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Résune

L’élucidation des principes gouvernant les méca-
nismes de contréle de 1l’expression génique constitue un
échellon important vers la compréhension de la nature d’évé-
nements cellulaires tels la détermination et la différencia-
tion cellulaires. Le contréle de la fréquence d’initiation de
la transcription est le mécanisme de contrdle de l‘expression
génique sur lequel nous avons concentré notre attention.

Nous avons développé un systeme de vecteurs plas-
nmidiques permettant d’effectuer la recherche de promoteurs et
stimulateurs transcriptionnels chez des génomes de petites
tailles. Le systéme est congu pour sélectionner les promo-
teurs et stimulateurs capables de remplacer ceux de SV40,
permet d’utiliser plusieurs geénes reporteurs différents et
autorise des protocoles de quantification variés.

Nous avons utilisé une partie du génome viral de
l’herpés simplex type 2 comme banc d’essai pour ce systéme.
Nous avons recherché des stimulateurs et examiné l’activité
transcriptionnelle chez le fragment transformant d’HSV-2. Nous
avons démontré lfabsence de stimulateurs transcriptionnels
chez e fragment et donc l/impossibilité de correler lfacti-
vité transformante avec la présence d’un stimulateur viral.
Il n’y a pas de promoteurs actifs autres que celui de la seule
phase de lecture ouverte (PLO) assignée. Ce dernier, régulant

la transcription de la petite sous-unité de la ribonucléotide
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réductase, est silencieux en 1’absence de trans-activation et
est activable en cis par le stimulateur de SV40. En regard du
mécanisme carcinogénique, ces résultats suggérent gqu’un géne
viral de classe 8 pourrait étre stimulé par un stimulateur
exogéne, lors d’un événement d’intégration génomique du frag-
ment transformant.

L’utilisation du géne codant l’antigéne grand T de
SV40 comme géne reporteur nous a permis d’observer la produc-
tion, chez de rares cellules HeLa, d’une abondante guantité
de l’antigéne grand T, lorsque la transcription du géne re-
porteur était "stimulée" par la présence dans le vecteur de
certains sous-fragments du fragment transformant. L’cobserva-
tion s’est répétée pour 3 sous-fragments trouvés dans les gé-
nomes de cellules transformées par HSV-2. Le phénoméne n’a pas
été observé avec les autres constructions.

Nous avons également démontré que chez des clones
de cellules HeLa transfectées avec ces constructions herpé-
tiques, le promoteur de une cu deux copies intégrées au génome
cellulaire transcrit autant que le promoteur et le stimula-
teur de SV40. Une interprétation de l’ensemble des résultats
propose que le matériel herpétique des trois sous-fragments
dirige l’intégration des plasmides vers des sites chromosomi-
ques transcriptionnellement actifs.

Nous avons utilisé le systéme de vecteurs pour ca-
ractériser davantage le stimulateur du géne de la phosphogly-~
cérate kinase de souris. Ce stimulateur augmente de 30 fois
la transcription du promoteur du géne pgk-1 chez des cellules

de souris. En situation de stimulation d’un promoteur hété-
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rologue, celui de la région précoce de SV40, l‘amplification
de transcription est marginale. Nous concluons que le stimu-
lateur du géne pgk-1 de souris n’est pas un stimulateur a
spectre large, tel celui de SV40.

Nous avons utilisé un vecteur d’expression de l‘’an-
tigéne grand T de SV40, sbus le contréle transcriptionnel du
promoteur du géne pgk-1 de souris, chez des cellules de té-
ratocarcinome embryonnaire P19 en cours de différenciation et
ce, dans le but d‘observer la capacité de grand T a pertur-
ber la progression de la différenciation.

Nous avons produit des clones de cellules P19 ex-
primant grand T. La différenciation en mono-couche a produit
des populations différenciées homogénes, mais de phénotypes
différents d’un clone & l’autre. Une interprétation de ces
résultats propose que ces clones étaient pré-déterninés a pro-
duire un phénotype précis. La nature de la contribution de
grand T a cet effet reste a déterminer. La différenciation
d’agrégats en suspension d’un de ces clones a permis de cons-
tater une différenciation essentiellement normale. Nous avons
dénmontré que bon nombre de cellules musculaires de type car-
diaque expriment grand T. L’antigéne grand T ne fut retrouvé
chez aucune cellule gliale ou nerveuse. Tout comme la diffé-
renciation en mono-couche, un phénotype précis est associé a
la présence nﬁcléaire de grand T. Ces résultats nous permet-
tent de suggérer que grand T influence la progression de la
différenciation cellulaire des cellules P19 et qu’il permettra
vraisemblablement d’isoler et de caractériser certains génes

impliqués dans le contrdle de la différenciation.



Abstract

The understanding of the mechanisms involved in the
control of gene expression is an important step towards un-
derstanding the nature of cellular events such as cellular de-
termination and differentiation. We have studied one of many
mechanisms by which the control of gene expression is exer-
cised, namely the control of the rate of initiation of trans-
cription.

We have developed a plasmid-based system for the
search and characterization of transcripfional promoters and
enhancers within small size genomes. The system was designed
to select for strong promoting and enhancing elements capable
of substitution for those of the early region of SvV40. It
allows for the use of different reporter genes and various
measurement protocols.

We have used part of the viral genome of herpes
simplex type 2 to test onr system. We have searched a trans-
forming fragment of HSV~2 for the presence of transcriptional
enhancers and examined the transcriptional activity on the
fragment. We have found no transcriptional enhancer within the
fragment, suggesting that transformation is not accomplished
through the action of a viral enhancer. We have found no acti-
ve promoters other than the one driving the only assigned open
reading frame. This promoter regulates the transcription of
the ribonucleotide reductase small sub-unit. It is silent when

deprived of trans-activation but allows for efficient trans-
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A

cription when linked in cis with the SV40 enhancer. The
results suggest, as far as carcinogenesis is concer ed, that
a viral 8-class gene would be a likely target for transcrip-
tional enhancement by a cellular element, should an
integration event place the transforming fragment near one.

The use of SV40’s large T antigen as the reporter
gene has allowed us to observe, in rare HeLa cells, normal
level production of large T when transcription of the repor-
ter gene is "enhanced" by the presence within the vector of
certain sub~fragments of the transforming fragmenf. Three sub-
fragments found in the cellular genome of HSV-2-transformed
cells have generated a similar result.

We have also shown that within clones of Hela cells
transfected with these herpes-derived constructs, the promo-
ter of one or two integrated copies transcribe at the same
level as the promoter and enhancer of SV40. One interpreta-
tion of these results suggests that the three sub-fragments
somehow direct the integration of the plasmids to transcrip-
tionally active chromosomal locations.

We have used the vector system te further charac-
terize an enhancer found upstream of the mouse phosphoglyce-
rate kinase-1 gene (pgk-l1). This enhancer induces a 30-fold
increase in transcription activity from the pgk-l promoter in
mouse cells. When linked to the SV40 early promoter, the
transcriptional enhancement is only marginal. We concluded
that the mouse pgk-l1 enhancer, unlike the S8V40 enhancer, is

unable to enhance heterologous promoters.
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We have used an expression vector where SV40’s lar-
ge T antigen is under the transcriptional control .f the mouse
pgk-1 promoter to assess whether or not the presence of lar-
ge T can alter the normal progression of differentiation of
the teratocarcinoma cell line P19.

We have generated large T-expressing P19 clones. The
differentiation of these clones as a monolayer has produced
homogeneous populations of differentiated progeny, the common
phenotype varying from one clone to the other. One interpre-
tation of these results suggests that cellular determination
had already been achieved within these clones. The nature of
large T'’s contribution to this effect remains to be determi-
ned. The differentiation of aggregates in suspension of one
of these clones has produced an essentially normal differen-
tiation. We have shown that a lot of mononucleate cardiac
cells express large T. Large T was not found in glial and ner-
vous cells. As with differentiation in monolayer, a precise
phenotype was associated with the nuclear presence of large T.
These results allow us to suggest that large T affects cel-
lular differentiation of P19 cells and that it will allow the
isolation and characterization of certain genes invelved in

the control of differentiation.
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Chapitre 1: Introduction générale.

1.1. Introduction.

Un ovule fécondé produira, pendant sa gestation, une
descendance constituée d’une treés grande variété de types cel-
lulaires différents. Puisqu’a peu d‘exceptions toutes ces cel-
lules renferment le méme bagage génétique, la variété obte-
nue chez la descendance ne peut donc provenir que d’une ex-
pression différentielle des génes contrdlant la détermination
et la différenciation cellulaires. Les mécanismes par les-
quels s’exerce la spécificité de l’expression génigque lors
d’événenents cellulaires majeurs, telle la différenciation
cellulaire, font 1l’objet d’une intense activité de recherche
en biologie moléculaire. L’élucidation des principes gouver-
nant ces nécanismes apparait essentielle a la compréhension
éventuelle du déroulement de pratiquement tous les événements
cellulaires,

La spécificité de l’expression génique s’exerce a
une nmuitiplicité de niveaux de ce qu’il est convenu d’appeler
le contréle de 1l’expression génique. Un de ces niveaux est le
contrdle de la fréquence d’initiation de la transcription;
c’est le niveau ol la spécificité de l’expression génique se
manifeste le plus clairement. Les mécanismes contrdlant la
fréquence d’initiation de la transcription mettent en présence

d’une part, des facteurs spécifiques de transcription et
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trans-activateurs appelés a faire partie du complexe trans-
criptionnel et, d’autre part, des séquences définies de nu-
cléotides auxquelles seul un complexe transcriptionnel spé-
cifique peut s’attacher de fagon productive.

Pour étudier ce systéme, la stratégie d’investiga-
tion consiste souvent a procéder a l’identification des sé-
quences de nucléotides par lesquelles s’exerce le contrdle de
la fréquence d’initiation de la transcription, ainsi qu’a
l’isclation et la caractérisation des facteurs transcription-
nels s‘attachant a ces séquences. Ce n’est qu’une fois tous
ces éléments réunis que la nature de l’interaction entre ces
derniers peut étre examinée. Les deux approches décrites dans
ce travail se veulent des contributions a l’identification de
séquences de nucléotides par lesquelles s’exerce le contrdle

de la fréquence d’initiation de la transcription.

Notre premiére approche.

Un bon nombre des principes mécanistes gouvernant
le contréle de l’activité transcriptionnelle ont été élucidés
grace a l’étude des séquences de nucléotides retrouvées a pro-
Ximité des unités transcriptionnelles. Des éléments communs
a4 plusieurs mécanismes de contrdle de l’activité transcrip-
tionnelle ont ¢été identifiés; les promoteurs sont souvent
constitués d’un mélange d’éléments communs et spécifiques.
Nous avons voulu ajouter notre contribution a ce savoir en
conceptualisant et développant un systéme de vecteurs plas-

midigues permettant une recherche systématique d’éléments de
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contrdle de l’activité transcriptionnelle. Nous avons utilisé
ce systéme sur banc d’essai en effectuant une recherche d’élé-
ments de contrdle chez un fragment d"ADN d’origine virale et

un fragment d’ADN génomique de souris.

Notre seconde approche.

L’identification de séquences de nucléotides, dont
l’atteinte a l’intégrité affecte la performance transcrip-
tionnelle, permet d’isoler et de caractériser les autres com-
posants de l’appareil transcriptionnel, tels les facteurs de
transcription. A 1l’inverse, l’utilisation de facteurs de
transcription ou trans-activateurs purifiés permettent souvent
1’identification et la caractérisation des séquences de nu-
cléotides par 1l’intermédiaire desquels leur effet est exercé.
Des facteurs de transcription ou des trans-activateurs sont
fréquemment utilisés dans les systemes expérimentaux utilisés
dans l‘étude du développement, de par la capacité démontrée
de plusieurs facteurs d’interférer avec le développement
normal.

Le systéme de culture de cellules embryonnaires car-
cinomateuses P19 est intéressant a cet égard. Ces cellules em-
bryonnaires non-différenciées peuvent é&tre soumises a un ré-
gime de différenciation et produisent alors un spectre rela-
tivement bien caractérisé de cellules différenciées. Or, cha-
gue type de cellule différenciée représente, dans une certaine
mesure, la manifestation phénotypique de l’expression d’un ou

plusieurs génes contrdlant l’engagement de la cellule dans
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cette avenue précise de différenciation. Le systéme P19 com-
porte l‘’avantage indéniable de permettre lé suivi de l’acti-
vité d’un nombre restreint de génes importants en regard de
la détermination cellulaire et ce, grice aux phénotypes ré-
sultants.

Dans le but d’identifier et de caractériser les sé-~
quences promotrices de génes impliqués dans la détermination
cellulaire, nous avons entrepris une étude préliminaire visant
4 déterminer si l’utilisation d’oncogénes viraux interfeére
avec le processus normal de différenciation des cellules emn-

bryonnaires carcinorateuses P19.

1.2. Contréle de la transcription.

Le contréle de l’expression génique s’opeére a plu-
sieurs niveaux intermédiaires dont plusieurs ont €té identi-
tiés:

-la structure de la chromatine et 1l’état de méthylation de son
ADN peuvent affecter l’expression génigque;

-le géne peut étre modifié par réarrangement ou le nombre de
copies du géne peut étre augmenté par amplification;

-la fréquence d’initiation et la vitesse d'élongatidn de la
transcription peuvent étre la cible d’un controle;

~l’épissage des introns peut étre modifié ou modulé;

-1’ARNm peut étre emmagasiné au lieu d’étre traduit;

~la stabilité ou demie-vie de 1’ARNm peut étre contrélée;

-la protéine produite ainsi que sa stabilité peuvent étre

modifiées;
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~l’activité de la protéine peut étre modulée en contrélant la
présence de co-facteurs nécessaires a son fonctionnement.

Ces multiples niveaux de contréle constituent un
répertoire de moyens disponibles. La gamme de niveaux utili-
sables varie évidemment d’un géne et son produit a l’autre
mais on peut d’ores et déja entrevoir qu’un fort pouvoir dis-
criminant au niveau du contrdle de l’expression génique est
disponible. De la pléiade de niveaux de contrdle décrite plus
haut, le contrdle de l’activité transcriptionnelle est celui

dont on connait le plus a ce jour.

1.2.1. Les promoteurs eucaryotes.

L’information recueillie sur la nature des promo-
teurs eucaryotes provient en grande partie de 1/étude de 1’in-
teraction entre les génomes viraux et la machinerie de trans-
cription cellulaire eucaryote. En effet, les virus a double
brin d’ADN, lorsqu’ils infectent des cellules animales, dé-
pendent fortement des fonctions enzymatiques cellulaires pour
l’expression de leur programme génétique. Lfétude de ces virus
a également élargi nos connaissances sur un autre niveau de
contrdle puisque ces virus expriment leur programme via une
cascade temporelle a multiples niveaux (Tooze, 1981).

Les effets de la mutagenése des séguences périphé-
riques des phases de lecture ouvertes (PLO) retrouvées dans
les génomes viraux ont pu étre évalués: 1) en essai in vitro,
4 l’aide: d’extraits cellulaires éolubles fractionnés, capa-

bles de transcription précise; 2) en essai in vivo, a l’aide
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de cellules transformées par transfection. Les résultats d’ex-
périences de mutagenése sur un grand nombre de gén?s eucaryo-
tes a permis de dégager des consensus au niveau des séquences
d’ADN dont l’atteinte A l’intégrité affecte l’efficacité
transcriptionnelle. Il semble que 1/ARN-polymérase II forme
un complexe avec des protéines accessoires et entre en con-
tact, en amont de la PLO, avec une séquence d’ADN consensus,
proximale et riche en A-T, la boite TATA, située a 19-27pb du
site de coiffe de la transcription. Cette séquence a un ef-
fet gualitatif sur la transcription en ce qu’elle assure un
départ précis de cette derniére (Benoist et Chambon, 1981;
Breathnach et Chambon, 1981; Mathis et Chambon, 1981). La
boite CAAT, une séguence consensus distale située a 70-80pb
du site de coiffe, entre également en contact avec le com-
plexe; elle a un effet quantitatif sur la transcription en ce
qu’elle augmente la fréquence d’initiation de cette derniére
(Dynan et Tjian, 1985; McKnight et Tjian, 1986).

Les séguences consensus ci-haut décrites sont re-
trouvées chez un bon nombre de promoteurs eucaryotes mais sont
fréquenmment absentes. Par exemple, dans le cas de l’antigéne
grand T de SV40, on retrouve des séguences riches en G-C qui
remplacent adéquatement la boite CAAT. Chez le promoteur pré-
coce de SV40, les trois séquences répétitives de 21pb contien-
nent six exemplaires de l’hexanucléotide GGGCGE (boite GC),
site d’attachement du facteur de transcription Spl. Contraire-

ment & la plupart des éléments de promoteur, les boites GC
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induisent une transcription bidirectionnelle (Vigneron et al. .
1984; Gidoni et al., 1985),

Une perturbation dans la distance entre les divers
eléments entrant en contact avec le complexe transcriptionnel
affecte négativement la transcription. Toutefois, l'accrois-
sement par un nombre entier de tours d‘hélice d’ADN de la dis-
tance entre les éléments a un effet minimal sur le niveaun
d’activité transcriptionnelle, suggérant que l‘alignement des
divers éléments sur le méme cdté de l’hélice est généralement
important en ce qu’il autorise un contact inter-actif entre
les divers composants du complexe transcriptionnel (Takahashi
et al., 1986).

Les facteurs de transcription spécifiques a un élé-
ment de promoteur sont souvent nombreux et retrouvés a travers
le monde eucaryote. Les différents facteurs font la promotion
de la transcription & des niveaux différents et reconnaissent
des motifs différents a l’intérieur des éléments de promoteur
(Gidoni et al., 1984; Dorn et al., 1987; Buratowski et al.,

1988; Cavallini et al., 1988).

1.2.2. Les stimulateurs transcriptionnels.

Une autre catégorie de séquences consensus rassem-
blent des éléments pour lesquels la distance par rapport au
site de coiffe de la transcription est peu importante (voir
revues de Serfling et al., 1985 et Maniatis ét al., 1987). Ces
éléments amplifient en cis de fagon marquée, jusqu’a 1000

fois, la fréquence d’initiation de la transcription, d’ol leur
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vocable de stimulateur ("enhancer"); l’amplification procede
indépendamment de 1l’orientation de la séquence de nucléotides
du stimulateur par rapport a la PLC ou de sa position par rap-
port & cette derniére (5’'ou 3’). L’effet net produit par les
stimulateurs est d’augmenter la densité d‘ARN-polymérase II
sur l’unité transcriptionnelle (Treisman et Maniatis, 1985;
Weber et Schaffner, 1985a). Ces propriétés constituent la dé-
finition opérationnelle d’un stimulateur transcriptionnel (Ba-
nerji et al., 1981; Gruss et al., 1981; Moreau et al., 1981;
Fromm et Berg, 1982.). La définition est dite opérationnelle
parce que le discernement entre un élément de promoteur et un

de stimulateur est parfois mince (Maniatis et al., 1987).

1.2.2.1. Les stimulateurs transcriptionnels viraux.

Des séquences de type stimulateur ont été identi-
fiées & proximité d’un grand nombre de promoteurs viraux: SV40
(Banerji et al., 1981), polyome (deVilliers et Schaffner,
1981), adénovirus (Hearing et Shenk, 1983; Hen et al., 1983),
cytomégalovirus (Boshart et al., 1985), hépatite B {Tognoni
et al., 1985), herpes saimiri (Schirm et al., 1985), virus de
la leucémie de Moloney (Mo-MulLV) (Speck et Baltimore, 1987),
virus de la tumeur mammaire de la souris (MMTV) (Yamamoto,
1985), HTLV-I, II et III (Haseltine et al., 1986), entre au-
tres. Découvertes initialement chez des génomes viraux, on
crut ne les retrouver que chez les virus, ce qui s’avéra

inexact.
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L'un des premiers stimulateurs découverts, celui de
SV40 (Banerji et al., 1981; Moreau et al., 1981) est un bon
exemple du type de construction modulaire des éléments cons-
tituant les stimulateurs. Le stimulateur de SV40 est cons-
titué d’un tandem répétitif de 72pb. Chagque membre du tandem
répétitif de 72pb de SV40 est constitué de deux domaines fonc-
tionnels, A et B. Isolés, chacun des deux domaines sgimule peu
mais l’effet est réactivé par la duplication de un ou l’autre
des domaines; la stimulation est également maintenue apres
remplacement du domaine A du stimulateur de $V40 par le do-
maine A du stimulateur du virus de polyome (Zenke et al.,
1986). Un troisiéme domaine, "C", éliminé dans bon nombre de
constructions plasmidiques retrouvées dans la littérature, n’a
pas d’effet additif sur la stimulation générée par A et B.
Toutefois, en absence des domaings A et B, le domaine C pro-
duit une stimulation lorsqu’il est dupliqué (Weber et al.,
1984; Swimmer et Schenk, 1984).

La raison de l’existence de cette dublication d’é-~
léments répétitifs fait 1’objet de spéculations. On note gu’un
stimulateur plus puissant et un virus plus robuste sont ob-
tenus avec le tandem plutét que le mononmeére (Herr et Gluzman,
1985). L‘observation fut faite, chez certains types de sti-
nulateurs, que l’attachement 4’un premier facteur de trans-
cription facilite l’arrivée d’un second facteur (Dudler et
Travers, 1984; Goodbourn et al., 1985; Tsai et al., 1988), é-
vénement qui semble 1ié au déclenchement de l’activité trans-

criptionnelle. On postule donc que la formation d/un homo- ou
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Figure 1.1: Le promoteur précoce du virus SV40.

La région du promoteur précoce de SV40 contient deux promo-
teurs se chevauchant: un promnoteur "“précoce-précoce" et un
"tardif-précoce", opérant des sites de coiffe situés respecti-
vement & 25pb en aval et 15pb en amont de la boite TATA (Wasy-
lyk et al., 1983a, 1983b; Baty et al., 1984). L’initiation
précise, in vivo et in vitro, de la transcription précoce-
précoce requiert la présence de la boite TATA (Benoist et
Chambon, 1981; Mathis et Chambon, 1981). Les 6 boites GC re-
groupées a l’intérieur des séquences répétitives de 21pb sont
les sites d’attachement du facteur Spl (Vigneron et al., 1984;
Gidoni et al., 1985). Ces boites GC ne sont pas redondantes
et sont nécessaires a la transcription conduite par les promo-
teurs précoce-précoce, tardif-précoce (Baty et al., 1984) et
tardif (Vigneron et al., 1984). Des relevés d’empreintes lais-
sées par les facteurs de transcription protégeant leurs sites
d’attachement de la digestion par l’ADNase ont permis d’iden-
tifier 8 motifs, identifiés sur 1- figure, chez chacun des
72pb constituant le stimulateur de SV40 et d’identifier, chez
diverses lignées cellulaires, les facteurs transcriptionnels
spécifiques a ces wmotifs (Davidson et al., 1986; Schirm et
al., 1987). Des mutations ponctuelles chez les boites GC ou
chez les motifs du stimulateur entrainent des baisses d’acti-
vité transcriptionnelle importantes.
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hétérodimére de facteurs de transcription est nécessaire pour
l’obtention d’une stimulation et qu’en présence d’un seul type
de facteur cellulaire compatible avec le stimulateur, la re-
dondance des séquences permet la formation d’un homodimére ca-
pable de stimulation (Ondek et al., 1987).

A cet égard, la multiplication du nombre de copies
du stimulateur augmente significativement l’activité trans-
criptionnelle. Au deld de 4 copies, toutefois, l’activiteé
transcriptionnelle décroit et & 10 copies, l’activité est mi-
nimale (Kumar et al., 1986). Bien que le départ de la trans-
cription reste toujours précis, les modifications structurales
induites affectent la performance transcriptionnelle et, dans
le cas de SV40, celle de l’origine de réplication. Dfautres
stimulateurs présentent également de multiples copies de leur
motifs de base: le virus du polyome dispose de deux stimula-
teurs différents (Herbomel, 1984), l’adénovirus en présente
2 similaires (Hearing et Shenk, 1983), le virus du sarcome de
Moloney (MoMSV) en dispose de deux dont un est constitutif
(DeFranco et Yamamoto, 1986), le géne du B-interféron en pré-
sente cing (Goodbourn et al., 1985).

La formation d’une boucle fut proposée comme le type
de modification structurale susceptible de permettre aux fac-
teurs transcriptionnels liés aux stimulateurs de se rapprocher
du promoteur et de possiblement former un complexe transcrip-
tionnel spécifique et productif avec le promoteur et ses fac-
teurs (Ptashne, 1986). Ce modéle permet d’expliquer la bi-

directionalité des stimulateurs, la formation de la boucle
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pouvant autoriser, selon sa dimension, un renversement du sti-
mulateur, avant l’attachement & 1/ARN-polymérase II. L’alter-
native a cette hypoth2se propose que le complexe transcrip-
tionnel se forme au stimulateur pour ensuite voyager le long
du brin jusqu’a la rencontre du promoteur. Toutefois, la dé-
monstration récente d‘une stimulation en trans d’un géne de
B-globine par les stimulateurs de SV40 et du cytomégalovirus
via un pont protéique (Miller et al., 1989) favorise le modéle
de la boucle et suggére, de plus, que la transvection (Judd,
- 1988) est un mécanisme de contrdle de l’expression génigque
certes obscur mais possiblement important.

Chaque domaine contient de multiples motifs de sé-
guences qul représentent les points de contact avec les fac-
teurs de transcription (Sassone-Corsi et al., 1985; Sassone-
Corsi et Borrelli, 1986). L’attachement des facteurs de trans-
cription & ces points de contact se fait généralement de fagon
indépendante pﬁisqu'une mutation ponctuelle affectant un fac-
teur de transcription n’affectera pas, a guelques exceptions
prés (Davidson et al., 1988), l1’attachement d’un autre facteur
& un site voisin (Wildeman et al., 1986). Aucune mutat.on
ponctuelle ne fait décroitre l’effet stimulateur par plus de
8 fois, suggérant que la collaboration de plus d’un motif est
requise pour l’obtention d’une stimulation maximale {Zenke et
al., 1986). Pour le stimulateur de SV40, la multiplicité des
motifs semble étre le mécanisme par lequel le virus a acquis

la capacité de survivre chez une gamme variée de cellules~-

hotes.
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Les facteurs de transcription des cellules Hela re-
connaissent des motifs du stimulateur de SvV40 différents de
ceux reconnus par les facteurs des cellules lymphoides B (Au-
gereau et Chambon, 1986; Davidson et al., 1986); les motifs
eux-mémes ont des niveaux d’activité différents d’une lignée
cellulaire a l’autre (Nomiyama et al., 1987; Schirm et al.,
1987). De plus, certains trans-activateurs comme la protéine
virale E1lA de l’adénovirus inhibent l’effet stimulateur d’un
motif en séguestrant celui-ci ou son facteur de transcription
attitré (Borrelli et al., 1984; Gorman et al., 1985; Velcich
et Ziff, 1985; Mitchell et al., 1987; Young et al., 1989).

Le stimulateur de SV40 fait bande a part de par le
large spectre de types cellulaires pouvant accommoder ses be-
soins de facteurs de transcription. Les autres stimulateurs
viraux ne partagent pas cette caractéristique, les virus pa-
pova du polyome, JCV, LPV et des virus de la leucémie humaine
des cellules T HTLV-I, II et III démontrant une spécificité

cellulaire (Schlokat et Gruss, 1986).

1.2.2.2. Les stimulateurs transcriptionnels cellulaires.
Les stimulateurs cellulaires se regroupent sous deux
rubriques: les stimulateurs inductibles; les stimulateurs spé-
cifiques & un type cellulaire et les stimulateurs temporels.
Les stimulateurs inductibles répondent sélective-
ment & une variété de stimuli: hyperthermie, métaux lourds,
facteurs de croissance et stéroides, infection virale. Struc-

turalement, ils semblent beaucoup plus simplement constitués
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que leurs homologues viraux. L/’inductibilité semble consignée
en de trés courtes séquences d’ADN. La stimulation est géné-
ralement proporticnnelle aux nombre de copies de l’élément
(Dudler et Travers, 1984; Goodbourn et al., 1985) et la ciné-
tique d’attachement des facteurs de transcription démontre un
phénoméne de coopérativité (Tsai et al., 1988).

