >

Le gel est trempé pendant 40 minutes à la température de la pièce avec a^tation

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

dans une solution neutralisante (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl pH 7.2, 1 mM EDTA) pendant

40 minutes. La solution neutralisante est renouvelée après 20 minutes. Le transfert de l'ADN

se fait par capillarité sur une membrane de Nylon Hybond-N (Amersham) en présence d'une

solution 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M dtrate de sodium, pH 7.5). Le montage utilisé est celui

décrit par Maniatis et coll. (1982). Après 18 heures de transfert, la membrane est séchée

pendant 2-3 heures sous vide à 80°C afin de permettre la fixation de l'ADN.
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b. Technique VacuGene™ XL Vacuum blotting System (Pharmacia).

Ce système développé par Pharmada permet le transfert sur membrane de fragments

d'ADN et d'ARN séparés par électrophorèse sur gel d'agarose en ime heure par application

de vide à basse pression. L'utilisation de cet appareil, combiné à un transfert alcalin sous vide

de l'ADN permet une économie de temps car l'étape de dénaturation, de transfert et de

séchage à SO^C de la technique de Southern sont réduites ou ne sont plus nécessaires.

L'utilisation d'une membrane Hybond-N+ (Amersham) lors de cette technique permet la

frxation des addes nucléiques à la membrane lors du traitement alcalin puisque la membrane

est chargée positivement. Le protocole utilisé ainsi que le montage est celui décrit dans le

manuel d'instruction du VacuGene™ XL Vacuum blotting System (Pharmada) ainsi que

selon les recommandations d'Amersham pour le transfert alcalin sur ses membrane Hybond-

N+. Brièvement, suite à la coloration du gel dans une solution de bromure d'éthidhun 2 |ig/ml

le transfert peut s'afifectuer. Le gel est :4)lacé sur, la membrane de Nylon Hybond-N+

préalablement trempée dans de l'eau distillée. Un vide un vide de 30 à 50 mbar est appliqué et

une quantité de solution dénaturante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH ) suffisante pour recouvrir le

dessus du gel est maintenue tout au long du transfert de 10 minutes. La solution dénaturante

est remplacée par une solution alcaline (0.4 M NaOH). Un vide de 30-50 mbar est appliquer

en permanence avec en tout temps un volume suffisant de la solution alcaline sur le gel durant

le transfert de 40 à 60 minutes. Suite à ce transfert la membrane de Nylon est rincé dans du

5X SSC, durant une minute.
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v) Préhybridation et hybridation de la membrane de Nylon.

Afin d'éviter l'attachement non-spécifique de la sonde radioactive, la membrane est

préalablement incubée pendant 3 à 4 heures avec agitation constante à 68°C dans un sac de

plastique scellé contenant 20 à 25 ml d'une solution de préhybridation (120 mM Tris-HCl pH

7.4, 600 mM NaCl, 8 mM EDTA, 1% [p/v] Tétrasodium pyrophosphate, 0.2% [p/v] SDS,

100 |i.g/ml héparine (Sigma)). La membrane est ensuite incubée pendant 18 heures à 68°C

dans 12 ml d'une solution d'hybridation (120 mM Tris-HCl pH 7.4, 600 mM NaCl, 8 mM

EDTA, 1% [p/v] tétrasodium pyrophosphate, 0.2% [p/v] SDS, 100 pg/ml héparine (Sigma),

10% [p/v] sulfate de dextran) contenant la sonde radioactive. La sonde est préalablement

dénaturée avec 0.1 volume de 1 N NaOH pendant 5 minutes à 37°C. Pour éliminer la

radioactivité retenue de façon non-spécifique sur la membrane, un lavage est effectué à la

température de la pièce dans du 2X SSC pendant 20 minutes suivi d'un autre lavage à 68°C

avec agitation constante dans une solution X). IX SSC, 0.2%-[p/v] SDS pendant 90 minutes.

La membrane est ensuite rincée dans du O.IX SSC à la température de la pièce durant 2

minutes. La membrane est ensuite séchée et exposée sur écran phosphorIMAGER

(Molecular Dynamics) ou exposée à -80°C sur un film Kodak XAR-5.

Vn. Transactlvation de promoteurs par l'antigène grand T.

i) Extraction des protéines des cellules transfectées.

L'essai transitoire à l'acétyltransférase du chloramphénicol s'effectue essentiellement

selon la méthode décrite par Gorman et coll. (1982). Quarante-huit heures après la
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transfection à la LipofectAMINE™ Reagent, les cellules sont lavées 3 fois avec une solution

de PBSA (0.17 M NaCl, 3.3 mM KCl, 10 mM Na2HP04, 1.8 mM KH2PO4, pH 6.8). Un ml

d'une solution Tris-EDTA-NaCl, T-E-N, (40 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl,

pH 7.4) est ajouté aux cellules et est placé sur glace durant 5 minutes. Les' cellules sont

ensuite récoltées dans un tube de 1.5 ml. Les cellules sont alors centrifugées pendant 2

minutes à 4°C. Après avoir resuspendu les cellules dans 100 pJ d'une solution de 250 mM

Tris-HCl pH 7.4, la lyse cellulaire s'effectue par par trois cycles gels-dégels (5 minutes glace

sèche/méthanol, 5 minutes 37°C) consécutife. Le lysat est alors centrifugé 5 minutes à 4°C

puis le surnageant est transféré dans un nouveau tube. La concentration totale des protéines

contenues dans le surnageant est évaluée au moyen du réactif BCA (Pierce Laboratories) afin

que chaque essai CAT soit conduit avec une quantité équivalente de protéines.

ii) Réaction enzymatique.

.  's ~

Dans un tube de 1.5 ml, le volume de surnageant requis (préalablement chauffé à

65°C pendant 10 minutes) est additionné de; 0.1 pCi de [^'*C]-chloran^hénicol (50 mCi/mole;

Amersham), 20 pi d'une solution d'acétyl coenzyme A (4niM acétyl CoA, Tris-HCl 0.25 M,

pH7.4) et le volume nécessaire d'un tampon Tris-HCl 0.25 M, pH 7.4, pour obtenir un

volume total de réaction de 180 pl. La réaction enzymatique est incubée à 37°C pendant 18

heures. On ajoute 10 pl d'une solution d'acétyl coenzyme A (4 mM acétyl CoA, Tris-HCl

0.25 M, pH7.4) 2 heures après le début de la réaction enzymatique. L'arrêt de la réaction se

fait par l'ajout de 600 pl d'acétate d'éthyle.
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iii) Extraction et chromatographie.

Le chloramphénicol et ses formes acétylées sont extraits du mélange réactionnel par

l'acétate d'éthyle. La phase organique est recueillie et évaporée puis le cbloramphéiicol et ses

formes acétylées sont resuspendus dans 20 pi d'acétate d'éthyle et déposé sur une plaque

chromatographique recouverte de gel de silice. Les produits de la réaction d'acétylation sont

séparés par ime chromatographie dans un mélange de chlorofonne-méthanol (95:5) pendant

environ 20 minutes. La plaque est alors exposée sur un écran phosphorIMAŒR (Molecular

Dynamics), pour déterminer l'activité enzymatique de la conversion du chloramphénicol en

produits acétylés, ou sur film Kodak XAR-5.

Vm. Isolation d'ADNc de kinases ceUulaires dans les cellules NIH3T3.

Afin de déterminer si l'amino-termipus de gr^d T stimule l'expression d'une kinase

associée à la phosphorylation de grand T ou au cycle cellulaire, nous avons procédé a ime

approche visant à produire des ADNc de kinases eucaiyotes de type sérine/thréonine par RT-

PCR (Hanks et Lawton, 1993).

i) Transfection des cellules NIH3T3.

Les celuUes NIH3T3 SCI et M6 ont été transfectées par la méthode au polybrène-

DMSO, à raison de 10 pg de pCMV-NT par Pétri de 100 mm contenant 6.5xl0' cellules.
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ii) Extraction de l'ARN total par TRIzol®Reagent (Gibco BRL).

L'ARN des cellules transfectées par pCMV-NT est extrait par le produit

TRIzoI®Reagent de Gibco BRL selon les recommandations du manufectuiier. L'ARN est

mis sur gel et dosé au spectrophotomètre à 260 et 280 nm pour vérifier de sa qualité. Un

traitement à l'ADNase peut être effectué pour éliminer l'ADN contaminant la préparatioa Le

traitement à l'ADNase à lieu dans 50 pi à 37°C durant 30 minute dans im tan:q)on 40 mM

Tris-HCl pH 7.5, 6 mM MgC^ additionné de 0.5 pl de RNAGuard (Pharmacia) et 2 pl de

DNAasel (Pharmada). Suite à la réaction l'ARN est purifié par une extraction au phénol-

chloroforme-alcool isoamyl 25:24:1 et prédpité à l'isopropanol. L'ARN est dissout dans de

l'eau traité au DEPC. L'ARN est alors remis sur gel et dosé à nouveau au spectrophotomètre

à 260 et 280 nm pour vérifier de sa qualité et de sa concentratioa

iii) Réaction de transcription inverse,

La réaction de transcription inverse s'effectue comme suit à l'aide d'un trousseau de

transcription inverse de Gibco BRL. L'ARN total, 5 pg, est chauffé dans 13 pl d'eau à 80°C

durant 3 minutes. Le tube est refi^oidi rapidement sur glace et centrifugé 5 secondes. Les

composés de la transcription inverse sont ajouté au tube: 4 pl First Strand Buffer SX, 2 pl 0.1

mM DIT, 1 pl 1 mM dNTP mk (contient 250 pM de chaque dNTP), 0.5 pl 10 pM Q35

(amorce 5'-GAG GAC TCG AGT CTA AGC TTT TTT TTT TTT TTT TT-3'), 0.25 pl de

RNAGuard (Pharmada). L'ajout de 1 pl de Superscript n RT (200 unités) (Gibco BRL)

initie la réactioa La réaction procède comme suit: 5 minutes à la température de la pièce, 1

heure à 42°C, 10 minutes à 50°C. L'enzyme est ensuite inactivé par un traitement de 15
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minutes à 70°C. Un volume del.5 |j1 de RNAase H (1.5 unités) (Phannacia) est ajouté et le

tube placé à 37°C pour détruire la matrice ARN. La réaction est dilué à 1 ml avec TE (10 mM

Tris-HCl, pH 7.5,1 mM EDTA) et conservé à 4°C (Pool 3'-ADNc).

iv) Réaction de PCR.

