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Transduction d’oncogenes
par les retrovirus :
étapes et mécanismes

La transduction est le processus par lequel un rétrovirus
capture un gene cellulaire. Les passages répétés d’un
rétrovirus dépourvu d’oncogene sur des cultures quies-
centes de cellules de neurorétine aviaire embryonnaire
donnent fréquemment naissance a de nouveaux virus
mitogenes ayant transduit des oncogenes de la famille des
sérine/thréonine kinases mul/raf. Les intermédiaires molé-
culaires qui se succedent lors des différentes étapes de
la capture d’oncogénes sont: un transcrit chimérique,
comportant des séquences virales et cellulaires fusionnées
par un épissage alternatif ; un rétrovirus complet dont
Pextrémité 5’ est identique a celle de PARN précédent ;
enfin, un rétrovirus qui a acquis des séquences gag sup-
plémentaires et dont la capacité réplicative est accrue. Le
modele suggéré par ces études, qui fait de PARN chimere
Pétape clef du processus, permet d’expliquer la genese
de la plupart des rétrovirus transformants isolés in vivo.

a capture de genes cellulai-
res par des rétrovirus,
appelée transduction rétro-
virale, est le processus
naturel qui a permis la
découverte des oncogenes [1]. Les
oncogenes transduits par les rétro-
virus, appelés v-onc, ont subi des
modifications par rapport aux proto-
oncogenes cellulaires (c-onc) dont ils
dérivent. Ces altérations (mutation,

amputation, fusion avec des génes
viraux, surexpression) sont responsa-
bles de la transformation maligne
des cellules infectées par le virus
recombinant. La transduction d’un
oncogene s’accompagne générale-
ment de I'inactivation par délétion
d'un ou de plusieurs génes (appe-
lés gag, pol et env) de réplication du
virus. La propagation de tels virus

nécessite donc la présence d'un e
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virus auxiliaire, qui est généralement
le virus d’origine. La grande majo-
rité des virus ayant transduit un
oncogeéne a été isolée a partir de
tumeurs survenues dans diverses
espeéces animales (poule, souris,
chat, etc.), apparues aprés de mul-
tiples infections. Par conséquent, les
mécanismes de la transduction, et
plus particuliérement les événements
précoces de celle-ci, n’ont fait 'objet
que d’hypotheses difficiles a vérifier
dans ces systémes in vivo.

Nous avons développé un systeme
biologique qui a permis d’étudier en
culture cellulaire les mécanismes de
la transduction d’oncogénes, notam-
ment par lidentification des inter-
médiaires moléculaires impliqués
dans la genese d’un virus recombi-
nant.

Transduction

des oncogenes mil/raf
et Rmil/B-raf

dans les cellules

de neurorétine

Dans notre systeme biologique, la
cellule hote choisie est la cellule de
neurorétine (NR) d’embryon de
poule. La neurorétine dérive du
neuroectoderme et constitue une
entité fonctionnelle du systeme ner-
veux central spécialisée dans le trai-
tement du signal lumineux. Les cel-
lules NR prélevées au huitiéme jour
du développement embryonnaire et
mises en culture cessent rapidement
de se diviser et expriment différents
marqueurs de différenciation neuro-
nale [2]. Ces cellules se mettent
rapidement et massivement a proli-
férer apres infection par des rétro-
virus porteurs d’oncogenes [3].
L’expression de I'oncogene présent
dans le génome du rétrovirus est
nécessaire a I'induction et au main-
tien de cette multiplication
cellulaire.

Le RAV-1 (Rous-associated virus type
1), un virus de lymphomatose aviaire
dépourvu d’oncogene (figure 1), peut
également induire la prolifération
des cellules NR en culture [4, 5].
Toutefois, celle-ci n’est observée que
dans un nombre restreint de cellu-
les et aprés un certain temps de
latence. Lorsque 'on passe de fagcon
répétée les surnageants de cultures
induites a proliférer sur de nouvel-

les cultures, on observe une induc-
tion de la prolifération de plus en
plus rapide et massive. Ce phéno-
mene est lié a I'apparition de virus
ayant transduit un oncogeéne, de
facon reproductible et avec une fré-
quence élevée. Le clonage molécu-
laire des virus recombinants (appe-
lés IC pour Institut Curie), apparus
au cours de plusieurs expériences
indépendantes, a permis de montrer
que le RAV-1 transduisait systémati-
quement, soit le gene c-mil, soit le
gene c-Rmil (respectivement appelés
c-raf et B-raf chez les mammiferes).
Ces deux genes appartiennent a la
famille des oncogéenes mil/raf codant
pour des sérine/thréonine protéine
kinases impliquées dans la transmis-
sion de signaux de division ou de
différenciation de la membrane cel-
lulaire vers le noyau. Il a été mon-
tré récemment que le produit du
gene c-raf, prototype de la famille,
pouvait interagir avec la protéine
Ras et activer la «cascade des MAP
kinases » [6]. Le géne c-Rmil, quant
a lui, était jusqu'alors inconnu et a
été identifié au cours de ces expé-
riences [5]. La parenté entre ces
deux génes se retrouve non seule-
ment au niveau de la séquence pro-
téique mais aussi au niveau de leur
organisation génomique, trés simi-
laire (figure 2) [7]. Ainsi, dans tous
les virus IC, la recombinaison entre
séquences virales et cellulaires s’est
faite dans une région homologue
des geénes c-mil et c-Rmil. La portion
transduite de ces genes correspond
au domaine catalytique contenant
'activité sérine/thréonine protéine
kinase. De ce fait, la délétion de la
partie aminoterminale régulatrice de
ces protéines aboutit a I’activation
constitutive du domaine kinase pré-
sent dans les virus IC.