Une famille intéressante de stimulateurs inductibles
répondent & la sollicitation de complexes stéroide-récepteur
(Cato et al., 1986; Giguére et al., 1986; Miesfield et al.,
1986; Godowski et al., 1987). Le mécanisme par lequel ia sti-
nmulation est induite, & savoir quelle entité s’attache au sti-
mulateur, le récepteur vide auquel s’attachera plus tard
1’hormone ou le complexe récepteur-hormone déja formé, reste
encore cbscur malgré le fait que les génes codant pour les ré-
cepteurs de l’oestrogéne (Green et al., 1986), des glucocor-
ticoides (Miesfield et al., 1986) et progestérone (Jeltsch et
al., 1986) ont été clonés et séguencés.

L’infection virale et de 1‘ARN double-brin synthé-
tique activent le stimulateur du géne du B-interféron (Good-
bourn et al., 1985). Le motif de base de ce stimulateur est
répété 5 fois en amont du géne et le nombre de motifs requis
pour l’obtention d’une production maximale d’interféron varie
d’une lignée cellulaire & l‘autre. Tout comme le stimulateur
MMTV, le stimulateur B~interféron est réprimé lorsque non-
sollicité (Goodbourn et al., 1986).

Les stimulateurs spécifiques a un type cellulaire

répertoriés jusqu’a maintenant sont nombreux: chymotrypsine,
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insuline (Ohlsson et Edlund, 1986), élastase (Kruse et al.,
1988), B-actine (Kawamoto et al., 1988), pour n’en nommer gue
quelques uns. Les stimulateurs les mieux étudiés sont de la
famille des génes des immunoglobulines a chaines légdres ()
et lourdes (u4) (Voss et al., 1986). Le stimulateur de la chai-
ne lourde (IgCu) fut retrouvé dans l’intron entre les régions
connectrice et constante (Gillies et al., 1983). L’activiteé
in vivo de ce stimulateur est limité aux cellules lymphoides
B et quelques cellules T mais l’identification des facteurs
de transcription s’y attachant a démontré qu’ils sont présents
dans les cellules B, T et Hela (Schlokat et al., 1986; Sen et
Baltimore, 1986a). Une situation similaire a été démontrée
chez les génes de chaine légeére et un facteur, NF-xB, a été
retrouvé sous une forme inactive dans plusieurs lignées cel~
lulaires. Ces facteurs inactifs doivent étre modifiés avant
de pouvoir sfattacher au stimulateur, suggérant que le con-
trdle de l'’expression génique de ces facteurs de régulation
comporte une importante composante post-traductioimelle (Sen
et Baltimore, 1986b). Ainsi, les facteurs de transcription

sont disponibles beaucoup plus rapidement, ayant déja été

transcrits et traduits.

1.2.3. Méthodes de repérage et d’identification d’éléments
de contréle de la transcription.
Les efforts investis dans 1’étude des éléments de
contrdle de l’expression génique sont justifiés puisqu’en ces

éléments se retrouvent consignées une grande partie des di-
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rectives régissant des événements cellulaires A grande échel-
le comme 1l’embryogenése et la différenciation cellulaire.
Mais, comment repérer ces éléments et les identifier comme
tel? Plusieurs voies stratégiques sont utiiisables; en voici

quelgues unes.

Les approches générales.

Une approche générale consiste & conceptualiser une
méthode de trappage fonctionnel. Il s’agit de rechercher dans
un génome des séquences de nucléotides capables de se substi-
tuer fonctionnellement & un promoteur ou un stimulateur. Un
protocole, développé par le groupe de Schaffner, fait appel
a l’utilisation d’un virus SV40 duquel le tandem répétitif de
72pb a été retiré (Weber et al., 1984). Le virus sans stimu-
lateur est linéarisé et co-transfecté dans des cellules de
rein de singe CV-1 avec 1’ADN hétérologue investigué, sous
forme soniguée ou digérée. Par un processus de ligation intra-
cellulaire, le virus déficient est secouru par un stimulateur
présent chez 1’ADN hétérologue et les centres infectieux ré-
sultants scnt repérés sur les mono-couches cellulaires trans-
fectées. Le systéme a été utilisé avec un fragment du virus
du p:lyome, une longue séquence répétitive terminale (LTR) du
virus de Rous, la région précoce du cytomégalovirus et le gé-
nome entier soniqué d’herpeés saimiri (Weber et al., 1984);
tous ont produit du virus infectieux et depuis, 1eszstimu1a-
teurs du cytomégalovirus (Boshart et al., 1985) et d’herpes

saimiri (Schirm et al., 1985) ont été caractérisés. Une va~-
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riante de leur technique a été utilisée pour identifier un
stimulateur chez le virus de l’hépatite B (Tognoni et al.,
1985). Toutefois, leur tentative d’utilisation du systéme sur
de 1’ADN génomique cellulaire a été infructueuse.

Le désavantage majeur de ce systéme est que la cel-
lule récipiendaire de la transfection doit accomoder 1a ré-
plication de l’origine de SV40, d’oll 1/utilisation des cellu-
les CV-1. Or, beaucoup de stimulateurs cellulaires décrits
jusqu’a maintenant requiérent pour fonctionner des facteurs
de transcription retrouvés que dans des types cellulaires bien
précis. Le systéme de trappage fonctionnel se doit donc de
pouvoir opérer dans une variété de lignées cellulaires. De
plus, une limite de taille restreint la quantité &‘ADN pouvant
étre emballé dans le manteau du virus.

Une approche similaire a été utilisée par le groupe
d’Hamada. Le protocole consistait a transfecter dans des cel-
lules humaines un plasmide contenant un géne margueur, celui
de la chloramphénicol acétyltransférase (cat) (Hamada, 1986a)
ou de la xanthine-guanosine phosphoribosyltransférase (gpt)
(Hamada, 1986b), en aval du promoteur démuni de son stimula-
teur, de l’antigéne grand T de SV40. Le plasmide s’intégre
dans le génome et des transformants stables GPT' sont sélec-
tionnés. Des librairies génomiques sont constituées pour re-
pécher les plasmides intégrés et les séquences environnant
leur point d’intégration dans le génome. L‘approche a été
utilisée dans l’isolation de stimulateurs actifs dans 1lies

cellules embryonnaires carcinomateuses P19 (Bhat et al.,
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1988). Selon des travaux récents de ce groupe, ces stimula-
teurs seraient dérivés de 1l’élément de transposition ETn un
rétroposon endogéne actif pendant les stages embryonnaires
précoces (Okamoto et al., 1990). De plus, ce systéme, qui fut
congu spécifiquement pour repécher des stimulateurs cellulai-
res, lorsqu’utilisé avec les cellules Hela, a repéché le sti-
mulateur du virus du papillome humain HPV 18 dont on savait
les cellules HelLa infectées (Swift et al., 1987).

Dans le cadre d‘une approche générale, nous avons
formulé un concept de vecteurs permettant de rechercher des
éléments de contrdle de la transcription. Il sera décrit en
détail dans l’introduction du chapitre 3 mais en voici le
principe. Notre systéme comporte deux vecteurs plasmidiques
contenant le géne de l’antigéne grand T de SV40: chez pVE, on
retrouve, en amont de l/unité transcriptionnelle, le promoteur
de grand T sans stimulateur: chez pHSloz, c’est 1’inverse, on
retrouve le stimulateur de SV40 sans promoteur, en amont de
l’unité transcriptionnelle. Des fragments d’ADN provenant de
digestions génomiques sont ligués dans ces vecteurs, ces der-
niers sont transfectés dans des cellules eucaryotes et la ca-
pacité des fragments insérés a promouveoir ou a stimuler 1la
transcription est évaluée par visualisation de l’antigéne T
en immunofluorescence et par dosage des messagers par analyse

Northern, lors de protocoles d’/expression transitoire.
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Les approches spécifiques.

Des approches plus spécifiques sont également dis-
ponibles. Par exemple, pour étudier l’attachement d’une pro-
téine tel un facteur de transcription, il est nécessaire de
la purifier, comme ce fut fait avec Spl (Briggs et al., 1986;
Kadonaga et Tjian, 1986) et une protéine s’attachant a la sé-
quence CAAT (Jonas et al., 1987). La protéine purifiée est
alors utilisé pour identifier les éléments gqu‘elle réussit a
protéger d’une digestion a 1’ADNase I (Spl: Jones et Tjian,
1985; Ishii et al., 1986).

L’étude détaillée de la structure d’un facteur de
transcription et de son mode d’action requiert le clonage du
géne codant le facteur en question. La protéine disponible
sert alors a produire des anticorps qui permettront, en un
second tenps, d’iscler des clones de librairies génomiques.
Le geéne isolé, l’unité transcriptionnelle et sa périphérie
peuvent étre séquencés (Spl: Kadonaga et al., 1987), et les
éléments de contréle identifiés par expériences de mutagenése.

Avec la technigue d’hybridation connue sous le vo-
cable "South-Western", on peut arriver a identifier les frag-
ments génomiques contenant des éléments de controle compati-
bles avec des facteurs de transcription immobilisés sur men-
brane. De 14, on peut cloner et identifier 1’unité transcrip-
tionnelle que contréle le stimulateur. Si l/unité transcrip-
tionnelle s’avére étre codante pour un nouveau facteur de
transcription, comme ce serait le cas & l’intérieur d’une

cascade hiérarchigue de contrdle, le cycle entier peut-étre
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répété a4 nouveau jusqu‘’a l’identification de tous les facteurs
participant & la cascade de contréle.

Nous envisageons l’utilisation d‘’une stratégie de
la sorte dans nos études des mécanismes de contréle de la dif-
férenciation cellulaire. Nous comptons utiliser le produit
d’un oncogéne viral pour, en un premier temps, perturber la
différenciation normale des cellules embryonnaires carcino-
mateuses P19, en un second temps, identifier les génes et pro-
moteurs que perturbe le produit de l’oncogéne et, en un troi-
sieéme temps, établir des corrélations entre les niveaux d‘ex-
pression des geénes affectés et les manifestations phénotypi-
ques, morphologiques ou immunocytologiques observées. Les ex-
périences décrites au chapitre 6 représentent nos travaux pré-

linminaires dans cette avenue de recherche.

1.2.4. Le fragment Bgl II N de l’herpés simplex type 2.

Le systéme de vecteurs que nous avons développé se
devait d’étre mis & l’essai sur un génome de taille réduite,
tout comme l’ont fait Schaffner et Hamada. Nous avons choisi

le virus de l’herpés simplex type 2 (HSV-2), pour plusieurs

raisons.

1.2.4.1. Génétique du virus de l’herpés simplex type 2.

Le virus HSV-2 est un virus a double brin d‘ADN l1li-
néaire de 140kb, enveloppé dans une coquille protéinique dou-
ble de forme icosahédrale. L‘’homme est 1’hdte naturel mais

plusieurs autres espi&ces animales peuvent également étre in-
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fectées. Aprés l’infection primaire au site d’introduction,
le virus peut passer a un stade prolongé de latence pendant
sa résidence, présumée, dans le ganglion sensitif de la fibre
nerveuse innervant le site d’introduction (Knipe, 1982). Ex-~
trémement lytique chez des cellules en culture, HSV-2 l’est
beaucoup moins in vivo, le systéme immunitaire de 1’héte étant
presumément apte a faire partiellement échec & cette activité
du virus (Glorioso et al., 1984). Ce génome viral, en période
de latence, semble résider sous une forme linéaire, non-con-
catamérique et majoritairement non-intégrée (Wigdahl et al.,
1984).

Les virus de l’herpés sont regroupés en trois caté-
gories (Spear et Roizman, 1981). Les alphaherpésvirinae, in-
cluant entre autres HSV-1 et HSV-2, ont un cycle reproductif
court, infectent une large variété de cellules et sont forte-
ment cytopathiques. Les betaherpésvirinae, regroupant les cy-
tomégalovirus, affichent un cycle reproductif long et infec-
tent un nombre limité de types cellulaires. Les gammaherpésvi-
rinae, auguel groupe appartient le virus Epstein-Barr et
l’herpés saimiri, se répliquent surtout chez des cellules lym-
phoblastoides, 1’infection étant fréquemment arrétée a un sta-
de prélytique.

Le cycle de croissance d’HSV-2 est donc rapide. lLe
nouvel ADN viral est synthétisé 3 heures aprés l’infection et
les nouveaux virions apparaissent 6 heures apreés 1’infection.
Une cinquantaine de polypeptides viraux ont été identifiés

chez des cellules infectées, et regroupés en trois groupes:
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a, B et V. La synthése des trois groupes est régulée de fagon
coordonnée et se réalise dans un ordre séquentiel, & la ma-
niére d‘une cascade.

Les génes a sont transcrits entre 2 et 4 heures
post-infection et sont surtout impliqués dans l’activation de
la transcription de plusieurs génes B (Persson et al., 1985).
Le polypeptide d’El1A d’adénovirus peut se substituer fonction-
nellement & celui de l’a-4 d’HSV-2. Les génes B sont activés
entre 5 et 7 heures post-infection. Parmi les produits de ces
génes, on retrouve l’ADN-polymérase, la ribonucléotide réduc-
tase et la thymidine kinase. Un ou plusieurs polypeptides B
sont nécessaires pour réaliser la terminaison de la syntheése
des polypeptides a et, concurremment, pour activer l’expres-
sion des génes V. Les polypeptides ¥ s’assemblent pour former

la structure centrale du virioen.

1.2.4.2. Transformation cellulaire par HSV-2.

Les virus de l’herpés, types 1 et 2, font partie de
la famille des virus tumorigéniques a base A’ADN (Spear et
Roizman, 1981; Knipe, 1982), tout comme l’herpés saimiri (Des-
Rosiers et al., 1985) et le cytomégalovirus. Des stimulateurs
puissants ont été identifiés chez l’herpeés saimiri (Schirm et
al., 1985) et le cytomégalovirus (Boshart et al., 1985). Bien
que les stimulateurs en question ne soient pas co-linéaires
avec les fragﬁents transformants, celui du cytomégalovirus
fait partie des ségquences virales retenues a 1’intérieur du

génome cellulaire aprés la transformation (DesRosiers, 1981;
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Schirm et al., 1984), d’/ol la suggestion que des stimulateurs
sont possiblement impliqués dans le phénoméne de transforma-
tion. Une séquence s’apparentant fonctionnellement a des sti-
mulateurs a été identifiée (Lang et al., 1984) & proximité
d’un géne "trés précoce" ("immediate-early", pour les distin-
guer des génes précoces, “early")), l’a-4, du virus d’HSvV-1.

Herpés simplex type 2 démontra initialement la ca-
pacité de transformer des cellules embryonnaires {Wilkie et
al., 1974). Deux groupes démontrérent que le fragment Bgl II N
(7kb; 0.58-0.62uc) de la souche 333 &’HSV-2 était capable de
transformation cellulaire (Reyes et al., 1980; Galloway et
al., 1980; Galloway et McDougall, 1981). Un autre groupe i-
dentifia le fragment Bgl II C (0.41-0.58uc), comme fragment
transformant dans la souche S-1 (Jariwalla et al., 1979, 1980,
1983, 1986). A l’époque, aucune séquence résiduelle n’a pu
étre désignée comme étant maintenue dans les lignées cellu-
laires transformées par des fragments d’HSV-2 (Galloway et Mc-
Dougall, 1981); 1’hypothése d’un "frappe-et-court" fut propo-
sée pour expliquer l’évidence expérimentale (Galloway et Mc~
Dougall, 1983). De plus, chez les lignées morphologiguement
transformées, seules des protéines virales des classes B et
VY ont été détectées (Spear et Roizman, 1981). Depuis, un
autre groupe a démontré le maintien de deux sous-fragments de
Bgl IT N dans des cellules transformées (Saavedra et Kes-
sous~Elbaz, 1985).

Les unités transcriptionnelles contenues dans le

fragment Bgl II N ne codent pas pour des génes trés précoces
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(Jenkins et Howett, 1984) auxquels on trouve souvent associé
des stimulateurs. Le fragment Bgl II N d’HSV-2 et le fragment
co-linéaire 4‘HSV-1 codent pour les mémes génes (Draper et
al., 1984), bien que le fragment d’HSV-1 ne démontre pas de
potentiel transformant. La délétion de séguences a partir des
extrémités de Bgl II N suivi d’un protocole de formation de
focus sur des cellules NIH 3T3 permit a Galloway et al. (1984)
de suggérer que le fragment minimal est de 737pb, puis a Ho-
wett et Jenkins (1984) de raccourcir la longueur minimale du
fragment a 227pb. Ces résultats ne constituent pas la preuve
définitive de l’implication de ces fragments dans l’activiteé
transformante puisque le nombre de focus observés est treés
prés des valeurs représentant le bruit de fond de la tech-
nique.

Néanmoins, on identifia a 1l’intérieur du fragment
de 737pb et du 227pb des séquences répétitives s’apparentant
aux séquences d’insertion. Les séquences intervenant entre les
deux sequences répétitives possédent la complémentarité né-
cessaire pour former une structure secondaire en épingle a
cheveux, la séquence équivalente chez HSV-1 étant incapable
de le faire (Galloway et al., 1984). Une observation similaire
fut rapportée pour Bgl II C (Jones et al., 1986). La litteé-
rature suggeére encore d’autres hypothéses a l’égard du mé-
canisme par lequel le fragment Bgl II N transforme (Huszar et
Bacchetti, 1983; Danovich et Frenkel, 1988; Macnab et al.,

1988), mais les preuves fermes mangquent toujours.
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Figure 1.2.: Les fragments transformants d’HSV-2.

La partie supérieure de la figure représente la fragmentation
d’HSV-2 avec l’endonucléase Bgl II, ainsi gue la nomenclature
des fragments résultants. Deux fragments A’HSV-2 sont présumés
transformants, Bgl II C (Jariwalla et al., 1979) et Bgl II N
(Galloway et al., 1980). La deuxiéme partie de la figure ré-
sume les données présentées par Jariwalla et al., (1979, 1980,
1983, 1986) suggérant gue la moitié gauche de Bgl II C est im-
pliquée dans l’activité d’immortalisation alors que la moi-
tié de droite serait impliquée dans l’activité tumorigénique.
La troisieéme partie de la figure résume les données présentées
par Galloway et al. (1980, 1984), Galloway et McDougall (1981,
1983) et Howett et Jenkins (1984) suggérant que l’activité
transformante de ce fragment se retrouve consignée en un court

segment de Bgl II N, capable de former une structure secon-
daire en forme d’épingle & cheveux.
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Pour les fins de notre travail, nous retenons gu’il
serait intéressant de savoir: 1) si des stimulateurs sont pré-
sents chez Bgl II N; 2) si des présumés promoteurs de phases
de lecture ouverte (PLO) non-assignées sont présents et peu-
vent étre activés par un stimulateur; 3) le cas échéant, si
les séguences en question sont impliqués dans le processus de
transformation cellulaire. Nous avons donc effectué une re-
cherche de séquences de type stimulateur chez Bgl II N du
virus HSV-2 et examiné les promoteurs d’un sous-fragment

transformant de Bgl II N avec notre systéme plasmidigue.

1.2.5. Le stimulateur du géne pgk-l de souris.

Le géne pgk-1 de souris présente de 1l’intérét pour
les embryologistes. Ce géne est localisé sur le chromosome X,
et dans les cellules somatiques femelles, un des deux chro-
mosomes X est la cible dfun phénoméne d’inactivation durant
les étapes initiales de l’embryogengse (Gartler et Riggs,
1983; Monk, 1986), phénoméne qui rend le chromosome inactif
et hétérochromatique chez tous les descendants mitotiques de
cellules somatiques. Le phénoméne d’inactivation coincide avec
la différenciation (Monk et Harper, 1979). Le génome mammi~
fére recele deux génes codant l’activité phosphoglycérate ki-
nasique: le géne pgk-l, situé sur le chromosome X, actif dans
toutes les cellules somatiques et les cellules germinales pré-
méiotiques; le géne pgk-2, localisé sur un autosome (le chro-
mosome 17 chez la souris, Adra, 1988), est actif exclusive-

ment chez les cellules germinales males post-méiotiques (Van-
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deBerg, 1985). Une hypothése du mécanisme d’inactivation pro-
pose que l’inactivation s’instaure initialement & un centre
d’inactivation (Xci) pour ensuite se propager au reste du
chromosome X. Des travaux impliquant l’utilisation de trans-
locations X-autosomes chez la souris ont permis de cartogra-
phier le locus Xci; ce dernier est situé A proximité, 4-5 uc,
du locus pgk-1 (Cattanach et Papworth, 1981). Plus d’un mé-
canisme semble impliqué dans le phénoméne d‘inactivation, la
methylation de 1’ADN semblant étre un des procédés auxquels
le phénoméne fait appel (Riggs, 1975; Mohandas et al., 1981;
Monk, 1986).

Les mécanismes de contrdle de l’expression des génes
localisés sur le chromosome X, & proximité du Xci, présentent
donc un intérét particulier puisqu’une composante de ces mé-
canismes est vraisemblablement impliquée dans le phénoméne
d’inactivation du chromosome X.

Des collégues de mon laboratoire ont identifié, lors
de l’analyse du promoteur du géne pgk-1 de souris (Adra et
al., 1987), une séquence a proximité du promoteur qui agit
comme un stimulateur (Adra, 1988). Le promoteur s’est avérs
capable d’initier la transcription de certains promoteurs hé-
térologues. Comme certains stimulateurs stimulent adéquate-
ment certains promoteurs hétérologues, il est devenu intéres-~
sant d’évaluer la capacité du stimulateur de pgk~1l d’en faire
autant. Le 4.5kb de séquence en amont de pgk-1 a également &té

soumis & une recherche de séquences stimulatrices.
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1.3. Les cellules embryonnaires carcinomateuses.

Les faibles quantités de matériel que procurent les
embryons imposent des restrictions quant aux méthodes analy-
tiques utilisables dans l’investigation des mécanismes du dé-
veloppement mammifére. Les systémes de culture de tissus, com~
me les lignées de cellules embryonnaires carcinomateuses de
souris, facilitent grandement les choses puisque, en plus de
procurer amplement de matériel, elles sont différenciables en

un spectre constant de types cellulaires.

1.3.1. Les tératocarcinomes.

L’utilisation de cellules embryonnaires carcinoma-
teuses représente un systéme modeéle intéressant pour 1’étude
de la détermination et différenciation cellulaires (Graham,
1977). L’évidence expérimentale justifiant cet énoncé se ré-
sume a ce qui suit.

Les tératocarcinomes sont formés de cellules dif-
férenciées et non-différenciées (Stevens, 1967). Seule la com-
posante de cellules non-différenciées du tératome, appelée
carcinome embryonnaire (EC), peut produire, aprés injection,
des tumeurs arborant un spectre de cellules différenciées
(Kleinsmith et Pierce, 1964). Les caractéristiques biochimi-
ques (Damjanov et Solter, 1974) et morphologiques (Damjanov
et al., 1971) des cellules EC sont trés proches de celles des
cellules pluripotentielles retrouvées & la formation de 1’em-
bryon. Les cellules EC, lorsqu’inijectées dans un blastocyste

qui, & son tour, est implanté dans l’utérus d’une souris en
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pseudo-grossesse, participeront & la génération d’un souris
chimérique sans tumeurs, démontrant ainsi que les cellules EC
participent a la formation de l’embryon (Papaioannou et al.,
1975; Illmensee, 1978). Les cellules EC représentent une al-
ternative adégquate a4 l’/embryon en regard de l/’étude des événe-
ments entourant les stages physiologiques de la péri-implan-
tation durant lesquelles un faible nombre de cellules em-
bryonnaires se différencient de fagon extensive.

ILa lignée de cellules enbryonnaires carcinomateu-
ses utilisée au cours de ces travaux est la lignée P19S18
(McBurney et Rogers, 1982). Les cellules proviennent d’une
tumeur solide produite par la transplantation d’un embryon de
souris C3H au jour 7.5 dans le testicule d‘une souris adulte
de méme lignée. Peu de différenciation est observée lors

d’agrégation en absence d’agents inducteurs.

1.3.2. La différenciation in vitro de cellules
embryonnaires carcinomateuses.

Les cellules EC en suspension se différencient en
un spectre limité de types cellulaires différenciés. Par con-
tre, lorsque les cellules sogmises a un régime de différen-
ciation sont laissées en suspension au dessus de surfaces aux-
quelles elles ne peuvent adhérer, le spectre de types cellu~
laires obtenu est plus large (Martin et Evans, 1975a, 1975b).

L‘agrégation suivie d’une exposition pendant 48 heu-
res a des concentrations d’acide rétinoique supérieure a 107M

induit la différenciation en neurones, cellules gliales et
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des cellules s’apparentant a des fibroblastes (Jones-Ville-
neuve et al., 1983; McBurney et al., 1983). Les neurones
obtenus ainsi semblent prendre de la maturité avec le temps,
en acquérant la capacité de produire différents neuro-

transmetteurs (McBurney et al., 1988; Sharma et Notter, 1988).

L’agrégation et l’exposition, pendant 96 heures, de
cellules EC a une concentration de 1% en sulfoxide de dimé-
thyle (DMSO) induit la différenciation en cellules musculai-
res striées (Edwards et al., 1983) qui représentent de 10 a
30% de la population différenciées aprés 10 jours. Les myocy-
tes mononucléés cbservés présentent des caractéristiques cy-
tologiques de muscles cardiaques (Smith et al., 1%87). Plu-
sieurs agents inducteurs provoguent la différenciation (Rud-
nicki et McBurney, 1987) bien que les mécanismes par lesquels
ils opérent ne sont pas encore élucidés. Il semble toutefois
assez fermement établi que l‘’agrégation et la morphologie de
la cellule jouent des rdles prépondérants dans la différen-
ciation (Campione-Picardo et al., 1985; Smith et al., 1987;

Watt et al., 1988).

1.3.3. Expression génique et différenciation cellulaire.
Les oncogeénes sont intéressants en regard de 1/étude
de l’expression génique au cours de la différenciation cel-
lulaire. Les oncogénes sont évidemment connus pour les roles
qu’ils jouent dans 1’immortalisation et l’acquisition d‘un

phénotype transformé chez la cellule en culture et la tumo-
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rigenése in vivo. Une facette moins spectaculaire de leurs ac-
tivités est mise en évidence par le fait que certains onco-
génes sont exprimés dans des cellules différenciées non-ni-
totiques spécifiques, suggérant des réles n’ayant rien A voir

avec le contrdle de la croissance cellulaire.

1.3.3.1. Les oncogénes et la transformation cellulaire.

Une soixantaine d‘oncogénes d’origine virale et cel-
lulaire ont été répertoriés jusqu’id maintenant et classés se-
lon la localisation intracellulaire de leur produit. Les on-
cogénes nucléaires regroupent, entre autres, myc, N-myc, p53,
grand T de SV40, grand T de polyome, ElA d’adénovirus. Les on-
cogénes cytoplasmiques regroupent ras, src, erbB, neu, moyen T
de polyome (volir revue de Weinberg, 1985).

La localisation du produit de l‘’oncogéne semble fré-
quemment consigner ce dernier a certains types de fonction.
Par exemple, les oncogénes nucléaires immortalisent effica-
cement mais sont de pauvres promoteurs de 1’indépendance en-
vers l’ancrage a un support solide, alors que la situation
inverse prévaut chez les oncogénes cytoplasmiques. Il est ef-
fectivement observé qu’individuellement, les oncogénes nuclé-
aires et cytoplasmiques n’induisent la transformation que dans
des conditions spécifigues mais en utilisation conjointe, ils
collaborent pour induire la transformation cellulaire chez des
cellules normales, via un effet complémentaire plutdt qu’addi-
tif. Autre différence notoire, a l’instar de leurs homologues

nucléaires, huit oncogénes cytoplasmiques ont démontré la ca-
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pacité d’induire la sécrétion de facteurs de croissance. De
plus, les oncogénes nucléaires sont activés par une dérégu-
lation des concentrations cellulaires de leurs produits alors
gue les oncogénes cytoplasmiques sont activés par des muta-
tions affectant la structure de leur produit.

La division des tiches semble relativement claire
et commande d’emblée un travail coopératif de la part des on-
cogénes. On note toutefois certaines exception a la régle.
L’antigéne grand T de SV40, dans certaines conditions, est
retrouvé & la fois dans le noyau et le cytoplasme (Colby et
Schenk, 1982; Kriegler et al., 1984; nos propres observations,
chapitre 6) et, dans ces conditions, conduit au phénotype
transformé. Il semble que certaines fonctions de l’antigeéne
petit T de SV40 (Loeken et al., 1988) complémente grand T pour
la production du phénotype transformé (Choi et al., 1988).