La réaction de PCR s'effectue à l'aide de l'enzyme AmpliTaq (Pharmada). La

réaction se déroule comme suit sur 1 |il du Pool 3'-ADNc à l'aide des amorces suivantes: Ql,

5'-GAG GAG TCG AGC ICA AGC-3' et VIB, 5'-YAY MGN GAY HTN AAR CC-3'.

VIB est une séquence dégénérée qui code pour le consensus Y/H-R-D-L/I-K-P du sous-

domaine VIB de la région catalytique des kinases du type sérine/thréonine (Hanks et Lawton,

1993). Dans 50 pl de volume final, 1 pl du Pool 3'-ADNc est mélangé avec 10 pl de 10 pM

VIB, 1 pl 10 pM Ql,1.25 pl 10 mM dNTP, 5 pl tampon de PCR lOX, et 0.5 pl d'ampliTaq

(Pharmacia). Les conditions de PCR standard utilisés sont: dénaturation à 95°C pour 3

minutes; 30 tycles à 94°C 1 minute, 55°C 1 minute, 72°C 3 minutes; 72°C 15 minutes. La

réaction de PCR est mise sur gel d'agarose et l'ADN est purifié par Sephaglas™ Band Prep

kit (Pharmacia).

v) Incorporation du produit de PCR dans le vecteur pBluescript SK+.

L'ADN produit lors d'un PCR présente souvent une adénosine due à la forte

préférence de la polymérase pour le dATP (Marchuk et al, 1990). Le plasmide pBluescript

SK+ (Stratagene) est alors digéré par EcoRV et incubé avec la polymérase (AmpliTaq de

Pharmacia) (1 unité/pg de plasmide/20 pl volume de réaction) dans un tampon 50 mM KCl,
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10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 200 |ig/ml BSA en présence de 2 mM dTTP

durant 2 heures à 70°C. L'absence des autres nucléotides dans la réaction résulte ai l'addition

du nucléotide thymidine à l'extrémité 3' de chaque fiagment. ./^rès une extraction au phàiol

et une précipitation, le vecteur est utilisé pour le clonage du produit de PCR purifié. La

méthode de ligation utilisée est celle décrite précédemment. Il en est de même pour la

transformation des bactéries compétentes. Les cellules sont étalées sur LB-agar dans des Pétri

de 100 mm (lOOpI de 2% X-Gal et 40|jI d'IPTG lOOmM ont été étendus sur l'agar) et

incubées à 37°C. Les colonies blanches sont recueillies pour l'analyse.

vi) Détermination de la séquence nucléotidique de l'ADN.

L'ADN provenant des colonies blanches a été anal)rsé par séquençage en utilisant la

méthode de Sanger (1977) à l'aide d'im trousseau de séquençage prodifit par Pharmacia et

qui utilise l'ADN polymérase T7. Les séquences ont été produites a partir des amorces T3 et

T7 orientées de part et d'autre du site de restriction EcoRY de pBluescript SK+. Les portions

de séquences obtenues ont été par la suite soumises à Genbank.
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RÉSULTATS

L Activité réplicative du domaine carboxy-terminal (CT) et complémentation par le

domaine amino-terminal (NT) de grand T (LT).

1. Construction du vecteur d'expression de LT sous le promoteur CMV.

Les vecteurs d'expression des domaines carboxy et amino-tominaux de grand T sont

sous le contrôle du promoteur CMV (Gjorup et cd, 1994). Ils sont désignés pCMV-NT et

pCMV-CT. La mutation dl97 du plasmide pPyLTdl97 est transféré dans ce type de vecteur

pour obtenir le vecteur pCMV-LTdl97. Le fiagment Blpl-Banyï de 3.55Kb, contenant la

mutation dl97, a été transféré dans pCMV-NT (figure 9). Ce transfert permet l'élimination du

codon STOP de pCMV-NT et l'intégration de la mutation dl97. L'analyse du recombinant

est facilitée par l'absence d'un site Sac\ dans la déîétion de la mutation dl97. Le fiagment

Blpl-BaniHL de pPyLTlori- a également été transféré dans pCMV-LTdl97 pour obtenir le

vecteur pCMV-LT. De cette feçon, le site de restriction, Sacl, est retrouvé, ce qui facilite

encore l'analyse des recombinants.
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Figure 9. Construction des vecteurs pCMV-LTdl97 et pCMV-LT. A Procédure de

clonage pour la construction des vecteurs pCMV-LTdl97 et pCMV-LT. Le transfert du

fragment 54?Io.67-^a»îHl4:22 de pPyLTdl97 dans pCMV-NT forme le vecteur pCMV-LTdl97.

Par la suite, le transfert du fragment Blp\(n-BcmMLs,32 de pPyLTori- dans pCMV-LTdl97

forme le vecteur pCMV-LT. B. Electrophorèse sur gel d'agarose 1% de la digestion par Sacl

des recombinants obtenus (~l|ig d'ADN), coloration au bromure d'ethidium 1Kb, 1Kb

ladder (Gibco BRL); NT, pCMV-NT; LTdl97, pCMV-LTdl97; LT, pCMV-LT.
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2. Efficacité réplicative de CT dans différents types cellulaires.

Afin de déterminer les restrictions pouvant mener à une diminution de l'activité

réplicative du domaine carboxy-terminal de grand T, nous avons déterminé, in vivo,

l'efficacité réplicative de CT dans différents types cellulaires. Les essais ont été conduit dans

des cellules de fibroblastes de rats FR3T3, dans des cellules fibroblastiques de souris NDH

3T3 et dans des cellules embryonnaires de souris.

2.1. Réplication dans des cellules de rats FR3T3.

Les cellules de rats sont reconnues comme étant semi-permissives au virus du

polyome (Tooze, 1981). Elles permettent un certain niveau de réplication du génome viral.

L'efficacité réplicative du domaine carbojq^-terminal de grand T a été déterminé in vivo dans

ces cellules ainsi que le potentiel d'activation que possède le domaine amino-terminal. Des

sous-clones de la lignée établie FR3T3 ont été utilisés. Ce sont les sous-clones FR3T3 SCB et

ER3T3 SC20c2. Les cellules ont été ensemencées dans des Pétris à raison de 800 000 cellules

par Pétri de 100mm et à raison de 3 Pétris par échantillon. Les vecteurs exprimant LT, CT et

NT ont été transfectés avec le plasmide rapporteur pPLCAT par la méthode du polybrène-

DMSO à raison de Ipg pPLCAT et Spg des vecteurs T. Le plasmide rapporteur possède

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

du chloramphénicol (CAT). La réplication du plasmide est révélée grâce à une sonde

radioactive spécifique pour les séquences du gène CAT. La digestion de l'ADN de feible

poids moléculaire, isolé des cellules transfectées, par les enzymes de restriction BcK et Dpnl

permet de distinguer entre l'ADN qui a été répliqué de l'ADN qui a été transfecté. L'ADN
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répliqué sera résistant à une digestion par ce qui n'est pas le cas pour l'ADN transfecté.

Le taux d'activité réplicative se mesure en pourcentage, selon l'activité de grand T de type

sauvage par dosage au phosphorIMAGER (Molecular Dynamics). La figure lOA montre que

CT n'est pas très actif dans les deux sous clones, (environ 3% de l'activité de LT) et que

l'addition de NT n'a qu'un modeste efiFet, de 6 à 13% de l'activité de LT (tableau 1).

2.2. Réplication dans des cellules de souris NIH 3T3.

Les essais de réplication décrits par le laboratoire de SchafiQiausen ont été efifectués

dans des cellules NIH 3T3 (Gjorup et al., 1994). Nous n'avons pas obtenu le même niveau

d'activité de CT que ce groupe dans la lignée NIH 3T3. Nous avons alors sous-cloné la lignée

NEH 3T3 pour déterminer si l'efifet observé est propre à la lignée ou à ime minorité de

cellules. La lignée NIH 3T3 étant composée de cellules hétérogènes, le sous-clonage permet

d'obtenir des lignées cellulaires dont tputes les . cellules sont identiques ^pulation

homogène) à feible niveau de passages puisque la lignée est ainsi établie à partir d'une cellule

unique. Si dans la lignée NIH 3T3 il y a une minorité de cellules qui permettent un fort taux

de réplication par CT, elles seraient à elles seules responsables de l'activité réplicative de CT

observée. Le sous-clonage nous permettra alors de déterminer si le niveau réduit de

réplication dans la lignée NEH 3T3 est attribuable à toute les cellules de la lignée, ou dépend

de la quantité de cellules pouvant supporter la réplication de CT.

La figure lOC et le tableau 1 montrent que l'activité réplicative de CT varie d'un

sous-clone à l'autre. Dans aucun cas l'activité n'atteint le niveau observé par le groupe de

ShaShausen, soit celui de LT (Gjorup et al, 1994). Cela nous laisse croire que la lignée NEH
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3T3 ne possède pas une sous population de cellules qui peut fedliter l'activité de CT. Dans

certains des sous clones tels que: Ml, M3 et M6, le niveau de complémentation de CT par

NT dépasse jusqu'à deux fois l'activité réplicative de LT (tableau 1). De plus, la plupart des

autres sous-clones analysés présente une augmentation significative de l'activité de CT en

cotransfection avec NT, ce que l'on n'observe pas dans les cellules de rats. Cette difierence

entre les cellules de rats et les cellules de souris nous laisse croire que les premières présentent

une déficience cellulaire à l'activation de CT. Le domaine amino-terminal (NT) est inactif

(figure lOC), comme observé dans les cellules NIH 3T3 M6. Bien que l'expérience fut

répétée à plusieurs reprises dans la lignée NIH 3T3 SCI, l'activité de CT n'a jamais été plus

élevée que 3%.

2.3. Réplication dans des cellules embryonnaires de souris.

Pour déterminer si l'activité réduite, de CT ert attribuable à l'établissement cellulaire

présent chez les lignées FR3T3 et NIH 3T3, nous avons procédé à im essai sur des cellules

embryonnaires de souris. Des embryons de souris gestantes de 13-14 jours ont été prélevés,

découpés, et les cellules misent en culture pour un essai de réplication in vivo. Dk fois plus de

cellules que pour les lignées établies sont utilisé car une grande majorité des cellules meurent

et n'adhèrent pas au plastique. A la figure lOB, nous pouvons voir que dans ces cellules

primaires, LT possède un niveau d'activité élevé mais CT n'est pas actif et ne peut être

complémenté efficacement par NT (tableau 1).



A.

50

B.

-FR3T3 SCB- 1 r -FR3T3 SC20c2- 1

CT CT+NT LT CT CT+NT

C.

V

Cellules embryonaires de souris

CAT LT CT CT+OT

■" s." '' -J-- ■■•^

ex\'. vv «vsWiS'S^ wivrl

>' ï, ;/«v < \-ï;>

''X ^ v,^\ ' > V. ^ ^

NIH 3T3 M6

CT CT+NT NT

NIH 3T3M3 -Il NIH 3T3 M4 1
CT CT+NT LT CT CT+NT

S«

mSm

Figure 10. Activité réplicative des domaines CT et NT dans différents types cellulaires.

Environ 7x10^ cellules FR3T3, NIH3T3 et 10x10^ cellules embryonnaires de souris par Pétri
de 10 cm sont cotransfectées (polybrène-DMSO) avec 1 pg d'ADN à répliquer (pPLCAT) et

5 pg du (des) vecteur(s) T. Quarante-huit heures après la transfection, l'ADN est extrait par

la méthode de Hirt, digéré par BclL et Dpril, puis hybridé avec 536 pb de la séquence codante

du gène CAT (fragment Xbal-NcoT) de pCAT-Basic vector (Promega). Seul l'ADN répliqué

apparaît sur les autoradiogrammes de la figure. Autoradiogrammes d'essais effectués sur des

cellules: A FR3T3, B. embryonnaires de souris, C. NIH3T3. CAT, pPLCAT; LT, pCMV-
LT; CT, pCMV-CT; NT, pCMV-NT.
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Tableau 1. Activité réplicative des domaines CT et NT dans différents types ceUulaires.

Sous-clone LT CT CT+NT

NIH3T3

SCI 100 2 67

Ml 100 20 235

M2 100 9 21

M3 100 3 159

M4 100 8 59

M6 100 21 128

M9 100 13 ad.

MIO 100 4 26

M12 ad. ad. ad.

FR3T3

SC20c2 100 3 13

SCB 100 3 6

C.E.S.

100 6 13

L'activité réplicative est dosée sur PhosphorIMAGER (Molecular Dynamics) et est exprimée

en pourcentage de l'activité de LT dans chaque sous-clone ou type cellulaire. C.E.S., cellules

embryonnaires de souris; LT, grand T; NT, domaine amino-terminal de grand T; CT,

domaine carboxy-terminal de grand T; ad. non-déterminé. Conditions identiques à la figure

10.
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IL Complémentation de CT par les antigènes T moyen et petit T.

Nous venons de voir que LT possède la capacité de répliquer le génome viral dans les

cellules de rats et de souris, ce qui ne semble pas être le cas pour CT. La capacité de CT

serait plus dépendante de la lignée. De plus, NT stimule beaucoup l'activité de CT dans les

lignées cellulaires de souris contrairement à ce que l'on peut observer dans les lignées

cellulaires de rat. Cela suggère que NT a plus de facilité à stimuler CT dans les cellules de

souris, probablement dû au fait que ce sont des cellules permissives. Ainsi, dans les cellules de

rats, qui sont semi-permissives, NT serait dans l'incapacité d'agir sur CT. Toutefois, cela

serait provoqué par la séparation des deux domaines de grand T car un grand T de type

sauvage peut répliquer au même titre dans les cellules de souris et dans les cellules de rats. En

plus d'un effet trans entre CT et NT, il existerait donc un effet cis entre le domaine amino-

terminal et le domaine carboxy-terminal dans le grand T de type sauvage. L'établissement

cellulaire serait pré-requis à la stimulation de CT par le domaine amino-terminal. Le domaine

amino-terminal de grand T est impliqué dans l'immortalisation cellulaire (Holman et al.,

1994). La stimulation de la phase S par NT dans des lignées cellulaires établies serait attribuée

un rôle redondant au domaine aniino-terminai. Tel qu'observé dans un sous-clone poss&lant

un phénotype transformé (SCI) et croissant dans un milieu de culture riche. Outre la

stimulation de la phase S, nous suggérons que le domaine amino-terminal de grand T possède

une ou des activité(s) permettant la stimulation de la réplication par CT du vecteur rapporteur

dans les sous clones de la lignée NIH 3T3. Principalement ime activité en trans et une activité

en cis.
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Nous avons voulu déterminer si la capacité réplicative de CT provient d'un contrôle

ou d'une influence de NT sur la croissance cellulaire. Des essais de réplication en exprimant

les antigènes T moyen et petit T ont été efiectués dans les sous-clones M6 et SCI de NIH

3T3 et dans les cellules embiyonnaires de souris. D'après la littérature, petit T exerce un effet

stimulant sur la réplication du génome viral (Tûrler et Salomon, 1985; Templeton et cd.,

1986; Berger et Wintersberger, 1986; Ogris et al, 1992). T moyen, lui, possède le pouvoir

transformant du virus du polyome (Carmichael et al, 1982). Comme les trois antigènes

présentent 79 acides aminés identiques, nous avons voulu voir à les deux autres oncogènes

viraux permettent une complémentation de CT dans des cellules établies et dans des cellules

primaires tel qu'il a été observé chez NIH 3T3 avec d'autres oncogènes viraux (Gjorup et al.,

1994). Dans aucun cas, le niveau de réplication observé lorsque CT est exprimé avec NT

n'est obtenu avec petit T (st) et T moyen (mT); (figure 11). Petit T stimule toutefois un peu

l'activité de CT. Dans les cellules embryonnaires de souris, l'effet ne peut être évalué (figure

1IB) car NT a un pouvoir stimulant très faible.

Ces résultats viennent confirmer que NT n'agit pas seulement en stimulant la

croissance cellulaire. Il possède une activité qui lui est propre et qui n'est pas présente chez

les autres antigènes T viraux, et ce même si les trois antigènes présentent ime ré^on

identique. Il semble donc y avoir complémentation de fonctions spécifiques entre NT et CT

dans la cellule. La nature de cette association n'est pas connue mais serait dépendante du type

cellulaire. Toutefois aucune liaison entre NT et CT par immunoprécipitation et par gradient

de sucrose n'a pu être observée (Holman et al., 1994). Le rôle de NT pourrait être de

modifier la fonction d'une protéine cellulaire, ou de CT. Lorsque NT est coexprimé avec CT,

il y a décroissance de la mobilité sur SDS-PAGE de la part de CT. Cette décroissance peut
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Figure 11. Complémentation de CT par les antigènes T moyen et petit T.

Autoradiogrammes d'essais effectués sur des cellules: A NIH 3T3 M6. B. embryonnaires de

souris. G. Activité observée pour les antigènes T, dosée sur phosphorIMAGER (Molecular

Dynamics). CAT, pPLCAT; LT, grand T (pCMV-LT); CT, domaine corboxy-terminal de

grand T (pCMV-CT); NT, domaine amino-terminal de grand T, (pCMV-NT); mT, T

moyen; st, petit T; C.E.S., cellules embiyonnaires de souris. Conditions identiques à la figure

10.
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être attribuable à la phosphorylation du domaine carboxy-terminal (Gjorup et al., 1994). H est

possible aussi que ramino-teiminus de grand T induise des gènes essentiels à l'activité

réplicative de CT.
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ni Mutation 13val et réplication virale.

Un mutant de grand T qui possède une mutation dans le domaine amino-terminal de

l'antigène T est disponible (figure 8); (Larose et al, 1991). C'est le mutant LTlSval. H

possède une mutation ponctuelle à la position 13 où l'acide aminé leucine de grand T de type

sauvage est changé en valine. Cette mutation affecte la protéine dans plusieurs rôles dont

l'immortalisation et la réplication du génome viral. Ce mutant présente une très feible activité

réplicative dans les cellules de rats. Nous avons donc voulu savoir si LTlBval peut être un

mutant fonctionnellement similaire à CT. Pour cela, des essais de réplication in vivo ont été

effectués dans les sous-clones SCI et M6 de la lignée NIH 3T3.

1. Implication de la mutation 13 val dans la réplication.

Tout d'abord, la figure 12A montre que dans.le sous-clone NIH 3T3 SCI, LTIBval

présente une activité réplicative de 25% comparativement à LT. De plus, l'amino-terminal de

grand T peut activer LTlBval. Des résultats similaires ont été obtenus dans le sous-clone M6.

La substitution d'un seul acide-aminé en amino-terminal diminue la capadté réplicative de

LT. L'activité peut être recouvert en partie par l'expression de NT dans la cellule. De plus,

LTlBval est plus actif que CT. Nous ne pouvons conclure que LTlBval et CT sont des

altérations fonctionnellement apparentées. Le résidu 13 fait probablement partie d'un domaine

impliqué dans l'induction de la réplicatiom
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Figure 12. Activité réplicative de la mutation 13val. A Activité réplicative du mutant

LTlSval dans les cellules NIH 3T3 SCI. B. Activité de l'amino-tenninus portant la mutation

13 val. CAT; (pPLCAT), LT, grand T (pCMV-LT); CT, domaine C-terminal de grand T

(pCMV-CT); NT, domaine N-terminal de grand T (pCMV-NT); LT13val, mutant 13val de

grand T (pPyLT13val); NTDval, NT portant la mutation 13val (pPyNT13val); NTlôval, NT

portant la mutation 16val (pPyNTlôval). Le pourcentage d'activité des mutants, relativement

à LT, est indiqué au bas des autoradiogrammes. Conditions identiques à la figure 10.
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2. Construction du mutant NTlSval et du mutant NTlôval.