Les produits des oncogénes viraux s’associent fré-
quemment, sous forme de complexes, avec des oncogénes cellu-
laires. L’antigéne moyen T du polyome se complexe avec pp60°™°
(Courtneidge et Smith, 1983) et augmente l’activité tyrosine
kinase de pp60 par un facteur de 30 & 50 fois (Bolen et al.,
1384), ElA d’adénovirus se lie et neutralise un énti—oncogéne
le géne du rétinoblastome (Whyte et al., 1988), E1B d/adénovi-
rus se lie a4 p53 (Sarnow et al., 1982), l’antigéne grand T de
SV40 augmente la stabilité métabolique de p53 par un facteur
de 50 en complexant ce dernier (Reich et al., 1983). Plusieurs
oncogenes se lient au méme facteur cellulaire, suggérant ainsi

des voies communes d/immortalisation/transformation (Dyson et
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al., 1989; Ewen et al., 1989). Les produits des oncogénes sont
également trouvés associés a bon nombre de protéines cellu-

laires non-oncogéniques.

1.3.3.2. Les oncogénes et la différenciation cellulaire.

L’évidence expérimentale suggérant que la proli-
fération et la différenciation cellulaires sont des processus
apparentés est vaste (voir revue sur la question, Miller,
1986). La prolifération est une activité qui précéde dans le
temps et gui s’interromps partiellement tout juste avant la
différenciation. Certains facteurs de croissance, notamment,
sont <¢galement des facteurs de différenciation (Metcalf,
1985). Par exemple, le produit de l’oncogéne c-sis est si-
milaire au facteur de croissance spécifique PDGF, ceux de
c-erb-B et de c-fms semblent étre des récepteurs de facteur
de croissance spécifiques a des types cellulaires.

Le cas le plus clair ol un proto-oncogéne senmble
impliqué dans un phénoméne de différenciation cellulaire dé-
coule de l’observation que le géne c-src est fortement ex-
primé dans les cellules du systéme nerveux chez le poussin,
le rat et la drosophile, alors gue ces derniéres n‘ont aucun
besoin en termes de croissance (Sorge et al., 1984; Brugge et
al., 1985). Il apparait donc possible que c-src n’est pas
impligqué dans le contrdle de la croissance cellulaire. De
plus, on observa qu’a l’instar des astrocytes, les neurones

semblent altérer structuralement la portion N-terminale de
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pp60°™°, modification qui augmente l’activité spécifique de la
kinase par un facteur de 6 a 12 fois.

c-fos, l‘’analogue cellulaire de l‘oncogéne viral de
l’ostéosarcome, démontre de son coOté un patron d’expression
spécifique au tissu, au type cellulaire et au stage de déve-
loppement (Miller et al., 1984). De plus, l’expression forcée
de c-fos dans des cellules de tératocarcinome F9 (Miller et
Wagner, 1984) et d’autres lignées cellulaires non-différen-
ciées (Leibovitch et al., 1987; Miller et al., 1985) provoque
la différenciation de ces derniéres en cellules de type en-
dodermique. Un bon nombre d’autres ont 1’effet contraire, blo-
gquant, & des degrés divers, la différenciation (Coppola et
Cole, 1986; Falcone et al., 1985; Freytag, 1988; Olson et al.,
1987; Payne et al., 1987; Prochownik et Kukowska, 1986;
Webster et al., 1988). Si une augmentation des niveaux d’ex-
pression de certains oncogénes cellulaires accompagne le dé-
roulement de la différenciation, le niveau d’expression de
certains autres est supprimé, comme c’est le cas de c-myc et
c-myb pendant la différenciation des cellules HL60 (Mitchell

et al., 1985; Miller et al., 1985).

1.4. Le projet de these.
Nous avons utilisé plusieurs approches expérimen-
tales dans notre étude des mécanismes de contrdle de l’ex-

pression génique. Dans le chapitre 3, nous avons validé notre

systéme de vecteurs plasmidiques permettant 1’identification
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de séquences comportant des éléments de contrdle de la trans-
cription. Lfutilisation du systéme sur le fragment Bgl II N
d/HSV-2 a pernis de démontrer 1l‘absence de stimulateur puis-
sant auquel l’activité transformante du fragment ne peut con-
séquemment étre relié. De plus, le fragment transformant ne
posséde pas de phase de lecture ouverte non-assignée activa-
ble.

Le chapitre 4 examine de plus prés la limite de dé-
tection du systéme de vecteurs décrits au chapitre 3. Cette
étude a généré de l’évidence expérimentale permettant de sug-
gérer un modéle de transformation cellulaire pour Bgl II N
selon lequel ce dernier contient des séquences dirigeant 1’in-
tégration au génome cellulaire & proximité de puissants élé-
ments de contréle de la transcription.

Au chapitre 5, nous examinons le promoteur du géne
pgk-1 de souris. Nous démontrons que le promoteur de pgk-l est
transcriptionnellement deux a trois fois plus actif gue celui
de SV40 chez les cellules P19. De plus, le stimulateur de
pgk-1 ne stimule pas efficacement le promoteur de SV40.

Au chapitre 6, nous examinons l’effet de la présence
de l’antigéne grand T de SV40 pendant la différenciation de
cellules P19. Nous démontrons que grand T affecte différemment
les cellules différenciées en suspension et en mono-couche.
Nos observations suggérent une influence probable de grand T
sur le mécanisme de détermination cellulaire. Nous croyons que
grand T sera un outil utile dans l’étude de la détermination

et la différenciation cellulaires.
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Chapitre 2: Matériesl et méthodes.

2.1. Appareillage.
Les principaux appareils utilisés dans 1l’exécution

des travaux de cette thése sont les suivants:

Centrifugeuse Beckman J2-21;
Spectrophotométre Beckman DU-7;

Compteur a scintillation Beckman LS7800;
Densitométre au laser LXB Ultroscan XL.

Pulvérisateur (polytron) Kinematica, wmod2le PT 10-35.

2.2. Fournitures, produits chimiques et biochimiques.

Les fournitures et les réactifs chimiques furent
obtenus des Produits Chimiques BDH (Toronto, Ontario), Fisher
Scientifique Ltée (Montréal, Québec), et de Sigma Chemical
Company (St-Louis, Missouri), & moins d’indication contraire.
Les réactifs biochimiques furent obtenus de Boehringer-Mann-
heim Canada (Dorval, Québec), GIBCO-BRL (Burlington, Ontario),
Pharmacia-LKB (Montréal, Québec) et New-England Biolabs {Be=~
verly, Massachusetts), a moins d’indication contraire. L’an-
ticorps NF160 provient de Boehringer-Mannheim Canada. Les ra-
dionucléotides et les membranes Hybond-N furent obtenus d’A-
mershamn Canada Ltée (Oakville, Ontario). Les ensembles de

réactifs pour la production de ribosondes provenaient de

Promega.
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2.3. Méthodes: Biologie Moléculaire.

Une bonne partie des protocoles décrits ci-dessous
est inspirée de procédures décrites dans Maniatis et al.,
{(1982).

2.3.1. Préparation de bactéries compétentes pour
transformation.

L’héte utilisé pour la transformation est 1’Esche-
richia coli, de souche DH5. La procédure de transformation
est une méthode au chlorure de rubidium décrite par Hanahan
(1985). Essentiellement, les bactéries décongelées sont rayées
sur de l’agar 0.75% dans du bouillon SOB (tryptone 2%, extrait
de levure 0.5%, NaCl 10mM, KCl 2.5nM, MgCl, iOmM, MgSO, 10mM)
et incubées pour la nuit a 37°C. Une vingtaine de colonies
sont dispersées dans 200mf de milieu SOB pré-réchauffé a 37°cC,
dans un flasque de 22. Le bouillon est incubé a 37°C, avec
agitation vigoureuse, jusqu‘a obtention d’une lecture turbi-
dimétrigque de 0.5 a 550nm. Le flasque est alors piongé dans
un mélange glace-eau et agité pendant 5 minutes, aprés quoi
le bouillon est centrifugé a 5000 X g, a 4°C, pendant 10 mi-
nutes. Le culot est repris dans 1/3 du volume initial (70me)
de solution RF1 glacée (RbCl 100mM, MnCl, SOmM, AcCOK 30mM,
CaCl, 10mM, glycérol 15% (p/v), pH 5.8). Le mélange est main-
tenu sur glace pendant une heure puis centrifugé & 5000 x g
pendant 10 minutes & 4°C. Le culot est repris dans 1/12 du
volume initial (l16émf) de solution RF2 glacée (MOPS 10mM, RDbC1l
10mM, CacCl, 75mM, glycérol 15% (p/v), pH 6.8). Le melange est

maintenu sur glace pendant 15-60 minutes. Le mélange est alors



Chapitre 2: Matériel et Méthodes. Page 38

P

aliquoté puis congelé a -70°C ou encore utilisé immédiatement

en transformation.

2.3.2. Transformation bactérienne.

Un maximum de 100ng d‘ADN plasmidique est utilisé
en transformation. L‘ADN est dilué dans 100uf de RF2. Si 1’ADN
est dans de l’agarose & bas point de fusion, un maximum de
30uf est alors dilué a 100u2 dans du RF2 a 37°C, puis refroidi
sur glace-eau. A la solution 4'ADN froide, on mélange vigou-
reusement 200u¢ de bactéries compétentes. Le mélange est main-
tenu sur glace pendant 10-60 minutes. Les cellules sont alors
soumises a4 un choc hyperthermique, en les plongeant dans un
bain d’eau a 42°C pendant 90 secondes, suivi d‘un retour immé-
diat sur glace-eau. On ajoute 1i.2m¢ de milieu TB (tryptone
12g, extrait de levure 249, glycérol 4m¢, dissous dans 900mL
H,0; apras stérilisation ajout de 100m¢ d’une solution stéri-
lisée par filtration de 0.17M en KH,PO, et 0.72M en KHPO,). Le
mélange est agité & 37°C pendant 30 minutes, puis centrifugé
3 basse vitesse. Le culot est repris dans 50-100uf de TB et
étendu sur des boites d’agar 0.75%-TB contenant 10ug/me de
tétracycline ou 100ug/m¢ d’ampicilline, selon le géne de ré-

sistance porté par le plasmide.

2.3.3. Mini-préparative d’ADN plasmidique.
La méthode utilisée est une variante de cellé dé-
crite par Birnboim et Doly, (1979). Un nombre variable de co-

lonies sont prélevées des boites de sélection afin d’inoculer



Chapitre 2: Matériel et Méthodes. Page 39

N L

un nombre égal de bouillons TB de 1m¢, contenant l’antibio-
tique approprié. Les bouillons sont incubés sous agitation vi-
goureuse 4 37°C pour 16-24 heures. Les bouillons sont centri-
fugés pendant 15 secondes dans une centrifugeuse Eppendorf
modéle 5413. Les culots sont repris vigoureusement dans 100u8
de tampon de lyse (glucose 50mM, CDTA 10mM, TRIS 25mM, pH 8.0)
auquel on rajoute 4mg/mé de lysozyme, puis le tout est main-
tenu a température ambiante pendant 5 minutes. On ajoute alors
20042 de solution dénaturante (NaOH 0.2N, SDS 1%) fraichement
préparée, on mélange le tout et on incube sur glace pendant
5 minutes. On ajoute ensuite 150uf2 d’une solution d‘AcOK 3M
et d’acide formique 1.8M, on mélange le tout et on incube sur
glace pendant 5 minutes. On centrifuge le tout pendant 5 mi-
nutes & froid dans une centrifugeuse Eppendorf. Le surnageant
est extrait avec un volume équivalent d‘un mélange 1:1 de phé-
nol-chloroforme. La concentration en NaCl est ajustée a l100mM,
et la précipitation effectuée avec 2 volumes d‘’éthanol a
-20°C. L’ADN plasmidique est finalement culoté par centrifu-
gation et repris dans 50u¢ de TE (TRIS 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

contenant 10ug/mé d’ARNase H. L/’ADN est conservé dans cet état
a -20°c.

2.3.4. Maxi-préparative d’ADN plasmidique.

La méthode est une variante de celle décrite par
Birnboim et Doly, (1979). Les étapes initiales sont trés si-
milaires et les solutions identiques a celles décrites pour

la mini-préparative mais les proportions décrites ci-dessous
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sont plus critiques afin d’assurer un rendement optimal. Un
bouillon 500me de TB contenant un antibiotique approprié est
inoculé et incubé a 37°C avec agitation vigoureuse pendant 20~
24 heures. Le bouillon est refroidi sur glace-eau pendant 15
minutes puis centrifugé a 5000 x g pendant 10 minutes. Le cu-
lot est repris dans 50-100m¢ d’eau doublement distillée, sté-
rile et glacée, puis recentrifugé dans les mémes conditions.

Le culot est repris dans 27n¢ de glucose-CDTA-TRIS.
On ajoute au mélange homogéne 3mf¢ de glucose-CDTA-TRIS conte-
nant 3omg/mé¢ de lysozyme. On incube sur glace pendant 30 minu-
tes, en agitant le mélange de temps a autre. On ajoute 60 me
de solution dénaturante et on mélange doucement jusqu’a 1‘’ob-
tention d’une solution homogéne. On incube sur glace pendant
30 minutes. Finalement, on ajoute 45m¢ de solution AcOK-acide
formique et on agite jusqu’a obtention d’un abondant préci-
pité blanc amorphe. On incube sur glace pendant 30 minutes.
Le meélange est centrifugé & 15,000 x g pendant 15 minutes 2a
4°C. Le surnageant est précipité a 1/éthanol glacé puis re-
centrifugé comme auparavant. Le précipité est repris dans 8m¢
de tampon acétate-MOPS (AcONa 100mM, MOPS 50mM pH 8.0). L‘ADN
est reprécipité avec de 1’éthanol glacé puis centrifugé comme
auparavant.

Le précipité est repris dans 4m¢ d’eau puis on ajou~-
te 4.5me de tampon MOPS-LiCl (MOPS 50mM, LiCl 5M). On incube
sur glace pendant 15 minutes puis on centrifuge comme aupa-
ravant. Le surnageant est incubé a 65°C pendant 15 minutes

puis centrifugé comme auparavant. Le surnageant est précipiteé
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a l’éthanol glacé puis centrifugé. Le culot est repris dans
4m¢ d’acétate-MOPS puis précipité a 1’éthanol glacé et cen-
trifugeé.

Le précipité est repris dans 2m¢ de tampon de char-
gement (NaClO, 6M, TRIS 50mM, CDTA 10mM, pH 8.0). On y ajoute
20m¢ de tampon de chargement contenant 2g de fibres de verre
provenant de filtres Whatman GF/A broyés au mortier. Le tout
est placé sur un culbuteur pour 20 minutes. Le mélange est
alors lentement filtré sur une filtre Nalgene .45u. La fibre
de verre est lavée avec 80m¢ de tampon de chargement puis
1’ADN est élué de la fibre de verre en lavant cette derniere
avec 10m2 de tampon d’élution (NaClo, 0.2M, TRIS 60mM, CDTA
10mM, pH 8.0). La concentration d’AcONa de 1’éluat est ajusté
a 0.3M puis la précipitation effectuée avec 2 volumes d'étha~
nol glacé. La solution est conservé & -20°C pour la nuit puis
centrifugé pendant 30 minutes. Le culot translucide est repris
dans 400pxf de TE, la concentration en NaCl ajustée a 100mM,
puis 1’ADN est précipité avec de 1’éthanol glacé. La solution
est centrifugée et le précipité repris dans 500u2 de TE. L’ADN

est conservé sous cette forme a -20°C.

2.3.5. Isolation d’ADN génomique eucaryote de haut poids
moléculaire.
La méthode d’extraction utilisée est une variante
de celle décrite par Blin et Stafford (1976). L’extraction se
fait sur des cellules en culture. Les cellules sont lavées

deux fois avec du PBS (NaCl 140mM, KCl 3mM, KH,PO, 1.5mM,
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Na,HPO, 7mM). On ajoute 2mf de tampon de lyse (TRIS 10mM, NacCl
10mM, EDTA 10mM, SDS 0.5%, pH 8.0) contenant 50ug/mf de pro-
téinase K & chaque boite de culture de 100mm de diametre. La
solution visqueuse est incubée & 37°C pour la nuit. Le lysat
est extrait au phénol équilibré a pH 8.0 puis au chloroforme.
On dilue suffisamment d’ARNase dans le lysat pour obtenir une
concentration finale de 50ug/m€ et on incube 30 ninutes a
37°C. On extrait une fois au chloroforme puis on ajuste la
phase aqueuse & 300mM en AcONa et on précipite avec deux vo-
lumes d’éthanol glacé. La masse "“cotonneuse" est retirée de
la solution éthanclique avec un embout de pipette et repris

dans 10042 de TE. L’ADN est conservé a 4°C.

2.3.6. Digestion endonucléasique de 17ADN.

L’ADN plasmidique est digéré avec 2-3 unités d’en-
zyme/pg d’ADN dans le tampon et les conditions d’incubation
recommandés par le fabricant de l’enzyme. L‘ADN génomique est

digéré avec 10 unités d’enzyme/ug d’ADN pour une nuit.

2.3.7. Déphosphorylation de i'ADN.

Les groupements 5’-phosphates sont éliminés par
traitement & la phosphatase intestinale de veau (CIP). Le vo-
lume de la digestion endonucléasique est gquintuplée puis on
ajoute 1/10 du volume final en tampon CIP 10X (TRIS 50mM,

MgCl, ImM, 2ZnCl, 10uM, spermidine 1mM, pH 9.0) et 1 unité de
CIP.
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Pour une extrémité cohésive 5’, on incube & 37°C
pendant 15 minutes, on rajoute 1 unité de CIP et incube pour
15 minutes supplémentaires. Pour une extrémité franche ou
cohésive 3/, on incube 15 minutes & 37°C puis 15 minutes a
56'cﬂ On refroidit a 37°C, on ajoute 1 unité de CIP, et on
répete le cycle d’incubation a 37°C et 56°C. On extrait le
mélange au phénol et au chloroforme suivi d’une précipitation

a 1’éthanol, si 1’ADN n’est pas destiné a étre électrophorésé.

2.3.8. "Réparation" d’extrémités cohésives en 5’ ou 37,

La méthode utilisée est celle décrite par Maniatis
et al. (1982). Un ug G’ADN plasmidigue & réparer est extrait
au phénol et au chloroforme puis précipité a l’éthanol. Le
précipité est repris dans 9u2 d’eau a laquelle on rajoute 10ul
de tampon 3X (3X= TRIS 150mM, MgSO, 30mM, DTT 300sM, albumine
bovine (fraction V) 150ug/m€), et 10u€ de nucléotides 3X
(3X=dATP, dCTP, 4GTP, TTP: 300zM chacun, pH 7.0). On ajoute
2 unités du fragment Klenow de 1l’/ADN-polymérase et incube a
température ambiante pendant 30 minutes. L’enzyme est dégradé

par incubation & 65°C.

2.3.9. Isolation de fragments dA’ADN plasmidique.

Les fragments 4d’ADN résultant de digestions endo-
nucléasiques destinés a des protocoles de ligation sont pré-
alablement purifiés par électrophorése sur gel d’/agarose a bas
poiqt de fusion (ABPF). L‘agarose est diésoute dans un tampdn

TRIS-borate (20X= TRIS base 2M, acide borique 1.2M, )IDTA.Na,
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20mM), les tampons phosphate inhibant les ligations subsé-
quentes. Les gels d’agarose ABPF sont coulés dans des mini-
moules horizontaux & des concentrations 4’ agarose de 0.6%
(p/v) pour des fragments de 200pb a 2.5kb, de 0.8% pour des
fragments de 2.5 & 5kb et de 1% pour des fragments de taille
supérieure a S5kb. Les digestions endonucléasiques, traitées
ou non & la phosphatase, sont diluées au volume représentant
celui du puits du gel avec un tanpon de chargement & base de
sucrose ou de glycérol. L‘’électrophordse est menée dans un
tampon TRIS-borate a un voltage gqui dépend du niveau de dif-
ficulté de la séparation a exécuter. Aprés migration, le gel
est coloré au bromure d’éthidium (5ug/me) pendant 2-5 minutes
puis décoloré pendant 10-45 minutes. Les bandes d’intérét sont
identifiées en éclairant 1le gel & l’aide d’une lampe U.V.
(366nm) & main. Les bandes d’intérét sont découpées a la lame

de rasoir.

2.3.10. Ligation de fragments d’ADN.

A quelque rares exceptions, presque tous les frag-~
ments destinés a étre liqués sont préalablement purifiés par
- €lectrophorése sur agarose a bas point de fusion (voir section
2.3.9). Les tranches d’agarose contenant les ADN sont fondues
4 65°C. Les volumes d’agarose représentant 150ng 4’ADN de cha-
cun des fragments & liguer sont mélangés ensemble. Leur volume
total est doublé avec de 1’eau. oOn ajoute 1/4 du volume final
de meélange de ligation 5% (5X= TRIS pH7.6 0.25M, MgCl, 50mM,
ATP 5mM, DTT SmM, PEG 8000 25% (p/v)). On ajoute 1 unité de
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ligase T4 par tranche de 20uf de volume final. Le mélange est
incubé a température ambiante pendant 60 minutes, s’il s’aqgit
d’une ligation de bouts cohésifs 57, pendant 16 heures, s’il
s’agit d’une ligation de bouts francs ou cohésifs 3’. Le mé-
lange est alors incubé a 65°C pendant 10 minutes puis sounmis

au protocole de transformation (veir section 2.3.9).

2.3.11. Isolation d’ARN total cellulaire.

La méthode utilisée est une variante de la méthode
décrite par Auffray et Rougeon (1980). Les cellules sont tryp-
sinisées de la fagon habituelle (voir section 2.4.1). La sus-
pension cellulaire est diluée dans 10 volumes de milieu sans
sérum puis centrifugée a basse vitesse. Le culot de cellules
est placé sur glace apres quoi 2m¢ / 75cm® de surface tryp-
sinisée, d’une solution glacée d’urée 8M - LiCl 3M est ajou-
té au tube. La lyse est complétée par une agitation brave mais
vigoureuse sur un agitateur de type vortex.

Le lysat est ensuite homogénéisé sur un appareil de
type Polytron. Le mélange est incubé pendant 16-48 heures a
0-4°C. L’ARN précipité est recueilli par centrifugation a
8000 x g, & 4°C, pendant 30 minutes. Le précipité est laveé
trois fois avec du LiCl 3M glacé a l’aide d’une seringue tu-
berculine. Le précipité resuspendu est centrifugé pendant 5
minutes & 4°C dans une centrifugeuse Eppendorf a chaque fois.
L’ARN est finalement repris dans 400uf d’eau traitée au DEPC.

L’ARN est conservé ainsi a -70°cC.
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2.3.12. Electrophorése de 1’ARN sur gel de formaldéhyde.

La méthode utilisée est une variante de celle dé-
crite par Maniatis et al. (1982). La concentration d’ARN est
evaluée par spectrophotométrie. L’équivalent de 20ug d’ARN est
précipité a 1’éthanol. Le précipité est repris dans 20uf d’une
solution composée de formamide 50%, formaldéhyde 17% dans un
tampon MOPS 1X (10X= MOPS 0.2M, AcONa 50mM, EDTA 10mM,
PH 7.0). L’échantillon est incubé & 70°C pendant 5 minutes,
bien repris au pipetteur et incubé de nouveau pour 5 minutes.
L’échantillon est immédiatement transféré sur un mélange gla-
ce-eau jusqu’au chargement sur le gel. On ajoute a chaque
eéchantillon 2uf de tampon de chargement (xyléne cyanole 0.5%,
bleu de bromonhéncl 0.5%, MOPS 1X, bromure d’éthidium 3ug/me,
glycérol 50%) et on charge sur un gel horizontal (pré-élec-
trophorésé / 30 minutes) d’agarose 1.2% dans MOPS 1X, formal-
déhyde 17%. Le gel est mis sous tension a 5-6 volt/cm pendant
4 heures avec recirculation constante du tampon d’électropho~
rése (MOPS 1X). Le gel est photographié puis trempé dans 1l’eau

avant l’installation du transfert Northern.

2.3.13. Transferts Southern et Northern.

Les gels d’ADN sont immergés dans une solution dé-
naturante (NaOH 0.5N, NaCl 1.5M) et agités dans celle-ci pen-
dant 60 minutes. Ils sont ensuite neutralisés par immersion
et agitation dans une solution contenant TRIS 1M pH 7.0 et
NaCl 1.5M pendant 30 minutes. Les gels sont alors renversés

sur 2-3 épaisseurs de papier Whatman 3MM saturé en tampon SSC
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20X (NaCl 3M, citrate de sodium 0.3M). Une membrane combinée
de nitrocellulose montée sur nylon (Hybond-N d‘Amersham) est
installée sur le gel, le tout coiffé de deux épaisseurs de
papier 3MM. Ces dernieres épaisseurs sont saturées en eau puis
on y installe une épaisseur de plusieurs centimetres d’essuie-
mains commerciaux et un poids de 500g a 1kg. Le transfert
requiert de 6 4 12 heures. La membrane est récupérée du mon-
tage et emballée dans du papier Saran pour une exposition de
1 minute sur un illuminateur UV. La membrane est ensuite lavée
dans du SSC 2X pendant 10 minutes avant d‘’étre ensachée.

La procedure est essentiellement la méme pour les
transferts Northern. Les différences résident dans 1l7utili-
sation d’un tampon SSPE (20X= NaH,PO, 0.2M, EDTA 2mM, NaCl
3.6M, pH 7.7) en remplacement du SSC et on ne soumet pas les

gels au traitement dénaturation-neutralisation.

2.3.14. Hybridation de transferts Southern et Northern.

La wméthode utilisée est une variante de celle dé-
crite par Southern (1975). Les membranes a hybrider sont scel-
lées dans des sacs auquels on a ajouté 50m¢ de mélange de pré-
hybridation (formamide 50%, SDS 0.1%, SSC 6X (Southern) ou
SSPE 5X (Northern), Denha-dt’s 5X (5X= albumine de sérum bovin
0.1%, polyvinylpyrrolidou: 0.1%, Ficoll 0.1%), ARNt de levure
0.1mg/mé, ADN dénaturé de sperme de saumon 0.2mg/mf). Les sacs
sont incubés a 50°C pendant 15-60 minutes pour les Southern,

a4 57°C pendant 1-24 heures pour les Northern. Les solutions
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des sacs sont alors remplacées par des solutions de préhybri-
dation fraiches auxquelles on a rajouté les ribosondes.
L'hybridation se fait a 50°C pendant 16 heures pour
les Southern, a 57°C pendant 16-48 heures pour les Northern.
Les membranes sont ensuite lavées pendant 2 x 30 minutes dans
SSC 1X, SDS 0.1% & température ambiante et 2 x 30 minutes dans
SSC 0.1X, SDS 0.1% & 65°C pour les Southern; 3 X 20 minutes
dans SSPE 0.1X, SDS 0.1~0.4% & 65°C pour les Northern. Les
membranes sont sceliées a nouveau et exposées contre du film
Kodak XAR-5 a -70°C dans des cassettes a double écrans inten-

sificateurs de type Lanex.

2.3.15. Préparation de sondes radioactives.

Les sondes utilisées sont de type ribosonde. La mé-
thode de préparation utilisée est le protocole suggéré par le
manufacturier de l’ensemble de réactifs (Promega). Les sé-
quences utilisées comme sondes étaient clonées dans pPGEM-3/4
et les tailles des sondes générées se retrouvaient dans la
fourchette de 300pb & 2.1kb. Essentiellement, la transcrip~-
tion était initiée par la polymérase (SP6 ou T7) générant un
messager complémentaire &4 la séquence recherchée, sur 1lug
d’ADN linéarisé, dans un mélange constitué de TRIS 40mM
PH 7.5, MgCl, 6mM, spermidine 2mM, NaCl 10mM, DTT 10mM,
ATP/GTP/UTP .5mM chacun, CTP "'froid“ 15uM, et 50uCi d’a~*p-
CTP d’une activité spécifique de 800Ci/mmole. Le gabarit (ADN)
de la réaction était éliminé avec 1’ADNase RQ1 et les nucléo-

tides non-incorporés par deux précipitations a 1/éthanol. Les
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sondes utilisées en hybridation étaient diluées dans 300ul de
mélange de préhybridation puis dénaturées par traitement a
75°C pendant 3 minutes. Elles étaient ensuite refroidies sur

glace puis ajoutées au mélange d‘hybridation.