Nous avons voulu déterminer si la mutation 13val affecte la stimulation par l'amino-

terminus. Pour cela, nous avons transféré le codon STOP du vect^ pCMV-NT dans le

vecteur pPyLTlSvalo- (figure 13). L'inverse (transfert de la mutation 13val dans pCMV-NT)

est très difficile par des digestions enzymatiques dû à la différence de séquence en 5' de

r ATG. Toutefois, il ̂ paraît que LT sous le promoteur CMV ou le promoteur viral possède

la même activité réplicative (non montré). Ainsi, le vecteur pPy peut être utilisé tout autant

que le vecteur pCMV. Une première étape est la formation d'un plasmide intermédiaire. Le

fiagment Blpl-BamHi. de pCMV-LTdl97 est transféré dans pPyLTDvalo-. Cette feçon de

feire fecilite l'analyse des recombinants. La formation du plasmide intermédiaire 13val-dl97

élimine un site Sacl et l'intégration du fiagment Blpl-Bcmtîn. de pCMV-NT dans

l'intermédiaire remet un site Sacl (figure 13). Nous avons procédé de la même feçon pour la

mutation lôval, ou la leucine en position 16^ changée en valine.
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Figure 13. Construction du vecteur pPyNTlSval (et pPyNT16val). A. Procédure de

clonage pour la construction du vecteur pPyNT13val. Le transfert du fragment

de pCMV-LTdl97 dans pPyLTlSval forme un plasmide intermédiaire 13val-dl97.

Par la suite, le transfert du fr̂ agment Blpli.Qs-BamHl^M de pCMV-NT dans le plasmide

intermédiaire forme le vecteur pPyTSm3val. Cette procédure a été utilisée pour s'assurer du

recombinant par la perte d'un site Sacl pour l'intermédiaire et le gain du site Sacl pour le

vecteur final. B. Electrophorèse sur gel d'agarose 1% de la digestion par Sacl des

recombinants obtenus (-l^ig d'ADN), coloration au bromure d'ethidium 1Kb, 1Kb ladder

(Gibco BRL); LT13val, pPyLTDval; LT13val/dl97, intermédiaire pPyLT13val/dl97;

NT13val, pPyNT13val.
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3. Effet du mutant NTlSval.

Le mutant NTlSval a été utilisé dans des essais de réplication pour déterminer si

l'acide aminé en position 13 est responsable de la stimulation de l'activité réplicative de CT

par l'amino-terminus. Le mutant NTlôval est utilisé comme contrôle puisque la mutation

lôval n'affecte pas la capacité réplicative de LT (non montré). La présence d'une mutation à

la position 13 élimine la stimulation de CT par l'amino-terminus (figure 12B). Le mutant

NTlôval présente la même activité que NT. Ce résultat démontre que l'adde aminé 13 est

essentiel pour l'induction de la réplicatioa

Encore une fois, nos résultats suggèrent que NT présente au moins deux fonctions

impliquées dans l'activation de la réplicatioa La réplication serait stimulée par une fonction

en irons de ramino-terminus de grand T. En effet, NT peut stimuler CT et implique le réâdu

13. Une fonction en cis serait également nécessaire puisque LT13val est plus actif que CT et

que la mutation 13val dans NT rend l'amino-terminus de grand T inactif dans la stimulation

de la réplication virale.
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IV. Mutation 13val et cycle cellulaire.

La protéine du rétmoblastome, pRB, joue un rôle critique dans la progression du

cycle cellulaire (de G1 à M). Plusieurs facteurs participent à cette progression. La forme

active de pRB est la forme hypophosphorjdée et c'est sous cette forme que pRB cause l'arrêt

du cycle au point R, en Gl, avant la phase S. Cet arrêt est nécessaire à la cellule pour

"évaluer" son état et "décider" de l'action à entreprendre; poursuivre son cycle vers la mhose,

se difiërencier ou permettre l'apoptose cellulaire (figure 7); (Weinberg, 1995). Le mécanisme

par lequel pRB arrête la cellule est via la femille des facteurs de transcription E2F. La liaison

de pRB à E2F empêche le fecteur de transcription d'a^ et d'activer les gènes sous son

contrôle. Parmi les gènes qui sont impliqués dans la réplication on peut citer, c-myc, c-myb,

ADN polymérase oc, thymidine Idnase, dihydrofolate réductase et E2F lui-même (Weinberg,

1995). La liaison pRB/E2F n'empêche pas le focteur de transcription E2F de lier l'ADN. La

protéine pRB empêche la formation du complexe transcriptionnel (Sidle et al., 1996). En

empêchant la liaison de pRB à E2F, par la phosphorylation de pRB, la cellule peut progresser

dans le cycle cellulaire. Les petit virus à ADN inactivent pRB en utilisant une protéine virale

qui lie pRB. Cette liaison défait le complexe pRB/E2F et provoque la poursuite du cycle

cellulaire. Cela permet au virus de se répliquer car il est dépendant de la cellule pour cette

fonction

La mutation 13val a initialement été créée pour étudier l'interaction de grand T avec

la protéine supresseur de tumeur pRB. En effet, il y a, dans toutes les protéines virales qui

lient le produit du gène RB, deux séquences d'acides aminés très conservées. Les séquences

ne sont pas contiguës et sont désignées les régions 1 et 2. Les régions 1 et 2 de la protéine
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El A de l'adénovirus sont chacune sufiBsante pour complexer pRB (Egan et al., 1988; Whyte

et al, 1989). La région 2 du grand T de SV40 est aussi sufiBsante pour la formation du

complexe mais la fonction de la région 1 est encore imprécise. En efifet, le groupe de

Livingston a démontré que la majeure partie de la séquence de la région 1 n'est pas essentielle

pour la liaison à pRB par le grand T de S V40 (DeCaprio et al, 1988).

Notre groupe a démontré que tout en étant essentielle, la liaison à pRB n'est pas

sufiBsante pour conférer à l'antigène grand T son pouvoir immortalisant (Larose et al., 1991).

La simple substitution d'un acide aminé dans la région 1 peut abolir la fonction

d'immortalisation, tout en ayant la capadté de lier pRB. Cette substitution est la mutation

13val (Larose et al., 1991). Toutefois, nous ne savons pas si l'interaction de LTlSval avec la

protéine pRB est fonctionnelle.

1. Transactivation d'un promoteur.^us le contrôle d'éléments E2F: liaison à pRB.

L'amino-terminus, en plus de posséder im domaine de liaison à pRB (figure 4) ayant

ainsi la possibUité d'induire la phase S, semble posséder une autre activité. H a été observé

qu'une mutation dans le domaine de Haison à pRB, affecte la stimulation de NT. Ce mutant

stimule plus faiblement CT que ne le feit NT dans des cellules privées de sérum (Gjorup et al.,

1994).

La mutation 13val dans le domaine amino-terminal de grand T élimine la stimulation

de la répbcation du génome viral par CT. Cette mutation n'élimine pas la capacité de LT13vaI

de lier pRB mais le rend non-immortabsant (Larose et al, 1991). D se pourrait que la liaison
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de LTlSval à RB ne soit pas fonctionnelle. C'est à dire que LTlSval, tout en liant pRB, ne

sépare pas le complexe pRB/E2F. De cette feçon, le cycle cellutoe ne serait pas, ou peu,

affecté par la présence de l'antigène LTlSval. Nous avons déterminé si la liaison

LT13val/pRB est fonctionnelle. Pour ce faire, le gène bactérien de l'acétyltfansférase du

chloramphénicol (CAT) sous le contrôle d'éléments E2F est utilisé. La procédure est basée

sur le mécanisme d'action de pRB et est représentée à la figure 14A. La présence d'un

antigène pouvant lier et déloger pRB du fecteur de transcription E2F entraînera la

transcription du gène CAT. L'activité CAT reflète alors le niveau d'activité du promoteur,

soit la capacité pour un mutant de lier pRB et d'induire la phase S.

L'enzyme CAT catalyse le transfert de groupements acétates sur le chloramphénicol

pour le convertir en dérivés mono et diacétylés. L'activité de l'enzyme est évaluée par le

pourcentage de conversion du [^''C]-chloramphénicol en ses formes acétylées. Les vectairs

encodant les mutants de l'antigène grand T sont cottansfectés avec le plasmide reporteur

A10-E2F-CAT (Howes et al, 1996) par la méthode à la lipofectAMINE^ Reagent dans les

cellules NIH 3T3 SCI et FR3T3 SCB. La méthode au polybrène-DMSO n'est pas utilisé

parce qu'elle ne donne pas de signal de conversion du chloramphâiicol. Deux jours après la

transfection, un extrait cellulaire est produit et normalisé selon son contenu en protéines d'un

échantillon à l'autre. Pour respecter la linéarité de la réaction enzymatique aux conditions

utilisées, la conversion du chloramphénicol doit être inférieure à 50%.

Le mutant LTdll41 est utilisé comme contrôle négatif de la transactivation du

promoteur E2F. La raison étant que LTdll41 présente une délétion de 6 acides aminés entre

les positions 141 et 147. Cette délétion enlève le motif présent chez toutes les protéines
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virales qui sont reconnues avoir la capadté de lier pRB, le motif D/N-L-X-C-X-E (DeCapiio,

étal, 1988; Dyson, et al, 1990; Dyson, et al, 1989; Whyte, et al, 1988). Comme constaté à

la figure 14B, ce mutant ne transactive pas le promoteur E2F. L'activité de LTlSval est

similaire à celle de LT. De même que NTlSval possède la même activité que NT. Les

contrôles avec LTlôval et NTlôval possèdent une activité G AT plus élevée que LT et NT.

Selon les résultats obtenus, LTlSval et NTlSval lient la protéine pRB et dissocient le

complexe pRB/E2F, tout comme LT et NT. NT induit donc la phase S via pRB. C'est un

effet en trans de la stimulation de la réplication virale. Puisque NTlSval ne stimule pas la

réplication par CT, mais induit la phase S, l'amino-terminus de grand T possède une autre

fonction trans, plus importante, permettant la stimulation de la réplication virale. Cette

fonction implique la position IS de LT. H est intéressant de noter que LTlSval lie pRB de

feçon fonctionnelle mais que cette liaison ne conduit pas à l'immortalisation cellulaire.
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Figure 14. Transactivation d'un promoteur sous le contrôle d'éléments E2F. A. Principe

de la procédure utilisée. La présence d'antigènes T pouvant lier pRB dans la cellule conduit à

la transactivation du promoteur E2F du plasmide A10-E2F-CAT et à l'ejqjression du gène

CAT. B. Essai enzymatique. Des cellules sont cotransfectées par le vecteur E2F-A10-CAT et

un vecteur T. .^rès 48 heures, des extraits cellulaires sont dosés pour leur contenu protéique

et leur activité CAT. Le [^'*C]-chloramphénicol et les produits d'acétjdation sont séparés par

chromatographie sur couche mince (par ordre de mobilité croissante: [^'^CJ-chloramphénicol,

1-acétate [^''C]-chloramphénicol et 3-acétate [^''CJ-chloramphénicol). L'activité CAT est

dosée sur phosphorIMAGER (Molecular Dynamics) et représente le taux de conversion du

chloramphénicol en ses formes acétylées (au bas de la figure).
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2. Effet de petit T sur la transactivation d'un promoteur E2F.

Petit T exerce un effet stimulant sur la réplication du génome viral et contribue à

l'induction de la phase S (Ogris et al, 1992). H permet une croissance cellulaire à une très

haute densité (Cherington et al, 1986; Noda et al, 1986) mais il n'induit pas les changements

morphologiques associés à la transformatiom La protéine cellulaire principale contrôlant le

cycle cellulaire est pRB. Si petit T stimule la progression du (ycle cellulaire, il serait possible

que cette progression soit directement ou indirectement liée à pRB. Petit t (st) ainsi que

stlSval et stlôval stimulent la transcription du gène CAT sous le contrôle d'un promoteur

E2F (figure 14B). Puisque c'est pRB qui contrôle l'activité du fecteur de transcription E2F,

petit T devrait agir d'une quelconque façon pour inhiber pRB. Par contre, petit T ne possède

pas le motif de liaison à pRB. Il doit nécessairement agir indirectement sur pRB. Ce

mécanisme d'action demeure toutefois inconnu. On propose toutefois ime modification post-

traductionnelle de pRB provoquée par la présence de petit T dans la cellule.
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V. Mutation dl97 et réplication virale.

Un mutant de délétion de grand T qui totalement inactif dans la réplication: c'est le

mutant LTdl97 produit dans le laboratoire d'accueil lors d'études sur la complémentation de

grand T avec l'activité de transformation associée à l'antigène T moyen (Asselin et d., 1986);

(figure 8). Ce mutant présente une délétion de 10 acides aminés entre les positions 270 et

280. H s'est avéré par la suite que le mutation dl97 rend l'antigène grand T inactif dans la

réplication du génome viral.

1. Complémentation de CT par LTdl97.

Le mutant LTdl97 possède en totalité le domaine amino-terminal (NT) de grand T

(a.a. 1-259). Toutefois, avec ce mutant ne parvient pas à stimuler efiBcacement CT dans des

essais de réplication in vivo, comme montri à la figure 15 dains la lignée cellulaire NIH 3T3

SCI et dans d'autres lignées. Ce résultat est assez surprenant puisque LTdl97 présente toute

la séquence de l'amino-terminus de grand T. H arrive toutefois dans peu de cas qu'il y ait

activatioa
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Figure 15. Activité réplicative du mutant LTdl97 et du mutant LTdl97 tronqué en

carbory^-terminal A Représentation schématique des mutants NT et LTdl97. Les boîtes

représentent les régions codantes des protéines. Les traits représentent l'ADN codant mais

non traduit (dû à la présence d'un codon STOP pour les mutants NT). Les pointillés

représentent l'ADN en 3' du site de coupure HindSl. B. Autoradiogramme d'un essai de

réplication effectué sur des cellules NEH 3T3 SCI. C. Activité observée pour les antigènes T,

dosée sur phosphorIMAGER (Molecular Dynamics). n.d, non déterminé; LT, grand T

(pCMV-LT); CT, domaine coibojqf-terminal de grand T (pCMV-CT); NT, domaine amino-

terniinal de grand T, (pCMV-NT); LTdl97, mutant LTdl97 (pCMV-LTdl97); NTAct,

vecteur NT avec une délétion du fragment HmdSL-HindSS. (pCMV-NTAct); LTdl97Act,

mutant LTdl97 tronqué en carboxy-terminal (pCMV-LTdl97Act); C.E.S., cellules

embryonnaires de souris. Conditions identiques à la figure 10.
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2. Construction d'un mutant LTdl97 tronqué en carboxy-terminal.

Puisque LTdl97 ne parvient pas à complémenter CT, une grande partie de la

séquence codante en 3' de la délétion dl97 a été enlevé pour obtenir un mutant tronqué en

carboxy-terminal. Ce mutant a été obtenu en enlevant un fiagment HindSi. au plasmide

encodant LTdl97 (figure 16). Cette coupure dans le génome viral provoque l'expression d'un

mutant tronqué, LTdl97Act. Par contre, le signal de potyadéitylation pour les ARN messagers

précoces de polyome a été enlevé (Kamen et al, 1980). Il existe toutefois un second signal de

polyadénylation dont le rôle est inconnu dans la séquence codante, avant la coupure HmdSl

(BCamen et al., 1980). Pour avoir un patron d'e)q)ression similaire entre le mutant tronqué et

NT, le même fiagment est enlevé au vecteur pCMV-NT.
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Figure 16. Construction des vecteurs pCMV-LTdl97Act et pCMV-NTAct A.et B.

Procédure de clonage pour la construction du vecteur pCMV-LTdl97 (A) et pCMV-NTAct

(B). L'enlèvement du jfragment HindSl'iM-HindSi.iso de pCMV-LTdl97 et pCMY-lSlT

conduit à la formation du vecteur pCMV-LTdl97Act et pCMV-NTAct respectivement. C.

Electrophorèse sur gel d'agarose 1% de la digestion par HindSi. des recombinants obtenus

(~l|ig d'ADN), coloration au bromure d'ethidium. 1Kb, 1Kb ladder (Gibco BRL); NT,

pCMV-NT; NTAct, pCMV-NTAct; LTdl97, pCMV-LTdl97; LTdl97Act, pCMV-

LTdl97Act.
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3. EflFet du mutant tronqué LTdI97Act.

Le mutant LTdI97Act ainsi que NTAct ont été utilisés pour complémehter CT dans

un essai de réplication. Le mutant LTdl97 tronqué est maintenant ̂ te à stimuler la réplication

par CT (figure 15B). L'augmentation du signal obtenu pour LTdl97Act est significatif

puisque le signal obtenu pour NTAct et inférieur à celui de NT. Cela laisse croire qu'une

portion en carbojq^-terminal de LTdl97 empêche l'activation par sa portion amino-termmal.

Comme décrit à la figure 4, le domaine carbojq^-terminal de grand T possède

plusieurs fonctions impliquées dans la réplicatioa Les différences qui existent entre NT et

LTdl97 et qui sont probablement responsables de l'inactivation par LTdl97 sont que NT ne

peut ni se lier à CT et ni à l'ori^e de réplicatioa Ce n'est pas le cas pour LTdl97. Dans un

cas, il trapperait CT dans la cellule et . en empêcherait la réplication Dans l'autre, LTdl97

empêcherait CT de venir se fixer à l'origine. Dans les deux cas, il y aurait un dosage entre

l'activité stimulatrice du domaine amino-terminal et l'activité inhibitrice du domaine caibojq^-

terminal de LTdl97.
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4. Construction du double mutant: LTdl97zn-.

Le domaine doigt de zinc est responsable chez SV40 de l'assemblage de l'hexamà'e à

l'origine (Loeber et al, 1991). Même si les structures en doigt de zinc sont souvent

impliquées dans la liaison de protéines à l'ADN, il existe des protéines qui ont de tels

éléments mais qui ne lient pas l'ADN (Hubbard et al, 1991; Webster et Ricciardi, 1991). La

protéine grand T du virus du polyome semble être dans cette classe. Des mutations à

l'intérieur du doigt de zinc de grand T n'empêchent pas la liaison de grand T à l'ADN mais

empêchent l'assodation entre les antigènes grand T et ainsi la formation d'hexamères (Rose

et Schaffliausen, 1995).