2.3.16. Dosage de l’activité B-galactosidasique.

Les boites de culture de 100mm couvertes de cellules
sont lavées trois fois avec du PBS froid. On ajoute 200uf de
tampon sucrose (sucrose 250mM, TRIS 10mM, EDTA 10mM, pH 7.5)
& chaque boite et les cellules sont décrochées du plastique
avec un policeman. La suspension est transférée dans un tube
Eppendorf et maintenue sur glace. Les cellules sont lysées par
trois cycles de gel/dégel & -70°C. La suspension est alors
centrifugée a froid dans une mini-centrifugeuse pendant 15
minutes.

Les surnageants sont soumis & un dosage protéique.
On ajoute 5 a 10uf des surnageants & 2m€ dans le réactif de
Bradford (Bradford, 1976) pour dosage de protéines. Une lec-
ture spectrophotométrique a 595nm est effectuée et le résultat
utilisé pour le calcul de la concentration protéique, & 17aide
d’une courbe standard de calibration.

Le dosage de l’activité B-galactosidasique est ef-
fectué en ajoutant 100ug d’extrait cellulaire (typigquement
dans un volume de 5 a 50u2) & 800uf de tampon de dilution (Na-
PO, 100mM, MgSO, 1mM, B-mercaptoéthanol 100mM, pH 7.0) et 200ut
d’o~nitrophényl B~galactopyrannoside (ONPG) (4mg/m¢ dilué dans

le tampon de dilution). La cinétique d’accumulation du produit
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de la réaction est enregistrée sur spectrophotométre a 28°C
et 420nm de longueur d’onde. Le pourcentage d’activité rela-
tive d’un échantillon X est mesuré en effectuant le rapport
de la pente enregistrée pour X sur la pente enregistrée pour

le contrdle positif.

2.4. Méthodes: Culture de tissus.
2.4.1. Ensemencement des lignées cellulaires.

Les lignées cellulaires sont maintenues en crois-
sance exponentielle dans un milieu 2-MEM de GIBCO comportant
103 de sérum foetal de veau pour les cellules Hela, 5% de
sérum foetal de veau pour les ellules cos, 2.5% de sérum foe-
tal de veau et 7.5% de sérum de veau pour les cellules P19,
et 10% (3% lorsqu’en protocole de formation de focus) de sérum
de veau pour les cellules NIH 3T3. Les cellules sont détachées
des boites de culture a tous les 2 jours par lavage avec du
PBS suivi d’une incubation & 37°C pendant 5 minutes en pré-
sence de 1m¢ de trypsine~EDTA (trypsine 0.025%, EDTA 1mM, dans
PBS). Seules les éellules P19 requiérent une dispersion mé-
canigue vigoureuse a 1l’aide d’une pipette Pasteur afin
d’obtenir une suspension monocellulaire adéquate. Les cellules
trypsinisées servent ensuite a réensemencer des boites de
culture & une densité de 10'-10® cellules/m¢ de milieu, selon

la lignée cellulaire et son temps de doublage.
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2.4.2. Lignées cellulaires.

La lignée cellulaire humaine Hela provient d‘un car-
cinome du col utérin (Gey et al., 1952). Elles sont hétéro-
ploides. La lignée cellulaire P19 est issue d’un tératocar-
cinome produit par transplantation d’un embryon de souris de
souche C3H/HeHa dans le testicule d’une souris mile de méme
lignée. Les cellules P19 sont diploides et affichent un ca-

ryotype méle normal (40:XY) (McBurney et Rogers, 1982).

2.4.3. Transformation de cellules mammifdres avec de 1’ADN.

La méthode utilisée est celle décrite par Chen et
Okayama (1987). Les cellules a transfecter sont ensemenceées
a une dilution telle gque la confluence de la mono-couche cel-
lulaire ne sera pas obtenue avant 48 heures. La transformation
est amorcée 8-16 heures aprés l’ensemencement. L/’ADN est sté-
rilisé par précipitation & 1l’éthanol puis repris dans 500uf
d’une solution de caCl, 0.25M. La solution d’ADN est maintenue
en vortex pendant 1’addition goutte a goutte de 500uf de tam-
pon BES (BES (acide N,N-bis(2-hydroxyéthyle)-2-aminoéthane-
sulfonique) 50mM, NaCl 280mM, Na,HPO, 1.5mM, pH 6.96). Le mé-
lange est incubé a température ambiante pendant 20 minutes
puis ajouté goutte a goutte au milieu baignant les cellules
récipiendaires de 1’ADN. Le précipité se forme dans les heures
qui suivent; le précipité est retiré aprés 8-16 heures d’ex-
position aux cellules. Ces dernigéres sont ensuite incubées
dans du milieu frais pendant 32-40 heures ou 16-24 heures, si

les cellules doivent étre ultérieurement trypsinisées et re-
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mises en culture sur une plus grande surface. Les cellules
sont alors prétes pour les procédures de sélection ou d’ex-

traction auxguelles elles sont destinées.

2.4.4. Sélection en présence de G418.

La concentration de G418 nécessaire pour produire
une sélection efficace est évaluée en exposant les lignées
cellulaires utilisées en transformation A une fourchette de
concentrations croissantes de G418.

Les cellules, issues d’un protocole de transforma-
tion ayant introduit une copie fonctionnelle du géne de ré-
sistance a l’antibiotique G418, sont alors ensemencées a rai-
son de 5x10° cellules/75cm’ de surface. Le lendemain, le milieu
est remplacé par du milieu frais contenant une dose de sélec-
tion de G418, telle que déterminée plus haut. Typiquement, une
dose de 400ug/mé est requise pour les cellules P19 et 600ug/me
est requis pour les cellules Hela. Le milieu de sélection est
renouvelé au jour 5 et la sélection se poursuit pour attein-
dre 8-10 jours au total. Les colonies de cellules sont déta-

chées du support, trypsinisées et amplifiées en maintenant la

sélection.

2.4.5. Différenciation de cellules EC P19.

La méthode utilisée est celle décrite par Rudnicki
et McBurney (1987). Deux régimes de différenciation sont u-
tilisés: l’exposition des cellules a de l‘acide rétinoique in-

duit les cellules a se différencier en neurones, cellules



Chapitre 2: Matériel et Méthodes. Page 53

- ——_——
gliales et muscle lisse alors que l’exposition au sulfoxide
de diméthyle (DMSO) produit des cellules musculaires, incluant
du muscle cardiaque.

Les cellules assujetties & un régime de différen-
ciation sont ensemencées dans une boite de pétri de qualite
bactériclogique, dans du milieu P19 contenant de l’acide ré-
tinoigque a une concentration de 5x10”M ou 1% (v/v) de DMSO.
Les cellules en suspension forment des agrégats. Aprés 48 heu-
res, les agrégats sont sédimentés dans un tube et leur milieun
renouvelé avec une seconde dose d’agent inducteur: Au jour 4,
100-200 agrégats sont prélevés, sédimentés et ensemencés dans
des boites de culture conventionnelles avec du milieu sans
agent inducteur. Le milieu est renouvelé tous les 2 jours pour

un total de 8 a4 10 jours.

2.4.6. Microscopie et immunofluorescence.

Les cellules sont ensemencées sur des lamelles cir-
culaires de verre, pré-traitées a la gélatine 0.15%. Les la-
melles portant les cellules sont lavées avec du nilieu sans
sérun puis immergées pendant 5 minutes dans du méthanol a
=-20°C puis, pendant 30 secondes dans de 1l’acétone & -20°C. Les
lamelles sont séchées a l’air ambiant puis rehydratées dans
du PBS pendant 20 minutes. Un volume de 50uf de solution d’an-
ticorps primaire dilué dans du PBS contenant 5% de sérum est
appliqué sur chaque lamelle. Les lamelles sont incubées dans
un contenant humidifié pendant 30 minutes a température am-

biante ou pendant une nuit a 4°C. Les lamelles sont lavées
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trois fois dans PBS pendant 5 minutes a la fois. L’anticorps
secondaire portant un groupement chromophore est dilué, ap-
pliqué sur les lamelles et lavé de la méme fagon qu‘avec l’an-
ticorps primaire. Les lamelles sont ensuite montées en posi-
tion inversée sur des lames de microscope en utilisant un
milieu de montage constitué de 50% de glycérol dans du PBS.
L’examen des lames se fait sur un microscope muni d‘un systéne
optique épiflucrescent. Les photographies noir et blanc sont
produites sur film Ilford XPI 400 alors que les diapositives
couleur sont produites sur film Kodak Ektachrome 400.

Les anticorps primaires utilisés dans ce travail

apparaissent ci-dessous.

e

Anticorps Source Spécificite Référence
D2 lapin, grand T de SV40 *
polyclonal
GFAP souris, astrocytes *%
monoclonal
NF160 souris, neurofilament 160kd *%
monoclonal
MF20 souris, isoforme de myosine Bader et al, 1982.

monoclonal muscles striés

B4C3 souris, a-actines, muscles Lessard, 1988.
monoclonal 1lisses et striés

%1 don da Roger Hand, McGill Cancer Resaarch Canter, Montrdal, Quibec.
#m: disponiblae tal t, Boahringer Kannbeim Canada.

Table 2.1.: Anticorps utilisés en immmnofluorescence.

m
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Chapitre 3: Recherche d’éléments de contrdle

transcriptionnels chez Bgl II N d’HSv-2.

3.1. Introduction.

Les mécanismes par lesquels s’exerce la spécificiteé
de l’expression génique font l’objet d‘une intense activité
investigatrice. Cette spécificité, bien qu‘’elle s’exerce a de
multiples niveaux, se manifeste davantage au niveau du con-
tréle de la fréquence d’initiation de la transcription. Un bon
nombre de principes mécanistes gouvernant le contrédle de 1’ac-
tivité transcriptionnelle ont été élucidés par 1l’étude des
séquences de nucléotides retrouvées A proximité d’unités
transcriptionnelles.

Quelques approches expérimentales, basées sur le
principe du trappage fonctionnel (voir section 1.2.3) ont per-
mis l’isolation et la caractérisation d’un bon nombre de sti-
mulateurs a spectre large ou spécifique. Nous avons dévelop-
pé notre propre systéme de trappage fonctionnel et 1l’avons
utilisé dans notre recherche de stimulateurs chez le fragment

Bgl II N d’HSV-2 et le promoteur pgk-l de souris.

3.2. Le systéme de trappage fonctionnel des stimulateurs.
Les approches expérimentales retrouvées dans la lit-

térature font appel & 1l’utilisation du promoteur, délesté de
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son stimulateur, de l’antigéne grand T de SV40, avec son unité
transcriptionnelle attitrée ou un géne reporteur autorisant
un processus de sélection. Le choix du promoteur de l’anti-
géne grand T de SV40 se fonde sur la démonstration que des
stimulateurs hétérologues se substituent adéquatement & celui
de grand T (de Villiers et al., 1982; Levinson et al., 1982;
Lusky et al., 1983) pour stimuler le promoteur de grand T.
Dans notre approche, nous utilisons le promoteur de
l’antigéne grand T de SV40. Le systéme fonctionne avec des
vecteurs plasmidiques: 1) pour éviter la manipulation plus
délicate de virus; 2) pour éviter les linmites de taille de
1’ADN testé, limites associées & l’utilisation du virus. Chez
notre "trappe a stimulateur", le promoteur, délesté de son
stimulateur, active la transcription de g®nes reporteurs tels
l’antigéne grand T de SV40 (pVE, figure 3.1; pVEB, figure
3.2), neo (pVEneo) et lacZ (pVEBZ, fiqure 3.2). Le stimula-
teur de SV40 est remplacé par un multisite de clonage, auto-
risant les ligations avec des sites d’endonucléases variés.
Chez notre "trappe a promoteur", le promoteur de
grand T, incluant les séquences répétitives de 21pb, est éli-
miné, ce qui laisse le stimulateur et l’unité transcription-
nelle séparés par un site Bam HI unique (pHS102 et pHS102M,
figure 3.1) (Benoist et Chambon, 1981; Moreau et al., 1981).
Le choix de l’antigéne grand T de SV40 comme g&ne
reporteur découlait également de la disponibilité d’un bon
anticorps polyclonal donnant une forte fluorescence nucléaire

et l’abondance de deux messagers caractéristiques en analyse
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Nerthern. Néanmoins, ce choix peut sembler comporter un dé-
savantage significatif de par le fait que le produit du géne
inhibe sa propre transcription en s’attachant, entre autres,
a4 l’origine de réplication {Myers et al., 1981). Ce procbléme
n'affecte pas les vecteurs pHS102-102M puisque qu’avec le pro-
moteur s’est envolé un site d‘attachement de 1l’antigéne
grand T nécessaire a la répression de la transcription (Shal-
loway et al., 1980; Rio et Tjian, 1983). En ce qui concerne
pVE et pVEB, l‘’effet est probablement significatif mais la

puissance du signal analytique devrait adéquatement compenser.
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Figure 3.1: Vecteurs utilisés pour la recherche
d’éléments de contréle transcriptionnel.

a) le clone pVE fut construit par délétion de 1‘ADN entre les
sites Eco RI (position 346) et Sph I (position 128) de
pSV1BSS. La ligation des sites Eco RI et Sph I produisit un
site Eco RI dans lequel fut inséré le multisite de clonage,
le fragment Eco RI - Eco RI, de pUC7. Notons que le motif
spécifique au facteur de transcription AP-1, situé & la droite
du site Sph I, n‘est pas éliminé dans cette construction.

b) le clone pSVl1l (Benoist et Chambon, 1981) fut construit en
liguant le fragment réparé Hpa II -~ Bam HI (3056pb) de SV40
(souche 776) dans le site Eco RI de pBR322. Le clone pSV1BSS
est similaire & pSV1l & l’exception des sites Bam HI et Sph I
du géne tet de pBR322 qui ont été détruits.

¢) le clone pHS102 (Benoist et Chambon, 1981) résulte d’une
délétion de 1’ADN entre les positions 5226 et 113 du promoteur
de grand T de SV40. Un site Bam HI fut reconstruit a la jonc-
tion 5226-113 (Moreau et al., 1981). Le clone pHS102M diff2re
de pHS102 de par le site Bam HI du géne tet de pBR322 qui a
été détruit par un traitement au bisulfite (Shortle et Na-
thans, 1978); la résistance a la tétracycline est toutefois

maintenue (R. Everett, résultats non-publiés).
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Figure 3.1: Vecteurs utilisés pour la recherche

d’éléments de contréle transcriptionnel.
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Figure 3.2: Vecteurs dérivés de pVE.

a) diagramme détaillé des sites d’endonucléases retrouvés dans
le multisite de pVE.

b} diagramme détaillé des sites d’endonucléases retrouvés
dans le multisite de pVEB. pVEB fut construit en liguant le
fragment Hind III - Sph I (200pb) du promoteur de l’antigéne
grand T de 5V40 dans les sites Hind III et Sph I de pGEM3. Le
promoteur flangué du multi-site est extrait du plasmide résul-
tant par Eco RI et Hind III (230pb) et ligué avec le fragment
7.0kb d’une digestion compléte pour Eco RI et partielle pour
Hind III de pSV1BSS. Le plasmide résultant est coupé avec Eco
RI puis religué. Les sites uniques apparaissent soulignés.
c) carte des sites d’endonucléases dans la région du promoteur
eucaryote de pVEBZ. pVEBZ fut construit en clonant le fragment
Hind III - Bam HI (3305pb), contenant lacZ, de pCA B17 XbaI-
Tagil 520 lacZ (Adra, 1988) dans les sites Hind III - Bam HI
de pSVOneo (voir chapitre 4). Le fragment Hind III (250pb) de
PVEB, contenant le promoteur et le multisite, est ensuite

inséré dans le site Hind III du plasmide résultant.
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3.3. Résultats.
3.3.1. Construction et validation du systéme de vecteurs.

Le vecteur pVE comprend le promoteur et 1l’unité
transcriptionnelle de l’antigéne grand T de SV40, insérés dans
PBR322. Le stimulateur est remplacé par le multisite de puC?.
PVEB est similaire & pVE & l’exception du multisite qui pro-
vient de pGEM-3. pHS102 et pHS102M (Benoist et Chambon, 1981)
comprennent le stimulateur et 1’unité transcriptiocnnelle de
l’antigéne grand T de SV40 insérés dans pBR322. L’insertion
de promoteur chez pHS102 provoque la perte du stimulateur,
permettant de tester le promoteur seul, alors que la méme in-
sertion chez pHS102M conserve le stimulateur.

Afin de valider le systedme, nous avons réinséré le
stimulateur de SV40, dans les deux orientations, dans les si-
tes Bam HI de pVE. Le fragment réinséré comprenait les sé-
quences comprises entre les positions 113 et 270, les extré-
mités étant flanquées de sites Bam HI acquis au cours d‘un
sous-clonage. Les clones résultants, PpvVECL et pVEC2,
représentent les deux orientations. Les contréles de pHS102-
102M ont été faits ailleurs (Benoist et Chambon, 1981).

Nous avons comparé pSV1BSS (contrdle positif, fi-
gure 3.1), pVE, pVECl et pVEC2 a l’aide d’un protocole d’ex-
pression transitoire. Les ADN sont transfectés cheé des cellu~-
les Hela par la méthode de précipitation au phosphate de cal-
cium, selon le protocole de Chen et Okayama (1987). Apras 48

heures, des cellules sur lamelles de verre sont fixées et
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examinées en immunofluorescence pour un dosage qualitatif de
l’expression de grand T (figure 3.3). Le résultat démontre une
immunopositivité pour grand T chez 10-30% des cellules exa-
minées transfectées avec pSV1BSS, PVEC1l et pVEC2. Aucune
cellule positive n’est détectable chez les cellules trans-
fectées avec pVE.

L’ARN de 4 x 10° cellules, extrait selon le pro-
tocole de Auffray et Rougeon (1980), est soumis 2 une analy-
se Northern afin de pouvoir effectuer un dosage quantitatif
de grand T au moyen d‘un densitométre au laser (figure 3.4).
Le résultat démontre deux bandes treés intenses & 2100 et 2600
nucléotides, représentant les ARNm de grand T et petit T res-
pectivement, chez pSV1BSS, pVEC1 et pVEC2. Aucun signal n’est
détectable chez 1l’échantillon de pVE.

Le systéme apparait donc fonctionner adéquatement
puisque le rapport signal/bruit de fond est trés satisfaisant

au niveau des deux méthodes analytiques employées.

3.3.2. Le fragment Bgl II N d’HSV~2 ne recéle pas de
stimulateur.

Nous avons amorcé l’étude du fragment Bgl II N en
concentrant pour un moment notre attention sur le fragment:
transformant minimal de 227pb (voir figure 1.2). Le fragment
recele un tandem de séquences répétitives de méme orientation,
séparés de 129pb, tandem auquel on préte la capacité de former
une structure secondaire en forme d’épingle A cheveux (Gsllo-

way et al., 1984) (voir figure 1.2). Les structures de la sor-
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te trouvent des usages multiples autant dans le monde bacté-
rien gu’eucaryote.

Le fragment en question est délimité par des sites
Sau 3A que nous avons doublé de sites Eco RI lors d’un sous-
clonage. Le fragment a été inséré dans les deux orientations
dans pVE pour donner pVEl et pVE3. Un protocole d’expression
transitoire fut mené avec ces clones. Le clone pVE3 ne produi-
sit aucun cellule immunopositive pour grand T, ni 4’ARNm spé-
cifique. Par contre, une cellule sur 10,000 transfectées avec
PVEl était immunopositive et la quantité d’ARNm détecté repré-
sentait 1% de la gquantité mesuré chez pSV1BSS, le contréle po-
sitif (figure 3.5).

Ce résultat s’est avéré intriguant puisque nous
observons une immunopositivité intense chez 0.1% des cellules
plutdt qu’une immunopositivité faible chez 10-30% des cellules
examinées. Le résultat qualitatif, l’immunofluorescence, nous
suggére la présence d’un puissant stimulateur alors que le
résultat gquantitatif, 1/analyse Northern, nous suggere la pré-
sence d’un faible stimulateur. Afin de pouvoir analyser le
phénoméne plus en détail, nous avons remplacé l’unité trans-
criptionnelle de pSV1BSS, pVE, PVEl et pVE2 par un géne de
résistance permettant de sélectionner la population de cel-
lules normalement immunopositives pour grand T. Les résultats

obtenus apparaissent au chapitre 4.
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Figure 3.3: Validation du systéme de vecteurs:
immunofluorescence.

Cette figure présente le résultat d‘un protocole d’immuno-
fluorescence, la fluorescéine révélant l’antigéne grand T
(colonne de droite), effectué sur des cellules Hela, issues
d’un protocole d’expression transitoire. La colonne de gauche
preésente les plans en contraste de phase des panneaux corres-
pondant de la colonne de droite. Les cellules HeLa avait éteé
transfecteées avec pSV1BSS (A-B), pVEC1l (C-D), pVEC2 (E-F). Les
panneaux G et H représentent un mélange de cellules cos (singe
vert) (a), LNSV (humain) (¢) et HeLa (humain) (b) servant de
contrdle positif chez les lignées d’expression constitutive
pour grand T (cos et LNSV) et de contréle négatif (Hela). La
présence de l’antigéne grand T de SV40 donne une forte fluo-
rescence chez 10-30% des noyaux de cellules HeLa transfectées
avec pSV1BSS (B). Une proportion équivalente de cellules po-
sitives est retrouvée chez les cellules Hela transfectées avec
pVEC1 (C) et pVECZ2 (E). Aucune cellule positive n’était deé-
tectable avec pVE. L’anticorps primaire utilisé est 1‘anti-
corps polyclonal D2 de lapin, dirigé contre grand T. L’anti-
corps secondaire est un anticorps de chévre, anti~lapin, con-

jugué a la fluorescéine. Le trait de référence représente 50u.
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validation qualitative du systéme de vecteurs.

Figure 3.3:
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Figure 3.4: Validation quantitative du systéme de vecteurs.

Cette figure représente le résultat de l‘analyse Northern
effectuée sur des échantillons de cellules Hela issues de pro-
tocoles d’expression transitoire. L‘/ARNm total, 20ug par
puits, est extrait de cellules transfectées avec pPSV1BSS (3),
pHS102M (5), pVE (6), pVECL (7), pVEC2 (8). Le puits 1 et 2
représentent 20 et 2ug respectivement A’ARN extrait de cel-
lules cos exprimant constitutivement grand T. Le puits 4 re-
présente 2ug A’ARN de l‘’échantillon pSV1BSS. Le transfert se
fait sur membrane Hybond-N. Les messagers de grand T et pe-
tit T sont détectés avec une ribosonde, pGT2, contenant le
fragment Hpa I - Hpa I (1067pb) de pSV1BSS. Le panneau A
représente une exposition de 4 heures et le panneau B, une
exposition de 48 heures de la méme membrane. Les bandes in-
férieure et supérieure représentent les ARNm de grand T et
petit T, respectivement. La position de migration des ARN
ribosomaux eucaryétes de 285 et 18S est indiquée. Le panneau
C résume les lectures densitométriques effectuées sur ces

échantillons.
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A)
- 20S
- 12S
B) - 28S
-=18S
C)
Plasmide Lecture densitométrique
pSV1BSS 100%
pPHS102M 13%
pVE 0%
pPVEC1 33%
pVEC2 27%

Figure 3.4: Validation guantitative du systéme de vecteurs.
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Figure 3.5: Immunofluorescence et analyse Northern de pPVEl
et pVE3.

Cette figure présente le résultat d’un protocole d’immuno-
fluorescence, la fluorescéine révélant l’antigéne grand T
(panneau A) et d’une analyse Northern (panneau B), effectués
sur des cellules HeLa, issues de protocoles d’expression tran-
sitoire. Le panneau B représente deux protocoles d‘’expression
transitoire menés avec les mémes plasmides, a des dates dif-
férentes. Les puits 0 représentent le contréle positif
pPSV1BSS, les puits 1, pVEl et les puits 3, PVE3. Le panneau
C résume les lectures densitométriques effectuées sur les
échantillons. De treés rares cellules immunopositives pour
grand T apparaissent chez les cellules HeLa transfectées avec
PVEl (A); aucune ne fut apergue chez les cellules transfectées
‘avec pVE3. La quantité 4’ARNm détecté en analyse Northern est
compatible avec l’‘observation faite en immunofluorescence.
Les conditions d’utilisation des anticorps en immunofluores-
cence et de l’analyse Northern sont identiques a celles dé-
crites dans les légendes des figures 3.3 et 3.4, respective-

ment. Le trait de référence du panneau A représente 50u.
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Figure 3.5: Imsunofluorescence et analyse
Northern de pVEl et pvVE3.
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Le fragment Bgl II N dans son entier fut ensuite
examiné pour la présence de stimulateurs. Bgl II N fut frag-
menté en 7 sous-fragments, selon le patron apparaissant & la
figure 3.6, et les sous-fragments clonés dans pVE. Les clones
résultants, pVEN1l & pVEN7, ont été soumis a un protocole d’ex-

pression transitoire (voir figure 3.7).

Fragment Bgl II N 47HSV-2:

-t -
b= =
H T — - - H
& 5 b $% CRo S 3'
0 o a ma na (7] o
t i 11 i d
] i ] [ |
~HpveLy ] J ! 1
pve)
PVENL -N2 -N3 -N4 -N5 -N6 ~N7

1kb

Fiqure 3.6: Fragmentation de Bgl II N.

Tous les clones ont été négatifs sauf pVEN6 et pVEN7
gqui ont produit, comme pVEl, de rares cellules immunopositi-
ves pour grand T et un faible signal en analyse Northern, 0.3%
du signal du contrdle positif, pSVIBSS. Tout comme pour pVE1,
les protocoles ont été répétés avec différentes préparations
de plasmides et les mémes résultats obtenus. A noter que le
clone pVEN2 qui contient un fragment de 1.6kb dans lequel on

retrouve le fragment présumé transformant de 227pb donne un

résultat négatif.
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Figure 3.7: Recherche de stimulateurs chez Bgl II N.

Cette fiqure représente le résultat de l’analyse Northern
effectuée sur des échantillons de cellules Hela issues de pro-
tocoles d’expression transitoire. L‘ARNm total, 20ug par
puits, est extrait de cellules transfectées avec pSV1BSS (1),
pVEN1l (2), pVEN2 (3), pVEN3 (4), pPpVEN4 (5), pVENS (6), PVENG
(7-8), PVEN7 (9-10). Le transfert se fait sur membrane Hybond-
N. Les messagers de grand T et petit T sont détectés avec une
ribosonde, pGT2, contenant le fragment Hpa I - Hpa I (1067pb)
de pSV1BSS. Les bandes inférieure et supérieure représentent
les ARNm de grand T et petit T, respectivement. La position
de migration des ARN ribosomaux eucaryotes de 285 et 18S est
indiguée. Les panneaux A et B représentent des expositions de
48 heures de deux protocoles d’expression transitoire diffé-
rents. Le panneau C résume les lectures densitométriques ef-
fectuées sur les échantillons ol des bandes ¢étaient détecta-
bles. Les fléches pointent vers les bandes de faible intensi-~
té. Aucun des fragments de Bgl II N ne produit de grandes
gquantités d’ARNm spécifiques a4 grand T et petit T. La frag-
mentation de Bgl II N a été effectuée selon le diagramme de

la figure 3.6 Les fragments obtenus furent clonés dans pVE.
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-+ 18S
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C)
Plasmides Lectures densitométriques
PSV1BSS 100% - 100%
PVENG6 3%

Figure 3.7: Recherche de stimulateurs chez Bgl II N.
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Ce bloc d’expériences nous permet de conclure, qu’a
moins d’avoir fragmenté Bgl II N a l’intérieur d’un stimula-
teur, le fragment Bgl II N d’HSV-2 ne contient pas de stimu-

lateur capable de se substituer fonctionnellement au stimu=-

lateur de SV40.

3.3.3. Les promoteurs du fragment transformant.

De toutes les hypothéses sur le mécanisme par lequel
Bgl II N opére la transformation, deux possibilités apparais-
sent plus probables. Dans un cas, le mécanisme fait appel a
un oncogéne présent sur le fragment qui peut étre: 1) un géne
normalement exprimé durant le processus infectieux mais dont
la dérégulation est provoguée par la présence d’un trans-ac-
tivateur inhabituel ou par l’intégration d’un stimulateur a
proximité; 2) un géne normalement éteint pendant le processus
infectieux et qui est activé par un trans-activateur spéci-
figque ou une intégration. Dans l/autre cas, un stimulateur ou
promoteur est relocalisé par intégration a4 proximité d’un pro-
to-oncogéne cellulaire et active ce dernier.

Dans les hypothéses ci~haut mentionnées, les pro-
moteurs jouent les rdles-clé. Nous avons donc porté une at-
tention particulieére a toutes les séquences localisées en
amont de phases de lecture ocuvertes (PLO) assignées ou non du
fragment Bgl IT N dont la séquence est disponible {pour sé-
quence, voir Galloway et Swain, 1984). La séquence.de nucléo-

tideé fut soumise a une recherche de PLO (voir figur= 3.8).
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Figure 3.8:

Localisation schématique de la provenance des ARNm

Les phases de lecture ouvertes chez Bgl IT N.

viraux

recueillis au cours de 1’infection de cellules TC7 par HSV-2,
souche 333, L’information est tirée de 1i’article de Jenkins
et Howett (1984). Chaque unité transcriptionnelle est identi-
fiée par un trait indiquant la direction de la transcription
ainsi que par un sigle indiquant la classe du géne et le poids

moléculaire en kilodaltons du produit du géne.
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Figure 3.9: Recherche de PLO et séquences consensus chez
la ségquence de nucléotides de Bgl IXI N.

La séguence de nucléotides du premier tiers de Bgl II N chez
lequel les fragments présumés transformants sont retrouvés a
été traitée informatiquement pour identifier toutes les PLO
ainsi que les séguences rencontrant les consensus d’éléments
de promoteurs et de stimulateurs connus. Les PLO sont iden-
tifides par des boites et la direction de la transcription
par-un trait. La taille estimée de la protéine produite sert
a4 l’identification de la PLO, les signes + et - se rapportant
au brin. Les becites TATA sont indiquées par des triangles ren-
versés. L’agrandissement met en évidence une séguence s’ap-
parentant a la séquence consensus du noyau de plusieurs sti-
mulateurs connus, avec laquelle la séquence d’HSV-2 affiche
80% d’homologie.
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La plus grande PLO est assignée et code pour une protéine de
38kd, la petite sous-unité de la ribonucléotide réductase vi-
rale (Galloway et al., 1982). Cette PLO est également co-li-
néaire avec l’extrémité 3’-non-traduite de la grande sous-
unité de la ribonucléotide réductase virale, codant pour une
protéine de 144kd, dont la transcription débute dans le frag-
ment voisin de Bgl II N, Bgl II C (Swain et Galloway, 1986).

Deux PLO non-assignées de bonne taille ont é&té
repérées. L’une d’entre elles code présﬁmément pour une pro-
téine de 24kd . Cette PLO est colinéaire avec l’extrémité 37
d’un géne B codant une protéine virale de 61kd et recele le
présumé fragment transformant minimal de 227pb. La seconde PLO
est co~linéaire avec la PLO de la 38kd sur le brin négatif et
code pour une présumée protéine de 35kd. La PLO de 35kd recele
entre ses limites plusieurs PLO de plus petite taille ayant
toutes le méme codon d’arrét.

L’examen des séquences en amont des PLO a permis de
localiser la boite TATA chez le promoteur de la 38kd. Le pro-
moteur a été identifié (Galloway et Swain, 1984) et son acti-
vité transcriptionnelle examinée dans le cadre du processus
infectieux (O’Hare et Hayward, 1984, 1985). Malgré l’absence
de boites TATA et CAAT en amont de la présumée 35kd, on y re-
trouve néanmoins deux courtes séquences définitivement inté-
ressantes: un tandem de sites d’attachement du facteur de
transcription Spl et la séquence consensus du noyau de plu-

sieurs stimulateurs dont celui de SV40 (voir figure 3.10).
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CCCAGCAGGC GATCCGCGCT GAATCGCACG TAGTTCTCGA TGGCCGCCAG

e [HIIULT
GGCCCCCGGA CTCAGGATAG AGCTGTCCGT CGGGGCCTEG GATCGGATGA

Figure 3.10: Séquence des nucléotides en amont d’une phase
de lecture ouverte non-assignée chez Bgl II N
d’HSvV-2.

Cette figure représente une partie de la séquence de nucléo-
tides de Bgl II N (Galloway et Swain, 1984) ayant servi a fai-
re la recherche de PLO. La numérotation des paires de base
débute au site Bgl II en amont de la 38kd. La séquence des
nucléotides apparaissant ci-haut est celle du brin négatif.
La seéquence "noyau" de SV40 apparait & 1600pb, les deux boites
GC a 1450pb. Les ATG de départ de 3 PLO possibles apparaissent
en gras; ils sont chapeautés par une double fléche indiguant
la direction de la transcription. La double fléche est suivi
du numéro du dernier nucléotide du codon dfarrét et de la
taille prédite de la protéine résultante.
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Le promoteur de la 38kd et celui présumé de la 35kd ont été
clonés dans pHS102 et pHS102M.

Les différentes constructions plasmidiques produites
apparaissent schématisées a la figure 3.11. Toutes les cons-—
<ructions ont été soumises a un protocole d’expression tran-
sitoire chez des cellules Hela. Le niveau relatif d’expression
des constructions apparait aux figures 3.11 et 3.12.

Deux fragments de Bgl II N englobant 350pb (pHSV350)
et 510pb (pHSV510) respectivement de séquences en amont de la
PLO-38kd ont démontré leur inhabileté a induire la transcrip-
tion de grand T. Ce résultat suggére que le promoteur de la
38kd, dans son contexte viral et en absence de trans-activa-
teurs, est transcriptionnellement é&teint. En effet, le géne
de la ribonucléotide réductase virale appartient & la classe
des génes précoces (B) et, a ce titre, nécessite une trans-
activation par le produit d‘un géne trés précoce (a), comme
l’a-4 (O’Hare et Hayward, 1985). Par contre, lorsque le frag-
ment de 350pb du promoteur de la 38kd est clopé en aval da
stimulateur SV40 (pHSV350E), un niveau d’activité transcrip-
tionnelle comparable & celui de pSV1BSS est cbservé, suggérant
ainsi la dépendance de ce promoteur sur l’apport d’un trans-
activateur ou d’un stimulateur. De plus, l’inversion de 1’0~
rientation du promoteur de la 38kd diminue son activité trans-
criptionnelle de 8 fois mais ne l’éteint pas.

Un premier clonage des séquences du présumé promo-
teur de la 35kd englobait la séquence noyau des stimulateurs

sans les sites Spl. Ces séquences activent la transcription



Chapitre 3: Recherche d’éléments de contrdle trans-
criptionnel chez Bgl II N d‘HsSv-2. Page 80

a 3% du niveau observé chez le contrdle positif, sans produire
de cellules immunopositives pour grand T. L’addition du sti-
mulateur de SV40 a cette construction résulte en une perte
totale d’expression. Par contre, lorsque le fragment testé
comprend les sites Spl, le niveau d’expression passe de 0 a
0.5% avec l’addition du stimulateur. Nous concluons que les

séquences en amont de la PLO-35kd ne constituent pas un

promoteur fonctionnel.
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Nom du plasmide: Ordre des séquences % d’expression
pSV1BSS (+): stim. SV40 - prom. SV40 - T 100%
pHS102 (-): - - - - 7 0%
pHS102M: stim. SV40 -~ - - T 8%
PHSV350 (38kd): - - Xhol -Pvul - T 0%
pHSV510 (38kd): - - BglII-Pvul - T 0%
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pHS35A (35kd): - PvulI-Ndel T 0%
PHS35AE (35kd): stim. SV40 PvulI-Ndel T 0.5%

Figure 3.11:

Analyse des séquences potentiellement pro-
motrices du fragment Bgl II N.

a) Localisation
che de Bgl II N.
b) Localisation

sous—-clonage des
c)

des promoteurs examinés, sur le tiers gau-

des sites d’endonucléases ayant servi au
promoteurs. .

Tableau résumant le nom des constructions, la nature du

matériel herpétique gqui y est inséré, la présence ou l’ab-
sence du stimulateur de SV40 et le niveau d’expression rela-
tif, mesuré par analyse Northern (voir figure 3.,12)
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Figqure 3.12: Analyse Northern des clones dérivés de pHS102
et pHS102M contenant les promoteurs poten-
tiels de Bgl II N.
Cette figure représente le résultat de l‘analyse Northern ef-
fectuée sur des échantillons de cellules HelLa issues de pro-
tocoles d’expression transitoire. L‘ARNm total, 20ug par
puits, fut extrait de cellules HeLa transfectées avec pSV1BSS
(3= 20ug; 4= 2ug), pHS102 (5), PHSV3SO0E (6), pHSV35LE (7),
pHSV350 (8), pHS35 (9), PHS35A (10), pHS35E (11), pHS3S5AE
(12). Les puits 1 et 2 représentent 20 et 2ug respectivement
d’ARN extrait de cellules cos. Le transfert se fait sur mem-
brane Hybond-N. Les messagers de grand T et petit T sont dé-
tectés avec une ribosonde, pGT2, contenant le fragment Hpa I -
Hpa I (1067pb) de pSV1BSS. L’autoradiogramme représenté est
une exposition de 48 heures. Les fléches mettent en évidence
les faibles bandes de l/’échantillon pHS35AE (12). Le panneau
C de la figure 3.11 résume les lectures densitométriques ef-
fectuées sur les échantillons ol des bandes étaient détecta-
bles. Les bandes inférieure et supérieure représentent les
ARNm de grand T et petit T, respectivement. La position de
migration des ARN.ribosomaux eucaryotes de 285 et 185 est

indiquée. Les différentes configurations sont résumées a la

figure 3.11.
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Figure 3.12: Analyse Northern des clones dérivés
de pHS102 et pHS102M contenant les
promoteurs potentiels de Bgl II N.



Chapitre 3: Recherche d’éléments de contrdle trans-
criptionnel chez Bgl II N d‘HSV-2. Page 84

I ]

3.4. Discussion.

Trois clones, testant la capacité de sous-fragments
de Bgl II N & remplacer fonctionnellement le stimulateur de
SV40, ont produit, de fagon répétée, de faibles bandes d/ARNm
spécifiques au géne reporteur, grand T, et ce, en regard d’un
excellent contrdle négatif, pVE. Nous pourrions conclure que
les fragments en question recelent des stimulateurs qui sont
faibles dans le contexte du promoteur de SV40 mais qui pour-
raient s’avérer actifs a 1l’intérieur du génome viral. Toute-
fois, l’immunoflucrescence de ces échantillons a produit de
trés rares cellules fortement immunopositives pour grand T,
produisant possiblement une quantité d’antigéne T compatible
avec l’intensité des bandes d’ARNm observées. Ces observations
sont difficiles a concilier avec 1’hypothése voulant que pVEL,
pPVEN6 et pVEN7 recélent de faibles stimulateurs.

Une fagon d’expliquer l’existence de ces rares cel-
lules immunopositives pour grand T consiste a accepter 1’hy-
pothése de Weintraub (1988) selon laguelle une probabilité,
faible mais définie, existe qu’un complexe transcriptionnel
fonctionnel se forme sur un promoteur démuni de séquence sti-
mulatrice. Bien gue l’évidence expérimentale présentée par
Weintraub & 1’appui de son hypothése soit intéressante, cette
dernieére explique difficilement comment un contrdle absolu de
l’expression de génes régissant, par exemple la prolifération,
est exercé. Ce modéle probabiliste permet de prédire que tous

les plasmides contenant au moins le promoteur de SV40 produi-
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ront des cellules immunoponsitives, ce qui n'est pas notre ob-
servation.

Une autre fagon d’expliquer l’existence de ces rares
cellules immunopositives consiste a évoquer une intégration
génomigue des plasmides a proximité de stimulateurs ouw autres
activateurs cellulaires. Les fragments d’ADN herpétique in-
sérés dans les clones pVEl, pVEN6 et pVEN? semblent contenir
des séquences qui favorisent 1’intégration des plasmides apreés
la transfection ou encore qui dirigent 1’intégration vers un
nombre restreint de sites spécifiques. Dans chacun des cas,
1’intégration placerait, a basse fréquence, le vecteur exogéne
a4 proximité d‘un stimulateur transcriptionnel cellulaire.
Seuls les plasmides contenant de 1’ADN herpétique ont produit
cet effet. Il est intéressant de noter que les fragments con-
tenus dans les trois plasmides ci-~haut décrits co-localisent
avec les sous-fragments transformants résiduels de Bgl IT N
(Saavedra et Kessous-Elbaz, 1985). Cette hypothése sera ex-
plorée davantage au chapitre 4. |

La conclusion la plus plausible en regard de notre
recherche de stimulateurs chez le fragment Bgl II N 4’HSV-~2
est que ce fragment n’en contient aucun. Comme ce fut le cas
pour herpés saimiri (Schirm et al., 1985), on ne peut lier
1’activité transformante de Bgl II N a la présence d’un sti-
nulateur.

Notre analyse des promoteurs réels et présumés du
premier tiers du fragment Bgl II N a démontré que le promoteur

de la 38kd doit étre trans-activé par un produit de géne a ou
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stimulé en cis par un stimulateur afin d/induire la transcrip-
tion. Il est intéressant de noter que toutes les PLO assignées
au fragment Bgl II N sont des génes de classes B et F (voir
figure 3.8). Le fragment Bgl II N, transfecté dans une lignée
cellulaire, est dans 1’impossibilité d’activer son programme
génétique, pour cause de pénurie de produits de génes viraux
de classe a. Il devra donc dépendre de trans-activateurs cel-
lulaires ou d’effets cis au site d’intégration dans le génome
cellulaire. Si la carcinogen2se induite par HSV-2 implique
l’expression dérégulée d’un ou plusieurs génes de classe B
localisés sur Bgl II N, le géne codant pour la 38kd constitue
alors un candidat, d’autant plus que nous avons démontré qu’un
stimulateur hétérologue induit en cis une spectaculaire aug-
mentation de son activité transcriptionnelle.

L’intérét envers le présumé promoteur de la 35kd
découle, rappelons-~le, de la présence d‘un tandem.de sites Sp1l
et de la séquence noyau des stimulateurs dont on avait noté
la présence ailleurs dans les génomes herpétiques (Lang et
al., 1984; Jones et Tjian, 1985). Ce présumé promoteur a dé-
montré une trés faible habileté & activer la transcription de
grand T (pHS35). Nous avons démontré qu’en absence du promo-
teur de grand T, le stimulateur complet de SV40, alors situé
a4 proximité (70pb) de 1/ATG (pHS102M), initiera la transcrip-
tion & 8-10% des niveaux normaux. Bien que le niveau d’acti-
vité enregistré avec les séquences de la 35kd soit faible, il
est possible que, par analogie & pHS102M, le niveau observé

représente la contribution faible mais néanmoins normale que
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la séquence noyau apporte a l‘activité totale du stimulateur
SV40 complet. L’addition des sites Spl dans pHS35A entre la
séquence noyau et grand T s’est avérée néfaste. Il est éton-
nant de constater que des sites Spl potentiels ne contribue
pas & l’activation transcriptionnelle, d’autant plus que le
facteur Spl s’attache et induit la transcription in vitro de
génes HSV de classe a {(Jones et Tjian, 1985). Ces sites po-
tentiels étant accolés un & 1l'autre, il est possible que cette
situation rend les sites difficilement accessibles aux fac-
teurs Spl ou gque la libération des facteurs s’en trouve com-
pliquée.

L’insertion, a 500pb de 1‘ATG, d’un stimulateur SV40
complet s’est également avérée néfaste a l’activité trans-
criptionnelle. Nous avons démontré que le stimulateur SV40,
en absence de promoteur, initie tout de méme la transcrip-
tion, mais l‘activation est faible et est induite a courte
distance. La capacité du stimulateur d’activer, méme faible-
ment, & distance respectable reste & démontrer. La distance
des éléments de promoteur par rapport au site de coiffe cons-
titue habituellement un parametre critique pour 1l’initiation
de la transcription. Il est possible que la méme exigence
s’applique aux stimulateurs lorsqu’ils se substituent aux
promoteurs. Une autre explication possible & ce résultat con-
siste a4 suggérer que le stimulateur SV40 régule négativement
ce présumé promoteur.

Contrairement au promoteur de la PLO~-38kd, le pré-

sumé promoteur de la PLO-35kd ne démontrait pas, en dehors
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des items déja mentionnés, la présence d’autres séquences con-
sensus retrouvées fréquemment chez les promoteurs eucaryotes.
Cette PLO se terminait d‘’ailleurs par un codon de terminaison
ambre. Je faisais référence jusqu’a maintenant a la PLO de
35kd bien qu’une PLO de 18ka débutant une centaine de nucléo-
tides plus loin et se terminant par un codon TGA était plus
probable en ce qu‘elle procurait une séquence de téte non-
traduite de longueur plus appropriée. L’intérét dans la 35kd
résidait dans le maintien d’une PLO non-assignée de pareille
longueur. On peut imaginer, pour expliquer cette anomalie,
une pression de sélection exercée sur le brin opposé a l’en-
droit de la PLO-38kd, couplée A un usage rare du codon TCA
pour la sérine chez la 38kd, codon qui se traduirait chez la
35kd par le codon de terminaison TGA.

Le comportement, mis & jour par cette étude, de cer-
tains fragments herpétiques jette une lumidre nouvelle sur
les possibles mécanismes de 1’activité carcinogénique que 1l’on
préte a HSV-2. Le virus cause des épisodes d’infections ly-
tiques récurrents, entre lesquels le virus entre en périocde
de latence. En latence, il est trés probable que le virus
s’intégre au génome cellulaire, tout comme tout ADN épisomal
est susceptible de le faire. Les résultats rapportés dans ce
chapitre suggérent que certains éléments contenus dans le
fragment Bgl II N pourrait favoriser une intégration de cer-
tains fraguments du virus dans des sites chromosomiques trans-
criptionnellement actifs ou & proximité de stimulateurs cel-

lulaires. Ces fragments favoriseraient 1l’intégration en aug-
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mentant la fréquence dfintégration ou en modifiant la spé-
cificité de celle-ci. Ce mécanisme est compatible avec 1la
basse fréquence de formation de focus chez NIH 3T3 observée
avec Bgl II N. Selon ce scénario, un stimulateur cellulaire
activerait en cis la transcription d’un ou plusieurs génes de
classe B intégrés a proximité du stimﬁlateur et la dérégula-
tion de l'expression de ces génes produirait, par 1l’/intermé-
diaire d‘une cible cellulaire, l’effet carcinogénigque.

Notre systéme de trappage fonctionnel de stimula-
teurs transcriptionnels se compare avantageusement aux autres
systémes de trappage décrits antérieurement. Nous comptions
initialement utiliser une technique de type "“shotgun" pour
trier, sur une base fonctionnelle, un grand nombre de frag-
ments. Le cas de pVEl a démontré que notre systéme ne se préte
pas a cette technique. Il est dfailleurs plﬁs efficace de
laisser la trappe s’intégrer au génome. Effectivement, bien
gue notre systéme ait été congu a l’origine pour identifier
des stimulateurs exogénes, les dosages immunocytologiques
effectués jusqu’a maintenant ont mis en évidence le fait que
les vecteurs utilisés peuvent repérer, sous certaines condi-

tions, des stimulateurs endogénes.
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~hapitre 4: Des fragments de Bgl II N semblent induire

une intégration génomique dirigée.

4.1. Introduction.

Au chapitre précédent, notre effort de recherche
visant a mettre a jour de nouveaux éléments de contrdle de la
transcription a produit de l/’information inattendue. Le type
de résultat attendu de notre trappe a stimulateur était sim-
ple: la transfection dfun vecteur tel pSV1iBSS chez des cel-
lules Hela produit 10-30% de cellules immunopositives pour
grand T; si un stimulateur mcins puissant remplace celui de
SV40, alors nous devrions observer 10-30% de cellules démon-
trant une fluorescence nucléaire plus faible. L’observation
de rares cellules fortement immunopositives pour grand T chez
pVEl, pVEN6é et pVEN7 ne cadrait donc pas avec notre hypothése
de départ.

Notre systéme de vecteurs de type "trappe" étant en
cours de validation, il s’est avéré difficile, pour moi, d‘’é-
carter ces résultats d’apparence artefactuelle sans chercher
a comprendre la raison de leur apparition. De plus, cette ob-
servation était limitée a des plasmides contenant de 1/ADN
herpétique, nuance nbn-dénuée d’intérét.

Trolis explications possibles étaient envisagées pour

expliquer le phénoméne observé. La premiére veut gqu’une inté-
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gration génomique ait révélé, par 1’intermédiaire de grand T,
l’existence de stimulateurs d’origine cellulaire d‘une puis-
sance équivalente & celle du stimulateur SV40. La seconde,
1’hypothése de Weintraub (1988), propose deux choses: 1) qu’en
expression transitoire, malgré la présence d’un grand nombre
de copies épisomales d’un géne transfecté, une seule copie
serait transcrite; 2) que 1’initiation de la transcription est
un phénonéne probabiliste ol les stimulateurs augmente la pro-
babilité de 1’événement et ol leur absence met en évidence la
probabilité de base, aussi mince fut-elle. La troisiéme ex-
plication va & l’encontre de la seconde alors gqu‘elle propo-
se gue les cellules immun&positives représentent des cellules
marginales ol un grand nombre de copies épisomales du géne
transfecté sont transcriptionnellement actives, amplifiant
ainsi le niveau détecté d’activité transcriptionnelle du pro-
moteur dénué de stimulateur.

Afin de tenter de tirer au clair cette question,
nous avons procédé au remplacement du géne reporteur par le
géne de résistance a l’antibiotique G418, le géne neo, cuez
pPSV1BSS, pVE, pVEl et pVE2. Nous avons également construit
pSVOneo ot le promoteur et le stimulateur ont été &liminés.
Un protocole d’expression transitoire fut mené avec ces nou-
velles constructions et les populations cellulaires résultan-
tes soumises & 2 semaines de sélection au G418. Les colonies
survivant la sélection devraient permettre de mettre au test

les trois explications explicitées plus haut,
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4.2. Résultats: intégration d’un faible nombre de copies
Plasmidiques.

Les constructions pSvVineo, pSvVOneo, pVEneo, pVElneo
et pVE2neo ont été transfectées dans 5 x 10° cellules HelLa et
les populations cellulaires soumises, aprés 48 heures, a 15
Jjours de sélection sous G418. Le décompte des colonies sur-
vivantes apparait a la figure 4.1.

Le nombre de colonies enregistré pour pSVlineo est
important mais les nombres enregistrés pour pVEneo, pVElneo
et pVE2neo sont plus élevés que prévu. Le rapport de la fré-
quence de cellules immunopositives chez pVEl versus pSV1BSS
était de 1/3,000 alors gqu’il n’est que de 1/8 pour les colo-
nies des homologues neo, si l’on ne considere que les colonies
de fort diamétre. Les résultats du chapitre précédant nous
laissait prédire un plus grand nombre de colonies avec pSVlineo
et trés peu de colonies avec les autres constructions. A la
lumiére du modéle favorisant 1’intégration, on peut toujours
suggérer que, la mort par cvtotoxicité au G418 ne survenant
que 6 jours apreés la transfection, un plus grand nombre de
copies épisomiques s’intégrent au génome, d’ol une plus forte
probabilité de trouver un stimulateur cellulaire. On note une
nette démarcation au niveau du nombre de colonies de faible
diamétre alors que pVElneo enregistre de 2.5 a 4.5 fois plus
de colonies que pVEneo et pVE2neo.

Les populations de clones ont été initialement a-
malgamées et amplifiées sous sélection. Les quelques clones

observés chez pSVOneo nfont pas survécu a l’amplification.
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Figure 4.1: Résultats de sélection chez pVEneo et dérivés.

a) Tableau représentant l/arrangement des seéquences en amont
du géne reporteur neo chez les plasmides dérivés de pVEneo.
La carte exacte de chacun de ces plasmides apparait en
appendice.

b) Les plasmides décrits plus haut ont été transfectés chez
des cellules HelLa qui furent soumises, aprés 48 heures, a un
régime de sélection au G418. Les colonies ont été comptées et
quelques unes clonées pour amplification aprés 12 jours de

sélection.
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Nom du plasmide:

pSVlneo: stim.
pSVOneo:

sSvV40

pVEneo: site multi-clonage
pVElneo: HSV- 227pb --->
pVE2neo: HSV- 227pb <---

Ordre des séquences.

- prom. SV40 -
- prom. SV40 -
- prom. SV40 -

nombre de colonies

neo
neo
neo
neo
neo

Plasmides\diametre:

pSvVlneo:
pSVOneo:
pVEneo:

pVElneo:
pVE2neo:

fort

AONOO

pe

tit

60

5
19
53
12

Figure 4.1: Résultats de sélection chez
pVEneo et dérivés.
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L’ADN génomique a été extrait et digéré avec Bam HI, Bgl I,
Bgl II et Eco RI. Les digestions génomigques ont ensuite été
soumises a une analyée Southern. Les autoradiogrammes appa-
raissent aux figures 4.2 3 4.4 alors que le résumé des obser-
vations apparait a la figure 4.5.

L’intégration génomique est un phénoméne au cours
duquel est fréquemment observée 1l’insertion d’un grand nombre
de copies d’un ADN épisomal que l’on retrouve dans le génone
sous la forme de concataméres. Conséquemment, dans les cas
d’intégration sous forme concatamérique, la digestion de 1’ADN
génomique avec des endonucléases coupant seulement une fois
le plasmide de 1’ADN transfecté devrait produire une seule
bande, sur 1l‘autoradiogramme de l‘analyse Southern, de 1la
taille de 1‘/ADN linéarisé et d’une intensité équivalente au
nombre de copies du plasmide dans les concataméres.

L’intensité des bandes observées sur les Southern
suggére une équivalence de une a deux copies par génome. De
une a quatre bandes étaient détectées, selon l’endonucléase.
Une bande de la taille du plasmide linéarisé était souvent
observée mais toujours accompagnée par d’autres bandes de
tailles inférieures ou supérieures.

Il semble donc que, dans le contexte dé ces expé-
riences, la survie en milieu sélectif dépend du niveau dfex-
pression d’un nombre limité de copies du plasmide transfec-
té, intégrées sous forme non-concatamérique dans 1le génone

cellulaire.
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Figure 4.2: Analyse Southern de populations de cellules
transfectées avec pSVineo.

Du protocole de sé€lection auquel les cellules Hela transfec-
tées avec pSVineo furent soumises, les colonies non-clonées
de pSVlineo furent soumises & une extraction génomique. L’ADN
génomique fut fragmenté avec les endonucléases Bam HI (A), Bgl
I (B), Bgl II (C), Eco RI (D), Bgl II -Bam HI (E), puis soumis
a4 une analyse Southern. La détection est réalisée avec une
ribosonde constituée du fragment Hind III - Ava I, couvrant
la totalité du ge2ne neo (voir carte de pSVineo, figure 4.5).
Les puits coiffés par un nombre contiennent la valeur numé-
rique équivalente en copies par génome de pSVlneo linéarisé.
L’autoradiogramme représente une exposition de 10 jours a du
film XAR-5. Une bande faible, difficile a percevoir sur cette
épreuve photographique, est indiquée par une fléche. Se ré-
férer a la carte de la figure 4.5 pour connaitre l’emplace-

ment des sites d’endonucléases.
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Figure 4.2: Analyse Southern de populations de
cellules transfectées avec pSVineo.
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Figure 4.3: Analyse Southern de populations de cellules
transfectées avec pVElneo.

Du protocole de sélection auquel les cellules Hela transfec-
tées avec pVElneo furent soumises, les colonies nhon-clonées
de pVElneo furent soumises & une extraction génomique. L’ADN
génomique fut fragmenté avec les endonuciéases Bam HT (A),
Bgl I (B), Bgl II (C), Eco RI (D), Bgl II ~Bam HI (E), puis
soumis a une analyse Southern. La détection est réalisée avec
une ribosonde constituée du fragment Hind III - Ava I, cou-
vrant la totalité du géne neo {voir carte de pSVlineo, figure
4.5). Les puits coiffés par un nombre contiennent la valeur
numérique équivalente en copies par génome de pSVlneo linéa-
risé. L’autoradiogramme représente une exposition de 10 jours
4 du film XAR-5. Se référer & la carte de la figure 4.5 pour

connaitre l’emplacement des sites d’endonucléases.
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Figure 4.3: Analyse Southern de populations de
cellules transfectées avec pVElneo.
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Figure 4.4: Analyse Southern de populations de cellules
transfectées avec pVE2neo.