Nous avons entrepris la construction d'une protéine grand T qui porterait la mutation

dl97 ainsi qu'une mutation dans le domaine doigt de zinc, la mutation 11-63-72 (Rose et

Schaffliausen, 1995). C'est une triple mutation ponctuelle aux nucléotides T1911C, A1963T

et A1972T, changeant respectivement les acides aminés 452Cys en Arg, 469His en Leu et

472His en Leu. Cette substitution d'acides aminés inactive la structure en doigt de zinc

(figure 17A). Pour plus de commodité, cette triple mutation est désignée zn-. L'échange du

fi-agment Hindni-BamYQ. du plasmide 11-63-72 au vecteur pCMV-LTdl97 forme un vecteur

encodant la protéine LTdl97zn- (figure 17B). L'identification du recombinant est possible par

digestion enzymatique (figure 17C). La mutation au nucléotide 1911 abolie un site Nsil,

^^^''ATGCAT devient ̂ ^"ACGCAT. Cette procédure a également été utilisée pour produire

un vecteur pCMV-LTzn-.
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Figure 17. Construction du vecteur pQMV-LTdI97zn-.-A. Représentation du domaine

doigt de zinc chez grand T de polyome. Les addes aminés du doigt de zinc, (positions 452-

472) sont représentés par la lettre correspondante. Les addes aminés liant le zinc sont

possiblement les cyctéines aux positions 452 et 455 et les histidines aux positions 469-472. Le

mutant 11-63-72 présente trois mutations ponctuelles sur ces résidus. B. Procédure de

clonage pour la construction du vecteur pCMV-LTdl97zn-. Le transfert du fiagment

HiJidnii25-BamHJ4:zi du vecteur 11-63-72 dans le vecteur pCMV-LTdl97 forme le vecteur

pCMV-LTdl97zn-. Electrophorèse sur gel d'agarose 1% de la digestion par BamHL et Nsil

du recombinant obtenu (~l|ag d'ADN), coloration au bromure d'etbidium 1Kb, 1Kb ladder

(Gibco BRL); LTdl97, pCMV-LTdl97; LTdl97zn-, pCMV-LTdl97zn-.
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5. Effet du mutant LTdl97zn-.

Tout comme le mutant LTdl97Act, le mutant LTdl97zn- a été utilisé pour voir s'il

pouvât complémenter CT dans un essai de réplication. Dans cet essai le double mutant

LTdl97zn- stimule CT, contrairement à LTdl97 (figure 18A). Ainsi, la présence de la

structure en doigt de zinc interfère avec la stimulation de la portion amino-terminale pour le

mutant LTdl97.

6. Caractère dominant négatif de la mutation dl97.

La présence de la mutation dl97 lorsque liée à la structure en doigt de zinc dans grand

T semble avoir une forte inhibition dans la capacité réplicative de CT. Pour étudier

l'importance de la mutation dl97 dans la réplication, nous avons de nouveau utilisé la

technique de réplication in vivo pour vériÇer si le "mutant LTdl97 serait dominant négatif

Deux vecteurs sont transfectés dans la cellule, l'un encodant grand T de type sauvage et

l'autre encodant le mutant LTdl97. De cette fèçon l'événement d'expression de deux allèles

dans la cellule est reproduit. De plus, puisque grand T possède l'activité "maximale" de

réplication du génome viral, l'activité stimulatrice de l'amino-terminus de LTdl97 est

négligeable. La figure 18B montre que la réplication du plasmide rapporteur dans les cellules

NIH 3T3 SCI a été 4 fois moindre lorsque LT est en présence de LTdl97. Par contre, les

mutants LTdl97Act et LTdl97zn- n'induisent plus d'inhibitioa Cet essai a été reproduit dans

la lignée cellulaire de souris hŒH 3T3 M6, dans la lignée cellulaire de rats EÏGT3 SC20c2 et

dans les cellules primaires de souris (figure 18C).
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Figure 18. Activité réplicative du double mutant LTdl97zn-. Autoradiogrammes de
- "i

différents essais de réplication A Cellules NIH 3T3 SCI, complémentation de CT par le

mutant LTdl97zn-. B. Cellules MH 3T3 SCI, caractère dominant négatif de dl97. C. Activité

observée pour les antigènes T, dosée sur phosphorIMAGER (Molecular Dynamics). CAT,

pPLCAT LT, grand T (pCMV-LT); CT, domaine corboxy-terminal de grand T (pCMV-

CT); NT, domaine amino-terminal de grand T, (pCMV-NT); LTdl97, mutant LTdl97

(pCMV-LTdl97); NTAct, vecteur NT avec une délétion du fragment HindSlrHindSS.

(pCMV-NTAct); LTdl97Act, mutant LTdl97 tronqué en carboxy-terminal (pCMV-

LTdl97Act); LTdl97zn-, mutant LTdl97 portant la mutation zn- (pCMV-LTdl972n-); LTzn-,

grand T portant la mutation zn- (pCMV-LTzn-); C.E.S., cellules embryonnaires de souris; ad

non-déterminé. Conditions identiques à la frgure 10.
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Les expériences menées avec la mutation dl97 confirment que la portion amino-

terminale de grand T est activatrice et que LTdl97 est dominant négatif. Le caractère

dominant négatif de LTdl97 est dû à la délétion de 10 addes aminés aux position 270 à 280

mais également à la présence de la structure en doigt de zinc. Le doigt de zinc est impliqué

dans l'oligomérisation de grand T et la mutation zn- n'empêche pas la liaison à l'ADN (Rose

et Shafihausen, 1995). En présence de grand T, soit que LTdl97 empêche la formation de

l'hexamère, ou qu'il conduit à la formation d'hexamères hétérogènes inactrfe. Des hexamères

formés en partie de protéines LT et de protéines LTdl97.
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VL Fhosphoiylation des antigènes grand T.

La phosphorylation de l'antigène grand T est très in^ortante pour son activité

réplicative et varie au cours du cycle cellulaire (Bockus et Shaffhausen, 1987â; 1987b). Le

mutant LTdl97, inactif dans la réplication et qui présente un caractère dominant négatif

possède une délétion dans un domaine de phosphorylation de grand T. Ce domaine de

phosphorylation est impliqué et est un élément essentiel à la réplication du génome viral

(Bockus et Shaffhausen, 1987b). L'absence de ce domaine, c'est-à-dire l'absence

d'événements de phosphorylation et/ou déphosphorylation à ce site, serait le fecteur menant

au contrôle négatif de LTdl97 sur la réplicatioa En effet, les résidus phosphorylés S271,

8274 et T278 sont éliminés dans la délétion dl97.

l.GrandTdeSV40.

Le niveau de phosphorylation de l'antigène grand T de SV40 ainâ que les résidus

impliqués dans la réplication sont identifiés à la figure 19. Principalement, la thréonine 124

doit être phosphorylée, en combinaison avec la déphosphorylation des sérines 120 et 123

(Cegjelska et al., 1994). H a été observé qu'im mutant de SV40 où la Thr 124 a été modifiée

en alanine est capable de former des hexamères in vitro mais ne peut débuter la réplication

efficacement (Moarefi et al., 1993). Chez le virus du polyome, ce serdt le résidu Thr 278 qui

aurait cette caractéristique.
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Inactif

Bacténes

cycline-cdk 1
P-llirl24

Caséine

Idnase 1
«

PP2AC

P-S«rl20P-Thrl24

P-Scrl23

Actif

Cellules d'insectes

Inactif

Cellules de mammifères

Figure 19. Contrôle in vitro de l'activité réplicative de l'antigène grand T de SV40 par

la phosphoiylation. (Cegielska et al., 1994) Les antigènes grand T produits dans les cellules

bactériennes sont sous phosphorylés et nécessitent la phosphorylation in vitro de T124 pour

être actifs. Les antigènes grand T hypophosphoiylés qui sont exprimés dans les cellules

d'insectes en utilisant un vecteur de bavulovirus sont actife. Les antigènes grand T

hyperphosphorylés produits dans les cellules de mammifères sont inactifi;. Les protéines

kinases et phosphatases qui agissent in vitro sur les résidus critiques sont indiquées sur la

figure.
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2. Grand T de polyome.

Tout comme le grand T de SV40, l'activité de grand T de polyome est influencée par

son niveau de phosphorylatioa Grand T de polyome contient deux sites de phosphorylatioa

La phosphorylation d'un de ces sites, entre les résidus 257 et 285, semble reliée à la

réplication de l'ADN viral (Bockus et Schaffhausen 1987b). Le domaine carbojq^-terminal de

grand T possède les résidus 264 à 785, il peut donc être sujet aux événements de

phosphorylation et/ou déphosphorylation aux résidus S267, S271, S274 et T278. Lorsque

NT est coexprimé avec CT, il y a décroissance de la mobilité sur gel SDS-PAGE de la part de

CT (Gîjorup et al, 1994). Cette décroissance peut être atttribuable à la phosphoiylation du

domaine carbojq'-terminal.

3. Induction de gènes par NT.

Dans la plupart des cellules étudiées, surtout dans les sous-clones NIH 3T3, la

présence de l'amino-terminus dans la cellule rend CT apte à la réplicatioa Le mécanisme par

lequel NT rend CT compétant n'est pas connu. Il semble toutefois a^ sur le niveau de

phosphorylation de CT. L'action de NT sur CT peut être indirecte. Il a été observé que NT

ne s'associait pas physiquement avec CT (Holman et al., 1994). NT peut modifier la fonction

d'une kinase ou d'une phosphatase cellulaire, ou en induire l'expression Nous avons tenté de

vérifier l'hypothèse que NT induit l'expression d'une kinase qui viendrait agir sur les résidus

sérines ou le résidu thréonine de CT.