Du protocole de sélection auquel les cellules Hela transfec-
tées avec pVElneo furent soumises, les colonies non-clonées
de pVEZ2neo furent soumises & une extraction génomigue. L’ADN
génomique fut fragmenté avec les endonucléases Bam HI (A), Bgl
I (B), Bgl II (C), Eco RI (D), Bgl II -Bam HI (E), puis soumis
a4 une analyse Southern. La détection est réalisée avec une
ribosonde constituée du fragment Hind III - Ava I, couvrant
la totalité du g&ne neo (voir carte de pSVlineo, figure 4.5).
Les puits coiffés par un nombre contiennent la valeur numé-
rigque équivalente en copies par génome de pSVineo linéarisé.
L’autoradiogramme représente une exposition de 10 jours a du
film XAR-5. Les bandes faibles, difficiles a percevoir sur
cette épreuve photographique, sont indiquées par des fléches.
Se référer a la carte de la figure 4.5 pour connaitre l’em-

placement des sites d’endonucléases.
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Figure 4.4: Analyse Southern de populations de
cellules transfectées avec pVE2neo.
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Figure 4.5: Résumé de l’analyse Southern des

populations transfectées avec
PSVlneo, pVElneo et pVE2neo.
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Nos observations, jusqu’a maintenant, vont a l‘en-
contre de l‘hypothése selon laquelle un grand nombre de co-
pies transcriptionnellement actives sont responsables de 1’ap-
parition des rares cellules immunopositives chez pVEl. Evidem-
ment, l’examen de populations clonales de ces cellules est né-
cessaire avant de pouveoir tirer une conclusion ferme. L‘exa-
men de ces populations permettra également de trancher la
question suivante. Les multiples bandes observées sur les
Southern, sont-elles la réflection d’une population non-homo-
géne de cellules abritant une seule copie du plasmide dont la
localisation dans le génome varie d’un groupe de cellules a
l’autre ou sont-elles plutét la réflection d‘une population
homogéne de cellules, en tous points identiques quant aux nom-
bre de copies et la localisation des sites d’intégration?

Un clone de pSVlineo et deux chacun de pVEneo, pVEl-
nec et oVE2neo ont été soumis a la méme routine analytique que
les populations ci-haut décrites (figure 4.6). Pratiquement
tous les clones ont produit un nombre de bandes moindre
qu’observé chez la population équivalente, suggérant que les
populations observées plus tét représentaient un regroupement
de sous-populations. L’intensité de la majorité des bandes
suggére une abondance de guelques copies par génome. Le clone
pvﬁi #2 produit, sous digestion Eco RI, une bande d’apparence
concatamérique & 60 copies par génome; sous digestion Bam HI,
la bande de méme intensité se retrouve a une taille de 10.1.
Sous digestions Bgl II et Hind III, l’intensité des bandes

observées est & nouveau faible. Un phénoméne similaire est
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Figure 4.6: Analyse Southern de populations clonales
initialement transfectées avec pSVlineo, pVEneo,
pVElneo ou pVE2Zneo.

Du protocole de sélection auquel les cellules Hela trans-

fecteées avec pSVlineo et pVEneo furent soumises, des colonies

furent clonées, amplifiées et soumises a une extraction geé-
nomigque. L’ADN génomigue fut fragmenté avec les endonucléa-
ses Bam HI, Bgl II (panneau A); Hind III et Eco RI (panneau

B), puis soumis a une analyse Southern. La détection est réa-

lisée avec une ribosonde constituée du fragment Hind III -

Ava I, couvrant la totalité du géne neo (voir carte de

pSVineo, figure 4.5). Les puits regroupés sous la banderolle

"marqueurs" contiennent la valeur numérique équivalente af-

fichée en copies par génome de pSVlineo linéarisé. Les puits

nunerotes référent & des extraits de clones cellulaires ini-
tialement transfectées avec: 1, pSVlineo; 2-3, pVE; 4-5, pVEl;
6~7, pVE2; 8, extrait de cellules Hela non-transfectées. L’au-
toradiogramme représente une exposition de 15 jours a du film

XAR-5. L’information de cette analyse est résumée et comparée

a celle obtenue des populations, a la figure 4.7. Se référer

a la carte de la figure 4.5 pour connaitre l’emplacement des

sites d/endonucléases.
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A)
Marqueurs Bam HI Bgl II

306 2 11 2345671234567

Mzarqueurs Hind III Rco RI

306 211 234567123456 7 8

Figure 4.6: Analyse Southern de populations clo-
nales initialement transfectées avec
pSVlineo, pVEneo, pVElneo ou pVE2neo.
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Figure 4.7: Résumé de 1’analyse Southern de populations
clonales initialement transfectées avec pSvVl-,
PVE-, pVEl- ou pVE2neo.

La taille des fragments observés chez les analyses Southern
de la figure 4.6 est répertoriée dans le tableau ci-contre,
en caractéres gras. Les données enregistrées chez les popu-
lations, telles que regroupées & la figure 4.5, apparaissent
a4 titre de référence. Rappelons que les fragments de restric-
tion présentis pour une endonucléase coupant au moins 2 fois
sont soulignés. Se référer & la carte de la figure 4.5 pour

connaitre l’emplacement des sites d’endonucléases.
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ADN transfecté: Nombre de sites Bandes obtenues

Bam HI:

pSvVlneo (pop.): 1 8.7, 6.5.
pSVlneo (clone): 10.6, 7.4.
pVEneo (clone #1): 3.3.
pVEneo (clone #2): 15.9.
pVElneo (pop.): 1 1.8.
pVElneo (clone #1): 6.3.
pPVE1neo (clone #2): 10.1.
pVE2neo (pop.): 1 8.6, 6.3.
pVE2neo (clone #1): 8.8.
pVE2neo (clone #2): 8.8.

Bgl II:

pSVineo (pop.): 1 B.4, 6.4.
PSVlneo (clone): 31.5, 7.4.

pVEneo (clone #1): 14.0, 7.4, 6.3.
PVEneo (clone #2): 4.9.
pVElneo (pop.): 1 7.8,
pVElneo (clone #1): 9
PVElneo (clone #2): 9
pVE2neo (pop.): 1 7
pVE2neo (clone #1): 5
pVE2neo (clone #2): -

Hind III:

pPSVlineo (clone): 2 7.5, 4.2.
pVEneo (clone #1): 2 14.6, 7.8.
PVEneo (clone #2): -

PVELlneo (clone #1): 2 12.1.
PVElneo (clone #2): 3.3.
PVE2neo (clone #1): 2 7.2.
pVE2neo {(clone #2): 7.2.

Eco RI:

pSVineo (pop.): 2 10.5, 3.6.
pSVlineo {(clone): 18.0, 12.1.
pVEneo (clone #1): 3.5.

PVEneo (clone #2): 3.5.
pVElneo: 3 5.2, 4.3., 3.3.
PVElneo (clone #1): 28.5.
pVElneo (clone #2): 19.1, 6.7.
pVE2neo: 3 7.2, 3.5.
PVE2neo (clone #1): 3.3.
pVE2neo (clone #2): 3.3.

Figure 4.7: Résumé de l’analyse Southern de
populations clonales initialement
transfectées avec pSVl-, pVE-, pVEl- ou pVE2neo.
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observé chez le clone pSVineo et un clone pVEneo. Il semble
peu probable que l‘on puisse attribuer le phénomeéme a des
digestions incomplétes puisque 1’étalement des fragments des
digestions tel qu’observé en fluorescence &tait normal et

permettait 1l‘observation Qd’unités répétitives de bas poids

moléculaire avec Eco RI.

4.3. Discussion.

La premier point d’intérét dans ce groupe de résul-
tats concerne l’apparition de colonies survivant la sélection
avec G418, aprés transfection de pSvOneo, pVEnec et pVE2neo.
Lfabsence de fluorescence spécifique & grand T chez pVE et
PVE2 laissait présager que seuwl pVElneo produirait des colo-
nies survivantes lors de la sélection. Toutefois, des colonies
ont survécu aprés transfection avec pSvOneo, pVEneo et pVE2neo
mais en nombre moindre gqu’avec pVElneo. Il demeure possible
que la puissance de sélection n’ait pas été suffisante pour
procurer une discrimination adéquate, bien que le dosage de
sélection était de 600ug/me¢. Cette divergence trouve peut-
étre son explication en l’absence, chez les plasmides neo, du
phénoméne d‘auto-régulation qu’exerce grand T sur son promo-
teur. Ce phénoméne, chez les plasmides grand T, a possiblement
comme effet, chez les plasmides dérivés de pVE, de biaiser 1la
sélection en faveur de stimulateurs suffisamment puissants
pour surmonter le blocage des sites d’auto-régulation. Néan-
moins, les données obtenues ici avec pVEneo et pVE2neo sug-

gérent que ces plasmides arrivent a s’intégrer dans un envi-
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ronnement génomique propice a leur activation transcription-
nelle, quoigqu‘avec moins de succés que pVElneo.

On peut proposer l’hypothése que le nombre de colo-
nies obtenues avec pVEneo et pVE2neo représentent la fréquence
normale d’intégration au hasard des plasmides dérivés de SV40
alors que le plus grand nombre obtenu avec pVElnec refléte
soit une fréquence plus élevée d’intégration au hasard, soit
une fréquence nermale d’intégration mais, cette fois, spécifi-
que ou dirigée. La nature du matériel herpétique contenu dans
pVElneo, recelant une séquence de type "IS" ("“insertion-like
sequence"), suggeére cette derniére possibilité. La structure
en épingle a cheveux flanguée de séquences répétitives direc-
tes pourrait imposer une spécificité a l’intégration. L’orien-
tation de ces séquences répétitives directes sélectionne pos-
siblement quelle portion du plasmide, les séquences procaryo-
tigques de pBR322 ou le promoteur de grand T, se retrouvera a
proximité du stimulateur cellulaire, ce qui permettrait d‘’ex-
pliquer les comportements différents de pVEl et pVElneo versus
ceux de pVEZ2 et pVE2neo.

La seconde information d‘’intérét réside dans le nom-
bre de copies intégrées des plasmides retrouvées chez les co-
lonies survivantes. Les cellules transfectées ne peuvent sur-
vivre que dans la mesure ol suffisamment de produit du géne
neo est produit. Comme les promoteurs chez pVEneo, pVElneo et
pVE2neo ont deémontré étre transcriptionnellement peu actifs
en protocoles d’expression transitoire, les seules fagons,
chez ces plasmides, de produire suffisamment de produit du

géne neo étaient: 1) de compenser la faiblesse du promoteur
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par le maintien d’un grand nombre de copies du plasmide;
2) d’intégrer le plasmide & proximité d’un stimulateur trans-
criptionnel cellulaire. A cet égard, l‘’analyse Southern des
populations et des clones a démontré qu‘un faible nombre de
copies suffit pour le maintien de niveaux adéquats du produit
de neo. Des bandes plus intenses ont été observées dans quel-
ques digestions de matériel d’origine clonale mais il demeure
difficile de réconcilier leur existence avec les observations
réalisées auprés des populations, chez lesquelles la présence
d’un clone concatamérique aurait produit une ou plusieurs ban-
des d’intensités variables.

Les lectures densitométriques de l’analyse Southern
des populations a démontré gque les bandes de taille équiva-
lente a celle du plasmide linéarisé, observées chez toutes les
populations, nfaffichaient pas une abondance supérieure a cel-
le des autres bandes. Les concataméres, s’ils sont présents
chez ces populations, ne peuvent comporter que 2 a 3 copies
du plasmide.

De deux & qguatre bandes seulement apparaissent sur
les transferts Southern. On peut assumer qu’elles représentent
autant d‘événements d’intégration différents. Ce nombre parait
faible & la lumiére du fait que plusieurs dizaines de colonies
ont été regoupées a l’intérieur de ces populations, ce qui
signifie que plusieurs colonies partagent les mémes sites
d’intégration. Il restait a déterminer si tous les clones com-
portent les mémes bandes ou si les bandes observées représen-

tent des sous-groupes de colonies arborant une seule bande.
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Les colonies furent piquées individuellement et ces
clones ont produit des bandes uniques en analyse Southern,
suggérant gque les populations examinées plus tét étaient non-
homogénes. L’intégration d’une seule copie du plasmide trans-
fecté en un méme site génomique chez tous les membres d‘un
méme sous-groupe de colonies est donc suffisante pour produire
la résistance a la sélection.

Trois explications avaient été suggérées plus tot
pour expliquer ce qui semblait étre a l’origine un artéfact
expérinental de notre trappe a stimulateurs.

Nous avons démontré que la troisiéme explication
suggerant un grand nombre de copies intégrées n’expliquait pas
l’existence de la majorité des clones survivant la sélection
puisque les populations et la majorité des clones ont affichés
de faibles nombres de copies.

La seconde explication, évoluant autour de 1’hypo-
thése de Weintraub, n’a trouvé ni confirmation, ni infirmation
dans nos résultats. Il faudrait présumer un caractére héri-
ditaire & cet événement de nature statistique pour que nos
résultats s’accordent avec cette hypothése. Cette théorie pro~-
babiliste prédit davantage une incapacité a amplifier des po-
pulations, ce que nous avons réussi a faire.

La premiére explication, suggérant une intégration
du plasmide & proximité d’un stimulateur transcriptionnel, a
eté appuyée par notre évidence expérimentale. Un nombre trés
faible de copies s’intégre au génome celliulaire dans un nombre
de sites limités. En nombre total de colonies récupérées apras

sélection au G418, pVElneo a produit un plus grand nombre de
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colonies, suggérant que le matériel herpétique contenu dans
PVElneo joue un réle dans l’activation transcriptionnelle du
promoteur inactif.

Les travaux d’Hamada (1986a, 1986b), Swift et al.
(1987), Hiller et al. (1988) et Gossler et al. (1989) abondent
dans le méme sens que les nétres. Cette premiére explication
permet de proposer que la transformation oncogénique procéde
par intégration génomigque d’une partie du matériel viral a
proximité d’un stimulateur transcriptionnel cellulaire qui
active certains génes du fragment Bgl II N ou encore perturbe
l’activiteé transcriptionnelle de certains génes cellulaires.
La rarete de l’apparition de cellules transformées refléterait
la rareté de l’événement d’intégration productif (voir revue
de Duesberg, 1987).

Il est tentant de suggérer qu’une recherche de sti-
mulateurs dans un génome cellulaire proceéde plus efficacement
par recombinaison des vecteurs dans le génome plutdt que par
clonage d’une digestion génomique dans les vecteurs en ques-
tion. En effet, l‘approche "shot-gun", telle qu‘utilisée par
Weber et al. (1984), fut infructueuse. Par contre, il demeuie
possible que la recombinaison soit biaisée en faveur de sé-
quences homologues ou des origines de réplication de virus
résidant dans le génome, tel 1’/HPV-18 (Swift et al., 1987).
Le succeés apparent de 1’approche recombinatoire pourrait éven-
tuellement confirmer la suggestion de Weber et al. (1984) qui
propose qu’il existe peu de stimulateurs cellulaires a large
spectre, aptes & remplacer celui de SV40 dans l’amplification

de la transcription de son promoteur précoce.
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Chapitre 5: Activité du stimulateur du géne pgk-1 de

souris en situation d‘activation hétéroclogue.

5.1. Introduction.

Des travaux effectués dans ce laboratoire ont pernis
d’isoler et de cloner un géne localisé sur le chromosome X de
la souris, le géne de la phosphoglycérate Kinase (pgk=-1) {Adra
et al., 1987; Adra, 1988). Le promoteur de ce géne a été exa-
miné en procédant au clonage de divers fragments du promoteur
de pgk-l en amont du géne de la B-galactosidase bactérienne
(lacZ) d'E. coli. Lfactivité promotrice des fragments fut me-
surée en quantifiant l’activité enzymatique générée par 1l’ex-
pression du géne bactérien, au cours de protocoles d’expres-
sion transitoire chez des cellules de tératocarcinome EC P19
{(McBurney et al., en préparation). Ces études ont démontré que
le fragment Xba-Stu (-(440-120)) du promoteur de pgk-1l (voir
figure 5.1) se comportait comme un stimulateur transcription-
nel, de par sa capacité a stimuler la transcription apres
l’inversion de son orientation. La duplication de cette sé-
quence a amplifié l’effet stimulateur de fagon analogue au
stimulateur SV40 dans un vecteur dérivé de SV40. Nous avons
voulu évaluer la capacité du stimulateur de pgk-1 & induire
une stimulation transcriptionnelle lorsque transplanté en
amont d‘un promoteur hétérologue, celui de l’antigéne grand T

de SV40.
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100pb
——
BamHI (-~4.3kb) Xbal EcoRI Alul fAtul T TaqQl

—// et pok-1

stiwlateur présuod

Figure 5.1: Le promoteur du géne pgk-l de souris.
M

De plus, certains résultats préliminaires suggé-
raient l’existence d’une séquence distante, en amont, qui sem-
ble contribuer & l’activation transcriptionnelle. L’habileté
présumée de cette séquence d’activer un promoteur a distance
rappelle la capacité démontrée du stimulateur SV40 2 en faire
autant. Nous avons donc examiné 4.5kb de séquences en amont

du géne pgk-1l, a la recherche de séquences stimulatrices.

5.2. Résultats: stimulation hétérologue marginale par le
stimulateur de pgk-1.

Les fragments du promoteur ont été clonés de plu-
sieurs fagons dans pVE. La figure 5.3 résume les arrangements
de séquences retrouvés chez ces différents plasmides et le
pourcentage d’activité transcriptionnelle enregistré.

Tous ces plasmides furent transfectés en protocole
d’expression transitoire chez les cellules HeLa et EC P19 et
leurs niveaux de production de grand T évalué en immunofluo-
rescence et par analyse Northern. Seul psSVii2z produisit en
abondance de la fluorescence spécifique a grand T; la produc-

tion d‘ARNm spécifique fut mesurée et apparait a la figure
5.3,
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Figure 5.2: Analyse Northern des clones pVE dérivés de pgk-1.

Cette figure représente le résultat de 1l’analyse Northern ef-
fectuée sur des échantillons de ceilules EC P19 (panneaux A
et B) et HeLa (panneau C) issues de protocoles d’expression
transitoire. L’ARNm total, 20ug par puits, est extrait de cel-
lules transfectées avec pSV1BSS (A-1, B-1), pVElll (A-2, B-3,
C-2), pVEll2 (A-3, B-4, C-3), pSvVl1l2 (a-4, B-5, C-4), pVE210
(A-5, B-2, C-1), pVElllA (A-6, B-6, C-5), DVE11llB (A-7). Le
transfert se fait sur membrane Hybond-N. Les messagers de
grand T et petit T sont détectés avec une ribosonde, pGT2,
contenant le fragment Hpal - Hpal (1067pb) de pSV1BSS. Les
membranes furent exposées 96 heures (A) et 48 heures (B et C)
a4 du film XAR-5. Les bandes inférieure et supérieure représen-
tent les ARNm de grand T et petit T, respectivement. La posi-
tion de migration des ARN ribosomaux eucaryotes de 28S et 18S
est indiquée. Les lectures densitométriques effectuées sur ces
films ainsi que les détails de construction des différents

plasmides apparaissent & la figure 5.3.
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Figure 5.2:

Analyse Northern des clones pVE dérivés de pgk-1.
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Figure 5.3: Effet stimulateur du fragment Xba-Stu de pgk-1
sur la transcription du promoteur précoce de
SV40 chez des cellules Hela et EC P19.

a) Tableau représentant l’arrangement des séquences en amont
du géne reporteur grand T chez les plasmides contenant des
fragments du promoteur de pgk-1. La carte exacte de chacun de

ces plasmides apparait en appendice.

b) Les lectures densitométriques effectuées sur les autora-
diogrammes apparaissant a la figure 5.2 sont ici résumées. Les

unités sont A x cn.
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Nom du Arrangement des
plasmide: séquences.
pPSV1BSS (+): stim. SV40 - prom. SV40 - T
PVE (-): prom. SV40 - T
pVElll: Xba-Stu - prom. SV40 - T
pVEll2: Stu-Xba - prom. SV40 - T
pPVEZ210: Stu-Xba - Stu-Xba = prom. SV40 - T
pSvilz: Stu-Xba - stim. SV40 - prom. SV40 - T
PVElllA: Bam-Eco 4.5kb - Xba-Stu - prom. SV40 - T
PVE1l1ll1B: Eco-Bam 4.5kb - Xba-Stu - prom. SV40 - T
Nom du 3 d’activité relative:
plasmide: cellules HeLa cellules EC P19
pSVIBSS (+): 100% 100%
PVE (-): 0 0
pVE1lll: 0 8%
pVEllZ2: 0 7%
pVE210: 0 9%
pSV112: 168% 56%
PVE11l1A: 3% 19%
pVE111B: 0 5%

Figure 5.3: Effet stimulateur du fragment Xba-
Stu de pgk~1 sur la transcription du
promoteur précoce de SV40 chez des cellules Hela

et EC P19.
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Dans ce contexte expérimental, nous avons observé
une faible capacité, de l’ordre de 10% par rapport au contrdle
positif, du fragment Xba-Stu & induire la stimulation trans-
criptionnelle du promoteur précoce de SV40, chez des cellules
EC P19. L‘ajout du fragment Bam-Eco de 4.5kb améliore sensi-
blement l’activation. Cette activité stimulatrice apparait
significative mais fait-elle de ces fragments des stimula-
teurs, au sens de la définition de ceux-ci?

La capacité de stimulation pour les mémes plasmides
chez des cellules HeLa est nulle. Ces résultats suggérent une
absence chez les cellules HeLa de facteurs de transcription
spécifiques au fragment Xba-Stu de pgk-1. Toutefois, des pro-
tocoles d’expression transitoire chez des cellules HelLa furent
menées dans le contexte du chapitre 6, protocoles impliquant
des plasmides ol le promoteur de pgk-1 dirigeait la trans-
cription de grand T. Ces expériences ont démontré que 1la
transcription était efficace (voir figure 6.2) et que, consé-
quemment, les facteurs de transcription spécifigue a Xba-Stu
sont présents chez les cellules Hela.

Puisque les facteurs de transcription spécifiques
au fragment Xba-Stu et au promoteur précoce de SV40 sont pré-
sents chez les cellules Hela, il apparait possible que l’ab-
sence d’activité transcriptionnelle soit dde & 1l/incapacité
de ces facteurs de former un complexe transcriptionnel fonc-
tionnel avec 1’ARN-polymérase II et les protéines accessoires
spécifiques aux motifs du promoteur de SV40. La faible sti-

nmulation détectée chez les cellules EC Pi9 refléterait une
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meilleure compatibilité envers des facteurs accessoires du
complexe transcriptionnel de souris.

Des résultats préliminaires ont démontré la capacité
du stimulateur de SV40 a amplifier l’effet stimulateur du
fragment Xba-Stu (McBurney, en préparation). Nous avons exa-
miner la situation inverse, a savoir si le fragment Xba-Stu
amplifie l’effet du stimulateur de SV40 sur la transcription
de grand T par le promoteur précoce de SV40. Le résultat enre~
gistré & la figure 5.3 pour pSVil2 montre que l’activité du
stimulateur de SV40 est, au mieux, sensiblement diminuée chez
les cellules EC P19. Lorsque le géne reporteur de pSvVlil2 est
remplacé par lacZ chez psSvV112Z, l’activité du stimulateur de
SV40 chez les cellules EC P19 s’en trouve sensiblement amélio-
rée (voir figure 5.4). Chez les cellules HelLa, le niveau d’ac-
tivité de pSV1i2 est au mieux 1.5 fois supérieur a celui de
pPSV1BSS.

La présence du fragment de 4.5kb Bam HI-Eco RI chez
PVE1lllA a augmenté le niveau de transcription induit par le
fragment Xba-Stu (voir figure 5.2). Afin d’examiner cet effet
marginal et d’évaluer s’il était le résultat d’une coopération
entre Xba-Stu et Bam-Eco, le fragment Bam-Eco fut cloné seul
dans un vecteur ol les problémes associés a l’auto-régulation
de grand T sont éliminés, le vecteur pVEBZ oll grand T est rem~
placé par lacZ. Le fragment Bam-Eco a été fragmenté en 3 mor-

ceaux qui furent également clonés dans pVEBZ.
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Figure 5.4: Activité des dérivés de pVEBZ contenant des
fragments du promoteur de pgk-l.

a) La carte des sites d’endonucléases retrouvés en amont du
géne pgk-l1l de souris. Le fragment Xba-Stu apparait sous la
forme d’un trait gras, le situant par rapport au fragment
BamHI - EcoRI. Les traits sous les étiquettes pVEBZX délimi-
tent, pour chacun de ces plasmides, la portion de BamHI -
EcoRI insérée dans le multi-site de clonage de pVEBZ (voir
figure 3.2), dont le géne reporteur est lacZ. L‘orientation

par rapport a pgk-l est maintenue chez les dérivés pVEBZX.

b) Les plasmides dérivés de pVEBZ furent soumis a un proto-
cole d’expression transitoire chez les cellules EC P19. L’ac-
tivité B-galactosidasique fut mesurée sur les extraits cel-
lulaires. Le pourcentage d’activité relative d’un échantillon
X est mesuré en effectuant le rapport de la pente de la ci-
nétique d’accumulation du produit de la réaction enregistrée
pour X sur la pente enregistrée pour le contrdle positif
(pSVllacZ). Pour des fins de comparaison, les séquences in-
sérées dans pVE pour produire pVE1lll, pVEll2, pSV112 et pVE210
1’ont été également dans pVEBZ, donnant la série d’homologues

portant le suffixe Z.
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B)
Nom du plasmide: activité relative
paklacz: 129%
pSVllacZ: 100%
pSv2lacz: 26%
pVEBZ : 5%
PVEBZ1: 6%
PVEBZ3: 0%
PVEBZS: 0%
pVEBZ7: 0%
PVE111%: 5%
pVE1122: 2%
pVE2103: 10%
pSV11232: 150%

Figure 5.4: Activité des dérivés de pVEBZ contenant des
fragments du promoteur de pgk-1.
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La premiére observation intéressante réside dans la
différence importante d’activité entre deux plasmides iden-
tiques sur papier, psSvilacZ et pSvV2lacZ. La construction d’une
carte comparative des sites d’endonucléases a permis de démon-
trer que le promoteur chez pSvV2lacZ était inséré dans la mau-
vaise orientation, d’un point de vue transcriptionnel. Nous
démontrons ici que la différence de niveau d’activité entre
le promoteur pgk-1 et celui de 1z région précoce de SV40 en
protocole d’expression transitoire chez les cellules EC P19
est beaucoup moindre que ce qui avait été précédemment rap-
porté (Adra, 1988). Le niveau d’activité du stimulateur de
SV40 est 2 & 3 fois moindre que celui enrergistré pour le sti-
mulateur pgk-1.

Le fragment Bam-Eco de 4.5kb, lorsque testé en ab-
sence de Xba-Stu chez pVEBZ, a démontré un niveau d’activité
nul chez des cellules EC P19. Il en fut évidemment de néme
avec les sous-fragments testés. Nous n’avons pu observer d’ac-
tivité stimulatrice indépendante associée au fragment Bam-
Eco de 4.5kb.

Nous avons €galement cloné les combinaisons de frag-
ments Xba-Stu apparaissant a la figure 5.3 dans pVEBZ pour
s’assurer que le phénoméne d’autorégulation associé a l’usage
de pVE ne biaise pas nos résultats. Ce dernier groupe de clo-
nes nous permet ainsi de comparer nos résultats directement
avec ceux de l’analyse du promoteur de pgk-1 oll lacZ était le
géne reporteur. Les résultats des protocoles d'ekpression

transitoire auxquels ont &té soumis ces dérivés de pVEBZ appa-
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raissent a4 la figure 5.4. Les niveaux d’activité sont sensi-

blement les mémes qu’observés chez les homologues pVE.

5.3. Discussion.

Les caractéristiques principales des stimulateurs
transcriptionnels comprennent la capacité de ces derniers a
stimuler, a distance, des promoteurs et ce, indépendamment de
l’ori=ntation du stimulateur. La plupart des stimulateurs ac-
tivent des promoteurs hétérologues. A cet é&gard, le stimula-
teur de SV40 stimule adéquatement le promoteur de pgk-1 de
souris (McBurney, en préparation).

L’analyse des séquences en amont du géne pgk-1 a
démontré la capacité du fragment Xba-Stu {-(440-120)), situé
en amont de la boite CAAT, & stimuler, & distance et dans les
deux orientations, le promoteur de pgk=-1 ((-119) - (+80)) (Mc-
Burney, en préparation). Certaines observations préliminaires
(Adra, résultats non-publiés) ont également suggéré que le
fragment Bam-Eco de 4.5kb semble faire de méme. Nous avons
examiné ici la capacité de ces fragments (Xba-Stu et Bam-Eco)
a remplacer fonctionnellement le stimulateur SV40 aupreés d‘un
promoteur hétérologue, celui de l’antigéne grand T de SV40.

Notre évidence expérimentale indique qu‘en proto-
cole d’expression transitoire, le fragment Xba-Stu est un pau-
vre stimulateur de promoteur hétérologue. Bien que cette con-
clusion ne se base que sur l’essai du fragment Xba-Stu avec
un seul promoteur, elle nous apparait néanmoins valide puisque

le promoteur précoce de SV40 est stimulable par une variéteé
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de stimulateurs hétérologues (de Villiers et al., 1982; Le-
vinson et al., 1982; Lusky et al., 1983). L’addition du frag-
ment Bam-Eco de 4.5kb augmente sensiblement l’effet stimula-
teur du fragment Xba-Stu mais l’essai de Bam-Eco seul ne pro-
cure pas de stimulation. Ce dernier contient possiblement un
ou plusieurs motifs pour facteurs de transcription qui ne
suffisent pas, & eux seuls, a stimuler le promoteur de SV40
ou celui de pgk-1l.

Malgré que la stimulation observée chez les cellules
P19, avec les diverses combinaisons de fragment de pgk-1, est
faible, peut-on néanmoins conclure que le fragment Xba-Stu de
pgk—-l est capable de stimuler des promoteurs hétérologues,
comme le fait le stimulateur de SV40? Pour accepter que le
fragment Xba-Stu est un stimulateur fonctionnant de fagon
optimale qu‘avec son propre promoteur, il faudrait vraisem-
blablement démontrer un minimum d’activité stimulatrice 2a
l’endroit d’autres promoteurs connus pour étre fonctionnels
chez les cellules EC P19.

On note également ﬁne différence nette entre les
niveaux d’activité observés chez les cellules EC P19 et Hela.
Nous avons démontré que les facteurs transcriptionnels spéci-
fiques au promoteur précoce de SV40 et au fragment Xba-Stu de
pgk-1 sont présents chez EC P19 et HeLa. La bonne "transfecta-
bilité" des cellules Hela rehausse davantage 1l’absence totale
de transcription pour ces constructions. Le fait que le con~

plexe transcriptionnel ne soit pas fonctionnel malgré la pré-



Chapitre 5: Activité du stimulateur de pgk-1 en
situation d’activation hétérologue. Page 126

L i e A ———

sence de tous les composants requis suggére une incompatibi-
lité entre certains de ces composants.

Les "empreintes" laissées par les facteurs de trans-
cription, qui protégent leur sites d’attachement d’une diges-
tion par l’ADNase, ont permis d’identifier une multitude de
sites d’attachement pour ces facteurs (Davidson et al., 1986;
Schirm et al., 1987). La multiplicité ainsi que la variété des
motifs de séquences retrouvés dans ces empreintes ont été in-
vogués pour expliquer la capacité démontrée du stimulateur de
SV40 d’induire une stimulation transcriptionnelle chez une
variété de promoteurs (Zenke et al., 1986). Une hypothése sur
la raison d’étre de cette multiplicité chez SV40 suggére que
la multiplicité est requise pour surmonter la non-disponibi-
lité toujours possible de certains facteurs de transcription
chez certains hotes cellulaires. A cet égard, nos résultats
suggérent que la capacité d’un facteur a s’assembler adéquate-
ment & l/intérieur d’un complexe transcriptionnel fonctionnel
peut varier d‘un complexe a l’autre et gue l’activité d’un
notif de stimulateur ne dépend pas uniquement de la disponibi-
lité du facteur s’y attachant.

Donc, en résumé, le fragment Xba-Stu en amont du
géne pgk-l1 de la souris se comporte comme un stimulateur
transcriptionnel lorsque lié a son promoteur homologue, sti-
mulant & distance et dans les deux orientations, mais s’avére

peu apte 4 stimuler un promoteur hétérologue.
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Chapitre 6: Effets de l’antigéne grand T de SV40 sur

la différenciation des cellules EC P19.

6.1. Introduction.

L’étude des oncogenes identifiés jusqu’a maintenant
a permis de cerner l’implication de certains d’entre eux dans
des activités associées au contrdle de la prolifération et du
statut de différenciation cellulaires. La prolifération et la
différenciation semblent étre d’ailleurs des événements re-
liés, le statut de différenciation s’accompagnant toujours
d’un niveau prolifératif approprié. Une question fréquemment
évoquée porte sur la nature de l’immortalisation cellulaire:
1’immortalisation représente-t-elle une perte de contrdle de
l’activité proliférative ou une dédifférenciation entrainant
un regain de l’activité proliférative?

La découverte du produit de proto-oncogeéenes chez
des cellules différenciées suggére que certains oncogénes
jouent un réle dans les mécanismes normaux de différenciation
ou perturbent, par la présence de leur produit, les dits mé-
canisnes.

L’idée fut examinée une premiére fois dans notre
laboratoire par l’utilisation chez EC P19 de plasmides expri-
mant le proto-oncogéne Ha-ras®-1 afin de déterminer si p21,

le produit de l’oncogéne, joue un réle dans la différencia-
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tion. Mise a part l’apparition de fibroblastes transformés
ras’, p2l n’a pas modifié le spectre de lignées cellulaires
différenciées obtenu aprés induction avec AR (Bell et al.,
1986; Rudnicki et al., 1989).

Le probléme fut approché différemment en soumettant
des cellules différenciées a un protocole de sélection de
croissance en nilieu semi-solide qui permit d’isoler des clo-
nes de cellules semi-différenciées immortelles présentant les
caractéristiques cytologiques de cellules musculaires sque-
lettiques (Rudnicki, 1988). Une immortalisation fortuite avec
fixation du statut de différenciation & un stade transition-
nel sont observés ici, alors que p2l1 induit chez les fibro-
blastes ras® une faible transformation.

Un certain nombre d’bncogénes, tels les antigénes
grand T, de SV40 et polyome, El1A d’adénovirus, et de proto-
oncogeénes, tels v-myc, c¢-myc, N-ras, H-ras et v-erbA, ont
démontré qu’ils peuvent, dans certains systémes, interférer
avec la différenciation, soit en 1l’induisant (Grimaldi et al.,
1984; Miller et Wagner, 1984; Bar-Sagi et Feramisco, 1985),
soit en la bloguant (Falcone et al., 1985; Cherington et al.,
1986, 1987, 1988; Coppola et Cole, 1986; Prochownik et Kukow-
ska, 1986; Denis et al., 1987; Olson et al., 1987; Webster
et al., 1988; Coppola et al., 1989; Lassar et al., 1989;).

Dans le cas précis de l’antigéne grand T, ce der=-
nier a démontré sa capacité a immortaliser des lignées pri-
maires de cellules et plusieurs lignées cellulaires perma-

nentes aux caractéristiques différenciées ont été isolées (De
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Vitry et al., 1974; Palmiter et al., 1985; Hanahan, 1986; Jat
et al., 1986; Neto et al., 1986; McKay, 1989; Amsterdam et
al., 1988; Frederiksen et al., 1988; Williams et al., 1988;
Cepko, 1989; Liao et al., 1989).

Ces observations nous ont conduit & étudier la dif-
férenciation chez des cellules EC P19 transfectées avec des
plasmides exprimant le géne de l’antigéne grand T de SV40. Le
produit de cet oncogéne est de localisation généralement nu-
cléaire, contrairement & p2l, et démontre une compétence au
chapitre de l’immortalisation. Il complémente & l’occasion le
travail d‘un oncogéne cytoplasmique pour générer le phénotype
transformé (Hirakawa et Ruley, 1988). L‘observation de Rud-
nicki (1988) nous suggéra qu’il était possible que grand T
puisse immortaliser des cellules en voie de différenciation
avec des caractéristiques cytologigques intermédiaires entre
la cellule EC et ia cellule entiérement différenciée. Dans un
contexte plus large, nous voulions évalué l’effet de cet on-
cogéne sur le processus de différenciation chez les cellules

EC Pls.

6.2. Résultats. ‘
6.2.1. Le géne tsT n’est pas exprimé chez les cellules P19
différenciées.
L’éventualité d’obtenir des clones de cellules P19
seni~différenciées, immortalisées avec grand T, nous amena i
contemﬁler l’utilisation d’un oncogéne désactivable, tel un

mutant ts sensible & la température, afin de pouvoir redif-
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férencier l’intermédiaire transitionnel. Nous avons fait ap-
pel dans nos premiéres constructions au mutant tsAS8 (Tegt-
meyer, 1975) de l’antigéne grand T de SV40, mutant désactiva-
ble & 39°C. Le géne mutant fut placé sous le contrdle trans-
criptionnel de divers promoteurs: son promoteur naturel, ce-

lui du géne pgk-1 de souris et RSV.

Nom du plasmide: Enchainement des séquences:

Tag-1: stim.+ prom. SV40 - neo - Xba-Taqg (pgk) = wtT
TagtsT: stim.+ prom. SV40 - neo - Xba-Taq (pgk) - ts?T
SVtsT: stim.+ prom. SV40 - neo - stim.+ prom. SV40 - tsT
RSVEST : stim.+ prom. SV40 - neo - prom. RSV - tsT
pgktsT: Xba-Taq {(pgk) - tsT

Table 6.1: Enchainement des séquences chez
les dérivés de tsT.

L -

Les constructions furent soumises a un protocole
d’expressin>n transitoire chez EC P19 ol les trois construc-
tions produisirent des cellules immunopositives pour grand T
(voir figure 6.1). On note que le plasmide RSV-tsT produit,
chez bon nombre de cellules, une fluorescence nucléaire et
cytoplasmique.

Deux régimes de différenciation furent utilisés par
la suite, les deux régimes utilisant la co-transfection avec
pKJ-1, un plasmide ol neo est sous le contréle transcription-
nel de pgk-1, et un plasmide contenant le géne pgk-1l entier

(21kb), pour contribuer & stabiliser 1’/intégration.
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Figure 6.1: Le géne tsT, sous le contrdle de divers
promoteurs, produit une immunofluorescence
détectable chez les cellules Hela.

Cette figure présente le résultat d’un protocole d!immuno-

fluorescence, la fluorescéine révélant l’antigéne grand T

(colonne de droite), effectué sur des cellules Hela, issues

de protocoles d’expression transitoire. La colonne de gauche

présente les plans en contraste de phase des panneaux corres-
pondant de la colonne de droite. Les cellules HeLa avait été

transfectées avec SVtsT (A-B), RSVtsT (C-D), TagtsT (E-F),

Tag-l (G-H). On notera, au panneau D, des cellules avec une

immunofluorescence nucléaire et cytoplasmique (fleches). L’an-

ticorps primaire utilisé est l’anticorps polyclonal D2 de
lapin, dirigé contre grand T. L’anticorps secondaire est un
anticorps de chévre, anti-lapin, conjugué a la fluorescéine.

Le trait de référence représente 50u.
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Figure 6.1: Le géne tsT, sous le contrdle de divers
uit une immunofluorescence

promoteurs
détectable chez les cellules Hela.
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Chez le premier régime, la différenciation était
induite puis les plasmides transfectés a4 8, 24 et 48 heures
aprés 1’induction, aprés quoi la population était placée sous
sélection. Chez le second régime, les plasmides étaient d’a-
bord transfectés, la population soumise & une sélection, des
clones prélevés puis différenciés sous sélection.

Sous les conditions du premier régime, seule une
descendance immortalisée, de cellules partiellement ou com-
plétement différenciées, était attendue aprés la sélection
puisque 100% des cellules EC P19 se différencient sous ces
conditions et entrent éventuellement en sénescence. Soixante
clones furent prélevés parmi les clones résultants, amplifiés
sous sélection et testés pour la présence de grand T. Aucun
clone ne s‘avéra immunopositif. Méme le contrdle positif
Tag-1, ou le géne type sauvage de grand T est sous le contréle
de pgk-1, ne produisit aucun clone positif aprés sélection.

Sous les conditions du second régime, tous les plas-
nides transfectés démontrérent une immunopositivité et une
production abondante d/ARNm avant la sélection (voir figures
6.1 et 6.2). Apreés la sélection, les seuls clones positifs
furent observés chez les cellules transfectées avec Tag-l: la
production de tous les mutants ts et de certains clones Tag-1l
s’était éteinte durant la sélection. Le protocole fut répété

a deux reprises, avec les mémes résultats.
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Figqure 6.2: Production d’ARNm spécifique a tsT par divers
promoteurs.

Cette fiqure représente le résultat de l1’analyse Northern
effectuée sur des échantillons de cellules HelLa (panneau A)
et EC P19 (panneau B) issues de protocoles d’expression tran-
sitoire. L’ARNm total, 20ug par puits, est extrait de cellu-
les transfectées avec Tag-1 (A-1, B-5), TagtsT (A-2, B-6),
SvVtsT (A-3, B-2), RSVLST (a-4, B-3), pgktsT (A-5, B-4). Le
transfert se fait sur nembrane Hybond-N. Les messagers de
grand T et petit T sont détectés avec une ribosonde, pGT2,
contenant le fragment Hpa I - Hpa I (1067pb) de pPSV1BSS. La
nembrane fut exposée 16 heures a un film XAR-5. Les bandes
inférieure et supérieure représentent les ARNm de grand T et
petit T, respectivement. La position de migration des ARN

ribosomaux eucaryotes de 285 et 185 est indiquée.
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Figure 6.2: Production A’ARNm spécifique a tsT
par divers promoteurs.
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nombre de focus observés

3a‘c 39°cC
Plasmide transfecté:
Tag-1: 6 19
TagtsT: 1 21
SVEtsT: 0 4
RSVEST: 0 11
pgktsT: 7 9
PZipSVitsASS8: 2 13
PGEM=-3: 0 3

Table 6.2: Test de formation de focus chez NIH 3T3 avec les
plasmides tsT.

10ug de chaque plasmide sont transfectés sur 2.5 x 10° cel-
lules NIH 373, selon la méthode de Chen et Okayama (1987),
dans du milieu contenant 10% de sérum de veau. Aprés 48 heu-
res, les cellules sont trypsinisées et réensemencées a rai-
son de 10° / 25cm® dans du milieu contenant 3% de sérum de
veau et 0.1mM en B-mercaptoéthanol. Le milieu est renouvelé
aux 4 jours jusqu‘a l’apparition de focus.
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Les plasmides tsT furent soumis & un test de forma-
tion de focus chez les cellules NIH 373, afin de s’assurer du
maintien de la capacité A transformer du mutant tsT. Un nombre
de focus satisfaisant, en regard de la pauvre "transfectabi-
lité" des cellules NIH 3T3, a été observé pour tous les plas-
mides (voir table 6.2). Plusieurs focus ont été prélevés sur
les diverses boites et réensemencées a 39°C pour amplifica-
tion. Toutefois, aprés 48 heures, il est devenu apparent que
la croissance des clones s‘était interrompue. Lorsque des cel-
lules P19 transfectées avec les mémes plasmides étaient in-
cubées & 39°C avec ou sans sélection, aucune cellule ne sur-
vivait alors que des cellules P19 transfectées avec le géne
neo se portent bien a la température non-permissive. Il est
apparu possible qu’une tentative de désactivation de grand T
chez des clones de cellules P19 ne permettrait pas d’obser-
ver la descendance de ces clones, de par la nécessité de main-
tenir les cellules a 39°C. L’idée d‘’utiliser des mutants tsT

pour ce bloc d’expériences fut donc abandonnée.

6.2.2. Une corrélation entre la concentration cellulaire de
grand T et le type cellulaire différencié?

Une douzaine de clones immunopositifs pour grand T
furent obtenus des cellules transfectées avec Tag-1, dans le
cadre du second régime de différenciation décrit a la section
6.2.1.. La plupart des clones démontraient peu de cellules

immunopositives. En revanche, trois clones présentaient des
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Identification intensité de la $ de cellules
des clones: fluorescence: positives:
1-2 nodérée 80%

1-4 forte 90%

1-5 forte 40%

Table 6.3: Caractéristiques de clones de cellules EC P19
exprimant l’antigéne grand T de SvVA40.

m

caractéristiques intéressantes, que l’on retrouvent résumées
& la table 6.3.

Ces trois clones ont été différenciés sous deux ty-
pes de conditions: en mono-couche et en suspension. La dif-
férenciation en mono-couche n’a été réalisée qu’avec l’acide
rétinoique (AR). Les cellules étaient exposées a 1’AR lors de
leur ensemencement sur des boites de culture de tissu et 48
heures plus tard. Les cellules étaient détachées des boites
et réensemencées tous les 3 jours. Les cellules étaient tou-
jours immunopositives aprés 9 jours. Ces cultures différen-
ciées furent maintenues en cultures pour un total de 27 jours.
Les gquantités d’ARNm spécifique a grand T des trois clones

avant et aprés la différenciation apparait a la figure 6.3.
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Figure 6.3: Production d’ARNm spécifique & grand T avant et
apreés la différenciation de clones de cellules
P19 transformées avec Tag-l.
Cette figure représente le résultat de l’analyse Northern ef-
fectuée sur des échantillons de clones de cellules P19 issues
de protocoles de sélection au G418, aprés transfection de cel-
lules EC P19 avec Tag-l. L‘ARNm total, 20ug par puits, est
extrait de cellules de trois différents clones, 1-2, i-4, et
1-5. Deux échantillons ont été prélevés pour chacun: un pre-
mier (AD) avant la différenciation, un second (PD) 27 jours
aprés la différenciation en mono-couche avec l’acide rétinoi-
gue. Les messagers de grand T et petit T sont détectés avec
une ribosonde, pGT2, contenant le fragment Hpa I - Hpa I
(1067pb) de pSV1BSS. La membrane fut exposée 18 heures a un
film XAR-5. Les bandes inférieure et supérieure représentent
les ARNm de grand T et petit T, respectivement. La position
de migration des ARN ribosomaux eucaryotes de 28S et 18S est

indiquée.
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1-2 14 15

AD PD AD PD AD PD =28S

- 18S

FPigure 6.3: Production d’ARNm spécifique a grand T
. avant et aprds la différenciation de
clones de cellules P19 transforwées avec Tag-i.
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Figure 6.4: Expression de GFAP et grand T chez les cellules
1-4 différenciées en mono-couche avec l’acide
rétinoique.

Cette figure présente le résultat d’un protocole d/immunoc-

fluorescence a deux anticorps, la fluorescéine révélant 1’an-

tigéne grand T (B, D), la rhodamine révélant le marqueur GFAP

(C, E), effectué sur des cellules 1-4 différenciées en mono-

couche avec l’acide rétinoique. Les panneaux A, B et C repré-

sentent la méme prise 250X alors gue D et E représentent une
prise 600X. lLa plupart des noyaux sont faiblement immunopo-
sitifs pour grand T. Les fléches du panneau C pointent vers
de grandes structures fibrillaires immunopositives pour GFaAP,
qui ne semblent pas étre dans le méme plan que la fluorescen-
ce de grand T. La prise 600X, bien que dépourvu d‘un plan de
contraste de phase, exemplifie le phénoméne. Un bon nombre de
structures immunopositives pour GFAP ont repérées, sans tou-
tefois pouvoir clairement démontrer une co-localisation avec
grand T. Pour grand T, l’anticorps primaire utilisé est 1’an-
ticorps polyclonal D2 de lapin, dilué 1/100; 1’anticorps se-

condaire est un anticorps de chévre, anti-lapin, conjugué a

la fluorescéine, dilué 1/50. Pour GFAP, l’anticorps primaire

est un monoclonal de souris, dilué 1/3; l’anticorps secondai-

re, anti-souris, est conjugué i la rhodamine et dilué 1/50.

Le trait de référence représente 50u.
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Pigure 6.4: Expression de GFAP et grand T chez
les cellules 1-4 différenciées en
mono-couche avec l’acide rétinoique.



Page 143

Figure 6.5: Expression de NF160, B4C3 et grand T chez les
cellules 1-4 différenciées en mono-couche avec
l’acide rétinoique.

Les deux colonnes de cette figure présentent le résultat de

deux protocoles d’immunofluorescence & deux anticorps, effec-

tués sur des cellules 1-4 différenciées en mono-couche avec
l’acide rétinoique. Les panneaux A et D représentent des plans
en contraste de phase a 250X, les panneaux B et E la fluores-
céine révélant l’antigéne grand T, les panneaux C et F la rho-
damine révélant les marqueurs NF160 et B4C3 respectivement.
Aucun processus neuronal n’a été apergu en contraste de phase
sur ces lamelles. Plusieurs cellules fortement immunopositi-
ves pour grand T sont en évidence. On observe au panneau C une
fluorescence faible, diffuse et non-neurofilamentaire. Le pan-
neau F met en évidence de le fluorescence spécifique & B4C3
qu’on retrouve a proximité de cellules fortement immunoposi-
tives pour grand T. Il y a co-localisation de signal tel

qu’indiquée par les fléches des panneaux E et F. Pour grand T,

1’anticorps primaire utilisé est le polyclonal D2 de lapin,

dilué 1/100; l’anticorps secondaire est de chévre, anti-la-
pin, conjugué & la fluorescéine, dilué 1/50. Pour NF160, 1’an-
ticorps primaire est un monoclonal de souris, dilué 1/4; pour

B4C3, l’anticerps primaire est un monoclonal de souris, di-

lué 1/100; l’anticorps secondaire, dans les deux cas, est

anti-souris, conjugué a la rhodamine et dilué 1/50. Le trait

de référence représente 50y.
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Figure 6.5: Expression de N:450, B4C3 et grand T
chez les cellulc: 1-4 différenciées
en mono-couche avec l’acide rétinoique.
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A 27 jours post-différenciation, une différence mor-
phologique était évidente chez les trois clones. Les trois
clones présentaient des populations morphologiquement homo-
génes: les cellules 1-2 en post-différenciation affichaient
une morphologie plate et une apparence proche de celle des
cellules épithéliales; les cellules 1-5 en post-différen-
ciation ressemblaient aux cellules EC P19; les cellules 1-4
en post-différenciation présentaient une morphologie fibro-
blastique analogue & celle observée chez les fibroblastes ras'
de Bell et al., (1986). Le clone 1-4 post-différencié fut ana-
lyse a 1l’aide d‘une batterie d’anticorps dirigés contre des
protéines spécifiques aux types cellulaires.

Trés peu de cellules étaient positives pour GFaAP
(protéine acide des fibrilles de cellules gliales; margqueur
d’astrocytes) (figure 6.4), aucune n’était positive pour NF160
(protéine 160kd des neuro-filaments) ou MF20 (dirigé contre
un isoforme de la myosine, présent chez tous les types mus-
culaires striés). Par contre, beaucoup de cellules étaient
faiblement immunopositives pour B4C3, anticorps dirigé contre
les a~actines des muscles striés et lisses (voir figure 6.5).
Il n’y avait pas de co-localisation du signal B4C3 avec celui
de grand T mais les cellules B4C3* et T* étaient souvent en

contact.
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6.2.3. L’antigéne grand T de SV40 n‘est pas exprimé chez les
cellules P19 différenciées avec l’acide rétinoique.

Un protocole de différenciation en suspension a éga-
lement éteé exécuté avec le clone 1-4. Les agrégats en suspen-
sion ont été induits avec l’acide rétinoigue, ensemencés sur
des lamelles de verre au jour 4, fixés et soumis a un proto-
cole immunocytologique au jour 7. Des processus heuronaux fu-
rent observés mais en proportion sensiblement moindre qu’ha-
bituellement observée avec les cellules P19 non-transfectées.
Les anticorps spécifiques aux types cellulaires (ASTC) uti-
lises furent les mémes qu‘auparavant. Des structures immuno-
positives aux anticorps dirigés contre NF160 et B4C3 furent
observés (voir figures 6.6 a 6.8). La proportion de cellules
immunopositives pour grand T était faible. Les observations
furent les mémes sur différentes préparations et aucune co-

localisation de NF160 ou B4AC3 avec grand T n’a été démontrée.
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Figure 6.6: Expression de GFAP et grand T chez les
cellules 1-4 différenciées en suspension avec
l’acide rétinoique.

Cette figure présente le résultat d’un protocole d’immuno-
fluorescence & deux anticorps, effectués sur des cellules 1-4
différenciées en suspension avec l’acide rétinoique. Les pan-
neaux A, B it C représentent respectivement un plan en con-
traste de phase a 250X, la fluorescéine révélant l’antigéne
grand T et la rhodamine révélant le marqueur GFAP. Des struc-
tures fibrillaires, telles qu’observées chez les cellules dif-
férenciées en mono-couche (voir figure 6.4), n’ont pas été
observees chez les agrégats. Nous n’avons observé pour GFAP
qu’une fluorescence diffuse, dont l’intensité augmente dans
les empillades de cellules. Un phénoméne similaire est obser-
vable avec l’anticorps contre grand T bien qu’on observe ré-
guliérement des grappes de cellules immunopositives pour
grand T. Pour grand T, l’anticorps primaire utilisé est 1’an-
ticorps polyclonal D2 de lapin, dilué 1/100; l’anticorps se-
condaire est un anticorps de chévre, anti-lapin, conjugué a
la fluorescéine, dilué 1/50. Pour GFAP, l’anticorps primaire
est un monoclonal de souris, dilué 1/3; l’anticorps secondai-
re, anti-souris, est conjugué a la rhodamine et dilué 1/50.

Le trait de référence représente 50u.
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Figure 6.6: Expression de GFAP et grand T chez
les cellules 1-4 différenciées en
suspension avec l’acide rétinolque.
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Figure 6.7: .xpression de NF160 et grand T chez les
cellules 1-4 différenciées en suspension avec
1’acide rétinoique.

Cette figure présente le résultat d‘un protocole d‘/immuno-

fluorescence a deux anticorps, la fluorescéine révélant 1’an-

tigéne grand T (B, D), la rhodamine révélant le marqueur GFAP

(C, E), effectué sur des cellules 1-4 différenciées en sus-

pension avec l’acide rétinoique. Les panneaux A, B et C re-

présentent la méme prise 250X alors que D et E repreésentent
une prise 600X. Des processus neuronhaux étaient visibles en
contraste de phase (fléches). L’anticorps NF160 s’y localisait
immanquablement (panneau C), sans qu’on puise co-localiser
grand T (panneau B) dans les corps cellulaires, sur le par-
cours du processus. L’agrandissement sur le plan 600X met en
évidence ce phénoméne. Pour grand T, l’anticorps primaire

utilisé est l’anticorps polyclonal D2 de lapin, dilué 1/100;

l’anticorps secondaire est un anticorps de chévre, anti-la-

pin, conjugué a la fluorescéine, dilué 1/50. Pour NF160,

l’anticorps primaire est un monoclonal de souris, dilué 1/4;

l’anticorps secondaire, anti-souris, est conjugué a la rho-

damine et dilué 1/50. Le trait de référence représente 50u.
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Figure 6.7: Expression de NF160 et grand T chez
les cellules 1-4 différenciées en
suspension avec 1l’acide rétinoique.
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Figure 6.8: Expression de B4C3 et grand T chez les
cellules 1-4 différenciées en suspension avec
l’acide rétinoique.

Cette figure présente le résultat d’une immunofluorescence a
deux anticorps, la fluorescéine révélant l’antigéne grand T
(B, D), la rhodamine réveélant le marqueur B4C3 (C, E), effec=-
tuée sur des cellules 1-4 différenciées en suspension avec
1’acide rétinoique. Les panneaux A, B et C représentent la
méme prise 250X alors que D et E représentent une prise 600X.
La fluorescence observée pour B4C3 était généralement non-
spécifique (panneau C) bien qu’un nombre limité de structures
immunopositives, s’apparentant a des cellules musculaires
lisses, ait €té repérées (panneau E). On observe la présence
occasionnelle de grappes de cellules immunopositives pour
grand T (panneau B) mais pas de co-localisation avec B4C3.
Pour grand T, l’anticorps primaire utilisé est l’anticorps
polyclonal D2 de lapin, dilué 1/100; l’anticorps secondaire
est un anticorps de chévre, anti-lapin, conjugué a la fluores-
céine, dilué 1/50. Pour B4C3, l’anticorps primaire est un
monoclonal de souris, dilué 1/100; 1l’anticorps secondaire,
anti-souris, est conjugué a la rhodamine et dilué 1/50. Le

trait de référence représente Sou.
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6.2.4. L‘’antigéne grand T de SV40 est exprimé chez les
cellules P19 différenciées de type cardiaque.