86

Le vecteur pCMV-NT a été transfecté dans les cellules NIH 3T3 SCI et M6 et

l'AKN total extrait 48 heures plus tard par TRl2X)l®Reagent. Les cellules NIH 3T3 sont

utilisées car c'est dans ces cellules que NT parvient à stimuler CT le plus efficacement. Une

transcription inverse est effectuée suite à l'extraction à l'aide de l'oligonucléotade 5'-GAG

GAG TCG AGC TCA AGC TXT TTT TTT ITT ITT TT-3', permettant de produire les

brins complémentaires aux ARN messagers. Par la suite, les ADNc encodants des kmases

eucaryotes du type sérine/thréonine sont amplifiés par PCR à l'aide de l'oligonucléotide 5'-

GAG GAG TGG AGG TGA AGG-3' et d'un oligonucléotide dégénéré construit sur la base

d'une homologie de séquence (Hanks et Lawton, 1993). C'est la séquence qui code pour le

consensus Y/H-R-D-L/I-K-P du sous-domaine VIB de la ré^on catalytique des kinases du

type sérine/thréonine, soit: 5'-YAY MGN GAY HTN AAR GG-3'. L'analyse d'une vingtaine

d'ADNc obtenus, d'une longueur variant entre 200 et 1700pb, n'a pas été concluante. Après

avoir cloné dans le vecteur pBluescript SK+ et procédé au séquençage par la méthode de

Sanger, les séquences ont étés soumises^ à GenBai^ 17. ADNc possédaient une forte

homologie ou étaient identiques à des séquences codantes connues mais qui ne codent pas

pour des kinases et 9 ADNc n'ont pas été identifiés.

n s'est avéré que l'hybridation entre l'amorce dégénéré VIB et l'ADN lors du PCR

n'était pas spécifique. Pour quelques clones analysés en détail, on observe en comparant la

séquence de l'amorce à la séquence lue qu'il y avait une hybridation fidèle en 3' mais un

mauvais appariement en 5' de l'amorce. Ce qui a conduit à la production d'ADNc différents

de ceux souhaités Pour remédier à ce problème, il faudrait augmenter la température

d'hybridation pour ainsi augmenter la spécificité de la réactioa
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DISCUSSION

Dans le but de mieux comprendre le rôle de l'antigène grand T dans la réplication

virale des papovavirus et dans le contrôle du cycle cellulaire, nous avons déterminé

l'impact que possède nos divers mutants de grand T qui sont affectés dans leur aptitude à

répliquer le génome viral. Pour cela, nous avons effectué prindpalement des essais de

réplication in vivo. Ces essais ont l'avantage de nous permettre de déceler rapidement les

mutations provoquant une baisse de l'activité réplicative de grand T. De plus, à l'aide de ce

type d'essai, nous pouvons observer la complémentation entre deux mutants de grand T.

L'étude de mutants de grand T affectés dans la réplication virale, ainsi que l'introduction de

nouvelles mutations permettra l'analyse approfondie des mécanismes impliqués dans cette

fonction.

Activité du domaine CT de grand T de (Mlyome et stimulation par NT.

La séparation d'un domaine fonctionnel réplicatif distinct de grand T fevorise l'étude

des mécanismes cellulaires et viraux impliqués dans la stimulation de la réplication virale. A

l'aide d'un tel domaine, on peut distinguer plus aisément les fonctions stimulantes de grand T.

Le groupe de Schafl3iausen a démontré que les résidus 264 à 785 de grand T forment un

domaine ayant la capacité de répliquer une molécule d'ADN contenant l'origine de réplication

virale. C'est le domaine CT. L'activité de ce domaine semble être influencée par le cycle

cellulaire et par la présence du domaine amino-terminal de grand T (résidus 1-259) (Gjorup et

al, 1994). En effet, dans un milieu riche en sérum, il a remarqué que CT possédait ime

activité réplicative similaire à celle de grand T dans les cellules de souris NIH 3T3. Par contre.
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dans un milieu privé de sérum, l'activité de CT diminuait beaucoup. Cette diminution pouvait

être évitée en cotransfectant ramino-terminus de grand T. D'où l'idée que NT stimule la

phase S et induit ainsi la réplication du génome viral.

Avant le début de ces travaux, notre laboratoire a observé que l'activité du domaine

caiboxy-terminal (CT) de grand T lors d'essais de réplication ne correspondait pas à ce qui

avait été rapporté par le groupe de Schaffhausen (Gjorup et al, 1994). Le domaine caiboxy-

terminal semblait inactif dans les cellules NIH 3T3. Toutefois, la présence simultanée du

domaine amino-terminal de grand T dans la cdlule influençait grandement l'activité de CT, et

ce en présence d'im milieu riche en sérum. Nous avions observé que CT était inactif dans im

milieu riche en sérum dans une lignée cellulaire établie (NIH 3T3 SCI). De plus cette lignée

provient d'un transformant spontané de la lignée NIH 3T3. Nous avons alors voulu

déterminer quel facteur entraîne la diminution de la réplication par CT dans ces cellules.

L'une de nos premières hypothèses était que l'activité de CT était dépendante du type

cellulaire et que l'activité observée chez les cellules NIH 3T3 est attribuable à une minorité de

cellules. L'analyse de l'activité de CT dans différents types cellulaires a été entrepris pour

tenter de déterminer le type de restriction qui conduit à cette diminution de l'activité. Des

cellules cellules de fibroblastes de rats FR3T3, des cellules de fibroblastes de souris NIH

3T3 et des cellules embryonnaires de souris furent utilisés, et ce dans des conditions de

culture riche en sérum.

Dans les cellules FR3T3, CT ne possède aucune activité réplicative,

contrairement à grand T. De plus, le domaine carboxy-terminal ne peut être
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complémenté par la présence de l'amino-terminus de grand T. Ce qui est à l'opposé de

ce qui survient dans les cellules de souris. Pour déterminer si l'activité réplicative de CT

est attribuable à une minorité de cellules MH 3T3, il a fallu procéder au sous-clonage de

la lignée pour obtenir une population homogène. La lignée NIH 3T3 est composée d'une

population hétérogène de cellules. Si à l'intérieur de cette population de cellules, U y a

quelques cellules qui peuvent permettre à CT le même taux de réplication que LT, ce taux ne

serait pas ou peu observable. En effet, il serait trop faible par rapport aux cellules qui ne

permettent pas à CT le même taux de réplication que LT. Le sous-clonage de la lignée MH

3T3 a permis de démontrer que la faible activité de CT est attribuable à toute la population

cellulaire car chacun des sous-clones présentait une faible activité de CT. Dans ces cellules,

NT stimule eflBcacement CT. Le taux de réplication lorsque NT est coexprimé avec CT est

semblable à celui de LT seul.

En plus de la permissivité des cellules, l'établissemait cellulaire joue un rôle sur la

complémentation de CT par le domaine amino-terminal. En effet, dans les cellules

embryonnaires de souris, NT ne parvient pas à stimuler l'activité de CT. Contrairement à ce

qui est observé dans les sous-clones de la lignée NIH 3T3. Cette étude sur différents types

cellulaires a permis de démontrer que le domaine amino-terminal possède plusieurs fonctions

permettant la stimulation de CT. En plus d'influencer le cycle cellulaire, NT doit être lié

physiquement à CT (dans le contexte de grand T) pour agir dans les cellules semi-permissives

et dans les cellules embryonnaires de souris. H y a donc un effet cis sur grand T qui rend

l'antigène apte à répliquer l'ADN (flgure 20).
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H semble toutefois que l'influence sur le cycle cellulaire par NT ne soit qu'un rôle

mineur de la stimulation de la réplication par le domaine amino-terminal. En effet, selon les

conditions de culture utilisées, il n'y a pas lieu de croire que le rôle principal de NT est de

stimuler la phase S. NT parvient à stimuler CT dans des cellules en croissance continues (NIH

3T3 SCI est un transformant spontané) dans un milieu riche. De plus, l'utilisation des

antigènes T moyen et petit T n'a pas permis de démontrer que l'activation de CT est

influencée par le cycle cellulaire.

Mutation 13val, réplication et (^de cellulaire.

La mutation ISval, est une mutation dans le premier exon de grand T et affecte la

protéine dans sa capacité réplicative et dans l'immortalisatiorL Ce travail montre que la

mutation 13val est vme mutation qui aflfecte une fonction spédflque de l'amino-terminus de

grand T. Lorsque la mutation 13val est introduite dar» le domaine NT, celui-d ne peut plus

complémenter CT. A l'aide d'un essai de transactivation d'un promoteur E2F, il est démontré

que LT13val ainsi que NT13val interagit probablement avec la protéine du rétinoblastome

pRB de feçon fonctionnelle. La protéine pRB est l'acteur prindpal dans le contrôle du cycle

cellulaire, il y a alors tout lieu de penser que NT et NT13val peuvent en induire la

progression. Toutefois, cette fonction n'a qu'un rôle mineur dans la stimulation de la

réplication par le domaine amino-terminal puisque NT 13 val est inactif dans la stimulation de

CT. De plus, bien que LT13val lie probablement pRB, il est incapable d'immortaliser des

cellules primaires. La présence d'un second fecteur impliqué dans l'immortalisation est donc

suggéré. On ne sait toutefois pas s'il coopère avec pRB ou s'il agjt autrement dans

l'immortalisation. Notre groupe, lors d'études sur l'immortalisation par l'antigène grand T du
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virus du polyome, a proposé l'hypothèse que grand T a^sait avec un autre facteur cellulaire

que pRB. Nous ne savons toutefois si ce facteur doit lier grand T afin de stabiliser

l'interaction avec pRB ou si grand T peut lier indépendamment chacun des deux fecteurs

(Sullivan, 1991)

La réplication du génome viral par l'antigène grand T nécessite plusieurs fonctions de

son domaine amino-terminal. En plus de l'effet en trans de la stimulation du cycle cellulaire

via pRB, il existe un autre effet trans qui implique le résidu 13. H y a également un effet

important en cis qui fevorise l'activité de grand T dans les cellules (figure 20), surtout dans les

cellules autres que NIH 3X3. Dans ces dernières, l'effet trans est plus important que l'effet

cis. n n'est pas impossible que ces cellules ont acquis ou modifié un fecteur permettant de

suppléer l'effet cis par un effet trans. On peut spéculer beaucoup sur le mécanisme inçliqué.

Imaginons toutefois un facteur F (figure 20) présent dans les cellules de rat et de souris mais

qui présente des caractéristiques différent^ entre les espèces. Dans les cellules de rats, la

spécificité de F est limitée et il n'y a qu'ime molécule entière de grand T qui permet au

domaine amino-terminal d'agir sur le domaine carboxy-terminal. Dans les cellules de souris, F

agit de la même feçon que dans les cellules de rats pour grand T. Toutefois, l'établissement

cellulaire conduit à une modification directe ou indirecte de F ou d'un autre fecteur, ce qui

permet alors au domaine NT d'agir sur CT. H peut y avoir une activation ou une inactivation

d'un facteur, soit par la modification de la spécifidté du substrat ou soit une modification du

niveau d'expression.
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Figure 20. Modèle d'activation du domaine réplicatif de grand T. A. Modèle général

proposé de la stimulation du domaine carboxy-terminal dans les cellules. Le domaine amino-

terminal de grand T agit en trans via la protéine pRB et plus directement sur CT. H y a

également un effet cis entre ramino-terminus et le domaine CT. B. Modèles proposés de la

stimulation de CT dans les différents types cellulaires.
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ËiTet trans de la stimulation de la réplication virale.