Le clone 1-4 a été soumis a un protocole de diffé-
renciation en suspension, avec induction au DMSO. En contras-
te de phase, plusieurs focus de cellules cardiaques en con-
traction rythmique étaient évidents. A nouveau, la proportion
de cellules immunopositives pour grand T était faible. Les
cellules musculaires de morphologie cardiaque étaient forte-
ment immunopositives pour B4C3. De plus, la co-localisation
d’un ASTC avec grand T n’a été observée qu’avec B4C3 chez des
cellules musculaires de morphologie cardiaque (voir figures
6.9 et 6.10). Les autres marqueurs de la batterie essayée ont

été observés, mais a l’état de bruit de fond.
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Figure 6.9: Expression de GFAP, NF160 et grand T chez les

cellules 1-4 différenciées en suspension avec
DMSO.

Les deux colonnes de cette figure présentent le résultat de
deux protocoles d’immunofluorescence A deux anticorps, effec-
tués sur des cellules 1-4 différenciées en suspension avec du
DMSO. Les panneaux A et D représentent des plans en contras-
te de phase & 250X, les panneaux B et E la fluorescéine ré-
vélant l’antigéne grand T, les panneaux C et F la rhodamine
révélant les marqueurs GFAP et NF160 respectivement. En de-
hors d’une fluorescence faible et diffuse, aucune structure
ne s’est signalée immunopositive pour soit GFAP, soit NF160
(panneaux C et F). Dans les deux cas, des grappes de cellules
immunopositives pour grand T étaient repérées de temps a au-
tre (panneaux B et E). Pour grand T, l’anticorps primaire
utilisé est l’anticorps polyclonal D2 de lapin, dilué 1/100;
l’anticorps secondaire est un anticorps de chévre, anti-la-
pin, conjugué & la fluorescéine, dilué 1/50. Pour GFAP, l’an-
ticorps primaire est un monoclonal de souris, dilué 1/3; 1’an-
ticorps secondaire, anti-souris, est conjugué a la rhodamine,

est dilué 1/50. Le trait de référence représente 50u.
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Figure 6.10: Expression de B4C3 et grand T chez les cel-

lules 1-4 différenciées en suspension avec
DMSO.

Cette figure présente le résultat d’une immunofluorescence a
deux anticorps, la fluorescéine révélant l’antigéne grand T
(B, E), la rhodamine révélant le marqueur B4C3 (C, F), effec-
tuée sur des cellules 1-4 différenciédes en suspension avec du
DMSO. Chaque colonne regroupe les différents plans d’une prise
250X différente. Bon nombre de cellules immunopositives pour
grand T ont été repérées (panneaux B et E). Une forte immu-
nofluorescence fut détectée pour B4C3 chex des cellules de
type musculaire de morphologie cardiaque (panneaux C et F).
Les fl&ches apparaissant sur les différents panneaux pointent
des cellules ol la co-localisation de la fluorescence nuclé-
aire de grand T avec la fluorescence cytoplasmigque de B4C3 est
nette. Pour grand T, l’anticorps primaire utilisé est 1‘an-
ticorps polyclonal D2 de lapin, dilué 1/100; l’anticorps se-
condaire est un anticorps de chévre, anti-lapin, conjugué a
la fluorescéine, dilué 1/50. Pour B4C3, l’anticorps primaire
est un monoclonal de souris, dilué 1/100; l’anticorps secon-
daire, anti-souris, est conjugué a la rhodamine et dilué 1/50.

Le trait de référence représente 50u.
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Figure 6.10: Expression de B4C3 et grand T chez
les cellules 1-4 différenciées en
suspension avec DMSO.
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6.3. Discussion.

La premiére observation intéressante de ce bloc
d’expériences fut la performance inattendue dés plasmides con-
tenant le géne tsT. La stratégie de clonage pour la construc-
tion du plasmide TagtsT impliquait le transfert simple, de
PZipSVtsA58 a Tag-1l, d‘un bloc de séquences flangqué de sites
unigues, bloc débutant bien en dega de 1’ATG et finissant
avant le codon d’arrét TGA. Tag~l ainsi que tous les dérivés
tsT produisent chez les cellules P19 et Hela, les deux mes-
sagers correctement épissés et une protéine reconnue par 1'’an-
ticorps polyclonal dirigé contre grand T lors de protocoles
d’expression transitoire, suggérant que les constructions des
dérivés de tsT sont correctes. L’observation gue 1la production
du produit protéigque de tsT s’/interrompt pendant la période
de sélection et ce, peu importe le promoteur utilisé, alors
que la production du produit de grand T est inaffectée, sug-
gére que les deux protéines ne sont pas fonctionnellement
équivalentes.

Nous n’avons pas tenté de déterminer si cette in-
terruption de production trouve son explication dans une sup-
pression sélective de 1l’expression de tsT ou dans une perte
des copies intégrées des plasmides ts. Il est possible gu’un
systéme de suppression d’expression visant tsT soit opéra-
tionnel dans les cellules non-différenciées. A cet égard, un
systéme de suppression d’/expression, dirigé contre grand T,
est présumé étre cpérationnel en cours de différenciation de

cellules ES (Suda et al., 1988). Tous les plasmides ont été
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transfectés de la méme fagon en regard des raprorts des plas-
mides T (tsT)/nec et T(tsT)/pgk(21lkb), ce qui laissait pré-
sager que ces plasmides, étant pratiquement identiques, al-
laient s’intégrer et survivre de fagon similaire dans le gé-
nome cellulaire. Notons que peu de clones de Tag-1 affi-
chaient une forte expression de grand T aprés la sélection,
suggérant gue les copies plasmidiques de Tag-1 comportent
peut-étre l’avantage d’étre moins instables, une fois inté-
grées dans le génome cellulaire, que leurs homologues tsT.

Le comportement, & 3%°C, des clones de cellules P19
et NIH 3T3 transformées par tsT est intéressant. Nous avons
observé, pour toutes nos constructions tsT, un arrét de crois-
sance a 39°C chez les cellules NIH 3T3. De plus, les cellules
EC P19 transfectés avec les mémes plasmides font de méme et
périssent sous sélection alors que les cellules EC P19 non-
transfectées survivent bien a 39°C. Jat et Sharp (1989) ont
observé un arrét de croissance en phase G, ou G, du cycle cel-
lulaire, lorsque des fibroblastes d’embryon de rat transfec-
tés avec pPZipSVtsA58 étaient incubés a 39°C. Ils avancent
1’hypothése gue le produit de grand T est requis pour le main-
tien de l’activité prolifératrice. Une observation similaire
fut rapportée pour des fibroblastes humains (Radna et al.,
1989). Comme les cellules EC P19 sont déja immortalisées, le
réle de grand T dans l’arrét de croissance observé a 39°C est
probablement plus complexe que celui propor. : par l’hypothése
de Jat et Sharp.

La version virale du mutant tsA58 a été utilisée

avec succes chez des cellules primaires (Frederiksen et al.,
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1988). La version plasmidique, entre nos mains et celles de
plusieurs autres coll2gues, ne semble pas produire les mémes
effets bioclogiques, a la température non-permissive. Des clo-
nes P19 tsT' nous aurait été fort utiles mais notre inhabileté
a4 les produire souléve plusieurs questions quant au rdle, a
la température non-permissive, de la protéine codée par tsT.

Le premier régime de différenciation utilisé a 1la
section 6.2.1, ol les cellules étaient induites a se diffé-
rencier avant la transfection des plasmides contenant grand T
ou tsT, ne produisit aucune colonie immunopositive pour T chez
60 colonies piquées et amplifiées. L’observation chez les cel-
lules différenciées en suspension que le méme marqueur spé-
cifique est le seul a co-localiser avec 1’anticorps dirigé
contre grand T chez les cellules musculaires suggére également
que chez ce clone, la production de grand T est supprimée chez
les lignées cellulaires de descendance neuro-ectodermigue. Une
observation similaire fut rapportée par Suda et al. (1988),
relatant que des lignées souches transfectées avec des plas-
mides appropriés affichaient de forts niveaux d’expression de
ras, myc et de grand T de SV40 alors que seuls ras et myc
étaient exprimés dans les embryons en développement, les ani-
maux chimériques adultes et les cellules souches différen-
ciées in vitro avec l’acide rétinoique.

Nous avons produit trois clones de cellules P19 af-
fichant un génotype T*, clones que nous avons différenciés.
Tout comme les cellules EC P19 transfectées avec ras, le spec-
tre de cellules obtenu 9 jours aprés 1/induction en mono-cou-

che avec l’acide rétinoique semble essentiellement le méme
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que celui obtenu avec des cellules EC P19. Par contre, a 27
jours post-induction, les différences morphologiques des trois
Cclones étaient nettes. Bien que les quantités d’/ARNm spéci-
fique & grand T produites par chacune des lignées 1-2, 1-4 et
1-5 étaient essentiellement les mémes avant 1’induction, les
niveaux post-induction étaient significativement différents:
1-2 avait doublé sa production, 1-4 avait maintenu la sienne
ez 1-5 avait réduit la sienne de moitié.

Mummery et al., (1985 et 1986) ont produit divers
clones de cellules P19 différenciées; leur clone P19 END-2
ressemble aux cellules observées chez nos cellules 1-2 dif-
férenciées en mono-couche. Les cellules END-2 furent
produitent par désagrégation de cellules P19 différenciées en
suspension avec AR, et l’utilisation d’un protocole de clonage
par dilution limite. Nos conditions de production des clones
1-2, 1-4 et 1-5 établissent le caractere particulier de ces
trois clones et soculévent des questions en regard des
événenments qui ont conduit ces trois lignées vers des destins
post-différenciation trés différents. Les résultats suggeérent
gue les clones é&taient pré-déterminés, en regard de leur
phénotype éventuel, et que cette détermination se soit
produite avant le protocole de sélection. Les deux seuls évé-
nements susceptibles de contribuer & déclencher ce processus
sont la transfection des cellules avec Tag-1 et la production
subséquente de 1’antigéne grand T. Quant au niveau d’expres-
sion de grand T en post-différenciation, il est possible gu’il
soit relié au statut transcriptionnel du site d’/intégration

de Tag~l chez chacun de ces clones.



Chapitre 6: Effets de 1l’antigéne grand T de SV40 sur
la différenciation des cellules EC P19. Page 162

Le fait que la population différenciée de 1-4 n’af-
fiche aucun trait morphologique d’un des descendants normaux
des cellules P19 permet d’envisager la possibilité que ces fi-
broblastes constituent un intermédiaire transitionnel arrété,
dans la cascade de différenciation, a un stade semi-différen-
cié.

L’induction de la différenciation du clone T 1-4
sous forme d’agrégats en suspension a produit de 1’informa-
tion trés différente. L’analyse immunocytologique & deux an-
ticorps des agrégats a permis de démontrer qu’une faible pro-
portion des cellules étaient immunopositives pour grand T.
Comme le produit de grand T était retrouvé chez 90% des cel-
lules avant la différenciation, il semble donc, a prime abord,
que le géne s’est éteint ou gue son expression est supprinée
chez 1la plupart des types cellulaires différenciés en
suspension.

Effectivement, le seul type cellulaire différencié
ol 1l‘on co-localise grand T avec un marqueur de type cellu-
laire est le type musculaire cardiaque. L’anticorps BAC3 pro-
duit une fluorescence modérée chez les muscles lisses mais
intense chez les cellules musculaires cardiagues. Lfanticorps
MF20 est habituellement observé chez ces cellules mais ce,
vers le dixiéme jour post-différenciation. Bien que le mar-
queur B4C3 est le premier a apparaitre en cours de différen-
ciation, un autre anticorps spécifique utilisé, nommément
NF160, est présent dans les cultures différenciées a 7 jours
mais ne co-localise pas avec grand T. A cet égard, notons que

Frederiksen et al. (1988) avaient démontré que, chez leurs
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lignées de cellules neuronales immortalisées avec grand T,
l’anticorps GFAP n’apparaissait qu’a la température non-per-
missive. Il semble donc que, dans ce cas précis, l’absence de
co~localisation avec GFAP est un événement dicté par la pré-
sence de grand T. Il apparait peu probable que la co-locali-
sation observée découle du fait que B4C3 est le premier mar-
gqueur 3 apparaitre aprés la différenciation.

Deux explications sont possibles pour expliquer
cette association entre les anticorps dirigés contre grand T
et B4C3. Une premiére propose que la plupart des types cel-
lulaires différenciés sont non-permissifs a l’expression de
grand T ou de tout autre agent induisant 1a prolifération. Il
est possible qu’un mécanisme similaire ait opéré une sélection
pendant les 27 jours de réensemencement de la différenciation
en mono-couche pour un type cellulaire immortalisé. Une secon-
de propose le mécanisme inverse, suggérant que grand T, dans
son action pléitropique, empéche l’engagement de la différen-
ciation sauf chez un seul type cellulaire différencié. Chez
ces deux mécanismes, le type cellulaire sélectionné pourrait
dépendre de site chromosomique d’intégration de Tag-1.

Ces hypothéses n’expliquent pas la disparition de
grand T chez la grande majorité des cellules différenciées,
Cette disparition de grand T présente une analogie intéres-
sante a l’observation rapportée par Suda et al. (1988) qui cb-
servérent, rappelons-le, une disparition de grand T de SV40
aprés différenciation de cellules ES immunopositives pour
grand T. Ce groupe n‘avait pas observé d’expression de grand T

dans le muscle cardiague des animaux chimériques dérivés des
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cellules ES. Le mécanisme de suppression d‘expression qu’ils
proposaient pourrait partiellement expliquer nos observations
mais il n’est pas totalement satisfaisant. Le comportement
marginal du muscle cardiaque trouve peut-étre son explication
dans les différences des systémes cellulaires utilisés et
notre utilisation du promoteur de pgk-1.

Il est probable que chaque clone démontre une spé-
cificité différente, en ce qui a trait a 1’ASTC qui co-loca-
lisera avec l’anticorps dirigé contre grand T. A cet égard,
des travaux récents de mes colléques dans la méme veine que
ceux decrits ici ont permis d’obtenir un clone différencié
avec l’acide rétinoique qui produit presqu’exclusivement des
cellules de morphologie neuronale. L’ immunocytologie effec-
tuee sur des préparations de ces cellules ont démontré une co-
localisation des anticorps dirigés contfe les neuro-filanents
et contre grand T (P. Palerme et T. Bladon, communication
personnelle).

Il émerge donc de cette série de résultats que l‘’an-
tigéne grand T de SV40 interfére, sans bloquer, les proces-
sus de détermination et de différenciation cellulaires des
cellules EC P19. Les différents clones de cellules différen-
ciées, en mono-couche ou en agrégats, seront utiles a 1’iden-
tification progressive des composantes impliquées dans les

processus de détermination et de différenciation cellulaires.



Page 1656

Chapitre 7: Conclusions d’ordre général.

7.1. Le systéme de trappage fonctionnel de stimulateurs.

Nous avons validé, pour fins d’identification de
stimulateurs transcriptionnels exogénes, un systéme de banc
d’essai, utilisant une variété de génes reporteurs, dont le
choix dépend du protocole expérimental.

Le vecteur de base utilise comme géne reporteur
l’antigéne grand T de SV40, dont l’expression est mesurée, de
fagon qualitative, par dosage immunocytologigque, et de fagon
quantitative, par dosage d’ARNm spécifiques. Cette approche
analytique a deux volets a permis d’étudier la performance du
systéme 4 sa limite de détection. Nos observations suggérent
qu‘a cette limite, le systéme met en évidence ce qui apparait
étre l’insertion génomique de dérivés de notre trappe a pro-
ximité de stimulateurs cellulaires. Le systime permet donc
l7utilisation des vecteurs plasmidiques comme bancs d’essai
pour des stimulateurs exogénes alors qu’en absence de ces der-
niers, les vecteurs peuvent mettre en évidence, par insertion
génomique, certains stimulateurs transcriptionnels cellulai-
res,

Les travaux de d’Hamada (1986a, 1986b), Swift et al.

(1987), Hiller et al. (1988) et Gossler et al. (1989) appuient
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notre hypothése voulant que les clones dérivés de pPVEneo
soient intégrés a proximité de stimulateurs transcriptionnels
cellulaires. Nous avons démontré que 1’intégration se fait a
un nombre restreint de sites. Nous pourrions cloner le site
d’insertion de chacun de ces clones et procéder a des séries
de délétions afin de caractériser les séquences nécessaires
au maintien de l’activité stimulatrice. Nous pourrions ainsi
démontrer la nature cellulaire ou virale du matériel stimu-
lateur et comparer les différents sites d’insertion. Les mémes
expériences pourraient étre reprises avec des promoteurs dif-
férents, viraux et cellulaires, amputés des stimulateurs dont
ils dépendent. Le patron d‘insertion génomique de ces diffé-
rents vecteurs procurerait de l’information utile a la com-
préhension des mécanismes d’insertion génomique. L‘ensemble
de ces expériences permettrait, en toute probabilité, de ca-

ractériser le statut cellulaire de plusieurs stimulateurs

transcriptionnels.

7.2. Bgl II N @’HSV-2 et la transformation cellulaire.
Notre examen du fragment Bgl II N d’HSV-2, a l’aide
de la trappe a stimulateurs, n’a pas permis d’identifier de
stimulateur viral. Les seuls stimulateurs herpétiques chez les
types 1 et 2 ont été identifiés A proximité de génes de classe
@ alors que Bgl II N ne contient que des g2nes de classes B8
et V. Nous avons observé que trois sous-fragments de Bgl II N,
représentés chez pVEl, pVEN6 et pVEN7, sous-fragments dont

l’association au phénotype transformant a &té démontrée par
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le passé, produisent, avec notre trappe a stimulateur, de
rares cellules immunopositives. Nos données actuelles sug-
gérent gue, dans le cas de pVEl, le sous=-fragment herpétique
induit une intégration dirigée a proximité d’un stimulateur
transcriptionnel cellulaire. Le modéle de transfornation cel-
lulaire, par HSV-2, compatible avec nos données en est un
d‘une recombinaison rare avec le génome cellulaire, causant
la dérégulation transcriptionnelle d’un ou plusieurs génes
viraux de classe B.

De fagon analogue & ce qui est proposé a la section
précedente, les clones de cellules Hela transfectées avec
pPVElneo pourraient servir de matériel de départ au clonage des
séquences cellulaires entourant les points d’insertion géno-
miques de pVElneo, qui apparaissent peu nombreux chez les cel-
lJules Hela. Cette manoeuvre permettrait d’apporter des élé-
ments de réponse quant au réle, si réle il y a, des séquences
herpétiques dans le processus d’intégration génomigue, a sa-
voir si ces séquences dirigent l’intégration vers des sites
spécifiques. Il est possible que le ou les sites en question
se révélent é&tre les copies intégrées du génome viral du virus
du papillome humain HPV~18 ou d’un autre virus résident. Il
faudrait alors examiner le patron d’intégration des mémes
plasmides chez des lignées cellulaires humaines exemptes
d'HPV-lB. Le méme examen chez les cellules NIH 373 permet-
trait d’évaluer si l’activité transformante observée chez ces
derniéres est associée a une intégration dirigée. De plus, la

comparaison des patrons d’intégration des clones pVEneo et
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PVElneo chez différentes lignées cellulaires permettrait de
déterminer la nature de la recombinaison lors de 1’intégration
génomique, & savoir si la recombinaison est de nature homo-
logue et, dans l’affirmative, quelles séquences, l’origine de

réplication de SV40 ou les séquences répétitives herpétiques,

dirigent la recombinaison.

7.3. Le stimulateur du géne pgk~l de souris.

Notre trappe a stimulateur a été utilisée pour é&-
tudier la performance d‘un stimulateur identifié chez le géne
pgk~1 de souris, dans le cadre d‘un essai transcriptionnel
avec un promoteur hétérologue. Le stimulateur en question
s’est avéré étre un faible stimulateur du promoteur de 1’an-
tigéne grand T de SV40, méme lorsque le protocole d’expres-
sion transitoire est effectué chez des cellules P19,

En fait, 1’utilisation de la trappe comme banc d’es-
sai a généré des données suggérant que la disponibilité des
facteurs de transcription est certes un moyen important de
contréle de la transcription mais qu’un autre moyen de con-
trdle est peut-étre plus fréquemment employé. Notre évidence
expérimentale suggére que certains facteurs de transcription
démontrent une compatibilité limitée dans leur capacité a
s’assembler dans un complexe transcriptionnel, probablement
dépendante de la nature des autres facteurs accessoires. Ceci
renforce le concept que l’existence d’une pluralité de motifs
chez le stimulateur SV40 ne signifie pas pour autant que tous

les facteurs de transcription compatibles avec les motifs sont



Chapitre 7: Conclusions d‘ordre général. Page 169

nécessairement compatibles dans 1l’assemblage du complexe
transcriptionnel ou, encore, qu’ils sont tous requis a 1la
fois.

Cette question pourrait probablement étre adressée
adéquatement par l‘utilisation de systémes de transcription
reconstitués in vitro ot la performance des facteurs de trans-
cription purifiés pourrait étre observée a 1l’abri des autres
mécanismes de contrdéle habituellement & 1l’oeuvre dans les sys=-
témes in vivo. Le recours a un protocole de gel retardateur,
ol les complexes protéines-ADN affichent des différences mi-
gratoires notables en fonction du nombre et de la nature des
protéines s’amalgamant au complexe, permettrait d’obtenir es-
sentiellement le méme type d’information.

En regard de l’activité stimulatrice du fragment
Xba-Stu de pgk-1, il serait utile de cloner ce stimulateur en
amont d’autres promoteurs, qui dépendent de stimulateurs pour
leur transcription, afin d’établir la généralité de notre hy-
pothése qui veut gque ce stimulateur soit spécifique & son pro-

pre promoteur.

7.4. L’antigéne grand T et la différenciation cellulaire.
Plusieurs oncogénes et proto-oncogénes s’/attachent
a une grande variété de protéines cellulaires et démontrent
des spectres d’activités pléitropiques. Certains d’entre eux
interférent avec le processus de différenciation. Notre uti-
lisation de l’antigéne grand T de SV40 chez les cellules P19

s’incrivait dans le cadre d’une tentative d’interférence avec
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le processus de différenciation. Par cette manceuvre, nous
voulions examiner la nature de 1l’interférence et déterminer
si 'grand T pouvait nous étre utile dans l’identification de
génes impliqués dans le processus de différenciation, le but
ultime étant d’éventuellement analyser les mécanismes contré-
lant l’expression de ces génes spécifiques.

L’approche sélectionnée au chapitre 6 fait appel a
l’expression d’un oncog2ne afin d’identifier les génes cel-
lulaires affectés par la présence du produit de l‘oncogéne.
Cette approche devrait permetire d’établir des relations de
cause a effet entre les genes affectés par grand T et )’effet
phénotypigque observé.

Nous comptions beaucoup sur l’obtention de clones
de cellules EC P19 tsT'. Il serait intéressant de comprendre
pourquoi les cellules EC P19 transfectées avec les plasmides
tsT perdent l’activité grand T pendant la sélection. Une ana-
lyse Southern pourrait permettre de voir s’il y a perte des
copies intégrées ou s’il s’agit d’un mécanisme de blocage
d’expression.

Lfutilisation d‘un mutant ts de grand T a mis en
évidence ce qui apparait étre un arrét de croissance cellu-
laire & la température non-permissive, chez les cellules P19
et NIH 3T3. Cet arrét de croissance serait intéressant a in-
vestiguer plus a fond afin de déterminer la nature de l’action
de la protéine tsT, a la température non-permissive. Jat et
Sharp (1989) soulignaient que chez certaines lignées cellu-

laires immortalisées par grand T, les processus normaux ré-
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gulant la synthése des divers éléments nécessaires a la tran-
sition entre les différentes phases du cycle cellulaire sont
partiellement stimulés par l’oncogeéne. Ils suggéraient que le
retrait rapide de l’activité oncogénique devrait résulter en
un blocage du cycle cellulaire au point ol la contribution de
l’oncogeéne est devenue essentielle. Si nous parvenions a sta-
biliser l’intégration des dérivés tsT chez les cellules EC
P19, alors il serait possible d’arriver & contourner le phé-
noméne d’arrét de croissance & 39°C en exécutant des change-
ments de température étalés sur de longues périodes.

L’induction avec l’acide rétinoique de la diffé-
renciation en mono-couche de clones de cellules P19 exprimant
grand T (Tag-1l) produit des populations aux caractéristiques
morphologiques aussi divergentes que leur niveau d’expression
de grand T. Il serait intéressant de déterminer si les clones
testés étaient prédestinés, par le clonage, & leur phénotype
final et si cette détermination celliulaire est reliée a 1l’ex-
pression de grand T chez ces cellules ou au traumatisme de la
sélection avec neo. L’enrichissement notable en cellules im-
munopositives pour grand T en post-différenciation laisse
croire que grand T influence la détermination cellulaire de
ces clones.

En régime de différenciation d’agrégats en suspen-
sion, nous avons observé une différenciation essentiellement
normale chez des clones exprimant fortement grand T. Il est
évidemment difficile d’évaluer ce qui constitue une différen-

ciation normale puisque le pourcentage de chaque type cellu-
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laire obtenu varie d’un protocole de différenciation a 1’au-
tre, méme avec des cellules EC P19 non-transfectées. Nous ne
disposons pas pour le moment d’cutils adéquats pour pouvoir
distinguer les changements significatifs dans la composition
du spectre de cellules différenciées. Nous ne pouvons que no-
ter ce qui nous apparait étre la rareté inhabituelle d’un type
cellulaire différencié. Bien que nous ayons observé un faible
nombre de processus neuronaux chez le clone 1-4 différencie
sous forme d’agrégats en suspension avec l’acide rétinoique,
nos observations ne permettent pas de conclure gue grand T a
altéré le spectre de types cellulaires différenciés. Mais, le
comportement des clones lorsque différencié en mono-couche et
l’obtention par mes collégues d’un clone de morphologie neu-
ronale permettent de proposer que grand T contribue & enclen-
cher la détermination cellulaire dans les cellules ol il est
exprimé.

Il faudrait piquer davantage de clones aprés trans-
fection avec Tag-1l et sélection afin de confirmer la prédo-
minance d’un phénotype ou la co-localisation de grand T avec
certains marqueurs spécifiques. Il est probable que la cons-
titution d’une banque de clones au profil de différenciation
biaisé soit réalisable, ce qui procurerait le matériel néces-
saire a la recherche des génes impliqués dans la détermination
et la différenciation cellulaires qu’affecte grand T.

La trappe & stimulateur pourrait étre utilisée dans
le contexte de ces expériences. La modification de pVEB, en

substituant grand T par un autre géne dont le produit est re-
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connu par un anticorps, permettrait de contourner la suppres-
sion d’expression frappant grand T, si elle s’avere exister,
chez les autres types cellulaires différenciés et d’observer
quels types cellulaires réactivent la trappe a stimulateur.
Plus spécifiquement, l’utilisation d‘un non-oncogéne permet-
trait d’examiner la différenciation avec un minimum de per-
turbation. Le trappe intégrée pourrait alors étre récupérée,
ce qui permettrait d’examiner le géne sous le contrdle du sti-
mulateur. Cette approche a été utilisée récemment par Gossler
et al. (1989) chez des cellules ES. Un vecteur exprimant lacZ
sous le contrdle transcriptionnel d‘un promoteur minimal est
electroporé chez dec cellules ES, lesquelles servent & pro-
duire des blastocystes et des embryons qui, aprés une colo-
ration appropriée, révélent l’organe dfol le stimulateur cel-
lulaire fut repéché par la trappe a stimulateur. L’utilisa-
tion de pVEBZ (ou autre dérivé non-oncogénique de pVE pour
leguel on dispose d’un anticorps dirigé contre le produit du
géne reporteur) chez les cellules P19 en différenciation per-
mettrait d’identifier les types cellulaires différenciés chez
lesquels la trappe récupére un stimulateur cellulaire.

Une variante de ce protocole permit au groupe d’Oka-
moto et al. (1990) d’isoler un nouveau facteur de transcrip-
tion affichant une expression différentielle chez les cellules
P19 et ce, a 1’aide des séquences génomiques repéchées au site

d’intégration d’une trappe a stimulateurs.
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