Les travaux réalisés dans le laboratoire de SchafiQiausen indiquent que NT peut

contribuer à la réplication en induisant la phosphorylation de CT (Gjorup et al., 1994). Nous

avons tenté de rechercher une kinase (facteur F ou X) impliquée dans la phosphorjdation de

CT et qui serait induite par NT dans des cellules NIH 3T3 établies. Le modèle présenté

propose, soit une activation ou ime inactivation d'un facteur. H serait possible que le défeut de

CT dans ces cellules provient de l'absence de phosphorylation sur le résidu Thr278 ou de

déphosphorylation sur les résidus Ser267, 271 et 274. Puisqu'il a été démontré que CT

devenait possiblement phosphoiylé en présence de NT, nous avons taité une investigation de

ce côté. In vitro, le résidu Thr278 est phosphorylé par le complexe (ycline B/p34'^ (Ludlow,

et al, 1989; 1990). En trouvant la kinase qui agit sur le résidu Thi278 in vivo, nous aurions

été en mesure de vérifier notre modèle. Toutefois nos efforts pour trouver des kinases n'ont

pas éncore donné de résultats. . ̂

Chez SV40, le domaine ainino-terrnmal (résidus 1-82) est également essentiel à la

fonction de grand T. H est important pour la régulation de la transcription, pour l'assemblage

des hexamères, pour la production de virions, à la stabilité de grand T, à la stimulation de la

synthèse d'ADN cellulaire, et à la capacité de lier la protéine TBP (TATA Binding Protein)

(Zhu, et al, 1991; Marsilio et al, 1991; Maulbecker et al, 1992; Peden, et al., 1990; Peden

et Pipas, 1992; Weisshart, et al, 1996; Symonds et al, 1993). Il a également été démontré

que le domaine amino-terminal de LT de SV40 est impliqué dans l'altération de l'état de

phosphorylation des protéines pRB, pl30 et pl07 (Stubdal, et al.,1996).
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Bien que l'on connaisse une liste impressionnante de fonctions, l'activité biochimique

associée au domaine amino-terminal de SV40 et de polyome n'est pas cormue. Une fonction

possible provient de l'observation récente que la séquence en N-terminal présente une

certaine homologie avec le domaine J des chaperonnes moléculaires DnaJ (Cheetham, et al.,

1992; Kelley et Landry, 1994). On pense que le domaine J est le she d'interaction pour les

membres de la femille hsp70 (70-lcD beat shock protein); (Silver et Way, 1993). La protéine

hsp 70 et les chaperonnes DnaJ fonctionnent ensemble pour participer à une variété

d'activités biochimiques comme le repliement des protéines naissantes, la translocation des

protéines dans la cellule, la prévention de l'agrégation protéique, la régulation de la

conformation protéique, la protéolyse des protéines anormales, la régulation de la

transcription, le signalement à l'intérieur de la cellule et la phosphorylation (Georgopoulos et

Welch, 1993; Rutheford et Zucker, 1994). Récemment, il a été montré que le domaine J de

SV40 présente une interaction spécifique avec hsp70 et que cette interaction est requise pour

une féplication efiScace de l'ADN viral (Ç^pbell et al., 1997; Kelley et Georgeopoulos,

1997). Le domaine J des antigènes grand T est composé de 3 hélices et de deux boucles et

est représentée à la figure 21. La mutation 13val de grand T se retrouve à l'intériair de

l'hélice 1 du domaine J. Cette simple substitution d'un acide aminé inactive la propriété

d'immortalisation de grand T et l'habilité que possède NT à complémenter CT dans la

réplication. Le mutant CT est également un mutant du domaine J puisqu'il ne présente pas les

259 premiers acides aminés de grand T. H devient alors aisé de formuler l'hypothèse que le

fecteur recherché, qui stimulerait la réplication du domaine carboxy-terminal et qui aide pRB

à immortaliser les cellules serait la même protéine qui agirait via le domaine J de polyome.
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Figure 21. Représentation du domaine J. A. Modèle en ruban du domaine J de la protâne

DnaJ de E coli. (Hill et al., 1995). B. Alignement du domaine J de la protéine DnaJ de E coli

et du domaine N-terminal des antigènes T (adaptation de Campbell et al, 1997). V, mutation

13 val dans grand T de polyome.



96

Le domaine N-terminal commun aux trois antigènes apparaît être impliqué dans le

contrôle du cycle cellulaire, dans la croissance cellulaire, dans l'activation de la transcription,

dans l'immortalisation et dans la transformation. Mais un rôle défini de l'amino-terminus dans

chacune de ces fonctions demeure inconnu. Le domaine J pourrait jouer un rôle important

dans ces fonctions puisqu'il est transcrit dans le cadre de lecture commun aux trois antigènes

T (figure 3). H est donc présent sur tous les antigènes T. Connaissant les multiples fonctions

de hsp70/DnaJ, il est probable que le virus ait évolué de façon à conserver le domaine J sur

chacune de ses protéines précoces. Pour avoir ainsi un contrôle accru sur la cellule infectée et

permettre la production de virions.

Dans des essais de réplication in vivo, l'activité réplicatiwe de CT ne peut être

stimulé par les antigènes T moyen et petit T dans les cellules NIH 3T3. Puisque NT parvient à

stimuler CT, le domaine J de polyome doit donc être relié à un domaine présent en amino-

terminus de grand T pour pouvoir agir dans, la réplication et dans l'immortalisation cellulaire.

H semble que ce domaine soit le site de liaison à pRB qui n'est pas présent chez T moyen et

petit T. Cela ne signifie pas que le domaine J sur les antigènes T moyen et petit T est inacti^ il

agit peut être à un autre niveau. Par exemple, petit T parvient à transactiver un promoteur

E2F (figure 14). On sait que l'activation du promoteur E2F provient de la séparation du

complexe pRB/E2F. Par contre, petit T ne possède pas de site de liaison à pRB. Cette

transactivation par petit T peut provenir d'une modification de la protéine pRB par

l'induction de la phosphorylation. Le domaine J de petit T peut être impliqué. H est

intéressant de noter que les protéines DnaJ sont impliquées dans des événements de

phosphoiylation et qu'une kinase induite par NT et qui est associée à la phosphorylation de

CT est recherché. De plus, nous proposons l'induction de la phosphorylation de pRB par
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petit T. La production de mutants à l'intérieur de la structure DnaJ de grand T de polyome

permettra de déterminer son implication à la fois dans le cycle cellulaire et dans l'activation du

domaine carboxy-terminal de grand T dans la réplication.

Mutation dl97 et réplication virale.

La mutation dl97 est une mutation qui aboli la capacité réplicative de grand T.

Cette mutation, à l'intérieur d'un domaine de phosphorylation de grand T, empêche la

stimulation de CT par LTdl97. Selon le modèle proposé, il y aurait tout lieu de croire

que LTdl97 parvient à stimuler CT puisqu'il possède la totalité de la séquence de

l'amino-terminus de grand T. Toutefois, ce n'est pas ce que l'on observe. La présence

d'une autre fonction en C-terminus de la protéine empêche cette activation. La structure

en doigt de zinc empêche LTdl97 de stimuler CT. Les molécules LTdl97 peuvent lier CT

via lè doigt de zinc et ainsi conduire à ja formation d'hexamères inactifs (figure 22).

Toutefois, le domaine amino-terminal de LTdl97 stimule CT. D y a donc un dosage entre

la stimulation et l'inhibition. La capacité de former des hexamères de LTdl97 conduit à la

diminution de la quantité d'hexamères CT dans la cellule mais le domaine amino-terminal

stimule les protéines CT en les rendant plus actives.

Le même phénomène a été observé avec la protéine grand T. Mais dans ce cas,

l'activité stimulatrice de l'amino-terminal de LTdl97 est négligeable. Le mutant LTdl97

possède un caractère dominant négatif vis-à-vis LT. Les niveaux diminués de réplication

observés sont le reflet de l'oligomérisation de LTdl97 avec LT. L'absence



98

LT5

<s

S)

Formation ̂
d'hexamères

^ ̂ff\ (j F<Formation
hexamères

LTdi9r

y

Phosphorylationet/ou ^ ^r— ^ Repucation
déphosphoryiation

Phospho on et/ou

déphosp tion
> Réplication

Figure 22. Modèle du caractère dominant négatif de LTdI97. La présence de LTdl97

avec LT conduit à la formation d'hexamères via la structure en doigt de zinc. Ce sont des

hexamères hétérogènes inactifs dû à l'absence d'événements de phosphorylation et/ou

déphosphoryiation sur les résidus absents de LTdl97.
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probable d'événements de phosphorylation dans la délétion de LTdl97 empêche la

fonctionnalité de l'oligomère (figure 22). Ce défaut dans la réplication a été étudié plus à

fond. D a été observé dans notre laboratoire que la protéine LTdl97 produite dans des

cellules d'insectes est sévèrement affectée dans la fonction hélicase et dans l'ouverture

des brins d'ADN à l'origine (Lemieux et al., en préparation).

La production future de mutants de grand T dans la région de phosphorylation

nous permettra de vérifier nos hypothèses sur l'activation du domaine carboxy-terminal.

On sait que la présence d'une thréonine à la position 278 de grand T est essentielle a son

fonctionnement. Pour qu'il y ait réplication, il doit y avoir déphosphoiylation des sérines

adjacentes. Nous nous proposons de produire des mutants de grand T où la thréonine

et/ou les sérines seront modifiées et de caractériser ces mutants dans leur activité

réplicative.
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