L'un des avantages de ce systéme
biologique est la possibilité d’analy-
ser I’évolution des virus isolés aux
différents passages des surnageants
de culture au cours d’'une méme
expérience (figure3) (8, 9]. En effet,
nous avons caractérisé deux types de
virus: 'un apparu apreés un nombre
restreint de passages (virus préco-
ces) et l'autre engendré apres de
multiples passages (virus tardifs). Le
clonage moléculaire et I'établisse-
ment de la séquence nucléotidique
ont montré que ces deux types de
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Figure 1. Evolution de I'organisation génomique des rétrovirus au
cours du processus de transduction. A. Provirus du RAV-1 (Rous-
Associated virus type 1). Ce virus, pourvu des génes gag, pol et env, est
réplicatif. Les lignes épaisses et les boites noires représentent les séquen-
ces virales non codantes. La séquence LTR (long terminal repeat) est pré-
sente aux deux extrémités du provirus. La transcription du virus commence
a l'extrémité 5’ de R (dans la séquence LTR 5°) et se termine a I'extrémité
3’ de la séquence R (pour répétition) située dans la séquence LTR 3. Les
séquences U5 et U3 sont donc uniques sur le transcrit viral. Le signal de
polyadénylation (SPA) se situe dans la séquence U3. ATG: codon d'initia-
tion des protéines Gag et Env, dont les premiers acides aminés sont indi-
qués a l'aide du code a une lettre (A: Ala,; E: Glu; I: lle; K: Lys; M: Met;
V: Val). SA: site accepteur d’épissage. B. L’infection de cellules de neuro-
rétine (NR) par le RAV-1 entraine la transduction d’oncogénes cellulaires. Les
provirus ainsi engendrés (intitulés IC, pour Institut Curie) présentent des alté-
rations des génes viraux (Agag, Aenv, par exemple) et sont donc défectueux
pour la réplication. lls sont sélectionnés pour leurs propriétés mitogénes con-
férées par la version virale (v-onc) du proto-oncogéne.
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virus présentaient des organisations
génomiques différentes. Les virus
précoces expriment I'oncogéene sous
forme d’une protéine de fusion
comprenant seulement les six pre-
miers acides aminés de la protéine
Gag et les acides aminés codés par
les dix derniers exons des génes c-
mil ou c-Rmil. En revanche, les virus
tardifs expriment une protéine com-
portant un plus grand nombre d’aci-
des aminés de la protéine Gag,
fusionnés a une séquence de I'onco-
gene plus courte que celle présente
dans les virus précoces. L’analyse
des séquences nucléotidiques aux
points de recombinaison 5 (virus-
oncogene) et 3 (oncogene-virus)
entre les séquences virales et cellu-
laires a montré que la jonction 3’
est identique pour le virus précoce
et le virus tardif produits au cours
d'une méme expérience. Dans tous
les cas, les séquences virales et cel-
lulaires présentent des analogies
significatives (couvrant une région
variant de 6 a 2bnucléotides)
autour du point de jonction. En
revanche, la jonction 5 du virus
précoce differe de celle du virus tar-
dif. Dans le virus précoce, le site
donneur d’épissage du leader du
RAV-] est directement lié, respecti-
vement, au site accepteur d’épissage
des exons 8 ou 9, des génes c-mil ou
c-Rmil. Le leader du RAV-1 est la
séquence commune aux transcrits
génomique (codant pour les protéi-
nes Gag et Pol) et sous-génomique
(codant pour la protéine Env)
(figure 1). 11 s’étend de I'extrémité 5’
de la séquence R (pour répétition)
au site donneur impliqué dans
I'épissage alternatif qui engendre
I’ARN sous-génomique. Les dix-huit
derniers nucléotides du leader codent
pour les six premiers acides aminés
de la protéine Gag et de la protéine
Env, et fournissent la méthionine
initiatrice pour les protéines expri-
mées par les virus précoces. La loca-
lisation du site donneur d’épissage
en aval du codon d’initiation des
protéines Gag et Env est caractéris-
tique des virus de lymphomatose
aviaire.

Dans le virus tardif, la recombinai-
son en 5 a lieu au niveau de zones
d’analogies (s’étendant sur une
dizaine de nucléotides) entre les
séquences gag du RAV-1 et

les m—
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Figure 2. Organisation génomique des génes c-Rmil/Braf et c-mil/craf.
Les boites sont de longueur proportionnelle a la taille des exons qu’elles
représentent. Les exons faisant I'objet d’un épissage alternatif figurent au-

dessus des autres (la transduction de
observée). Les protéines Rmil/B-raf et

I'exon 10 du géne c-Rmil n‘a pas été
Mil/Raf ont en commun une région

riche en cystéines (boite hachurée), une région riche en sérines (en noir)
et le domaine kinase (en bistre). Les points de jonction entre séquences vira-

les et cellulaires dans les virus IC so

séquences de l'oncogene présentes
sur le virus précoce.

En résumé, les mécanismes a 1’ori-
gine de la jonction 5’ sont différents
pour les virus précoces et tardifs
alors que leur jonction 3’ est iden-
tique. L'ensemble de ces données
suggere qu’il existe une filiation
entre virus précoces et tardifs: en
d’autres termes, les virus tardifs
résulteraient d’une recombinaison
entre un virus précoce et le RAV-1.
Cette hypothése a été vérifiée lors
d’expériences de cotransfection d’'un
virus précoce et du RAV-1 dans les
cellules NR. En effet, les passages
répétés des surnageants de ces cul-
tures aboutissent systématiquement a
la genese d’un virus ayant acquis des
séquences gag supplémentaires. La
geneése des virus précoces, quant a
elle, implique un mécanisme d’épis-
sage entre séquences virales et cel-
lulaires. Cette recombinaison se
ferait donc au niveau de 'ARN, par
un épissage alternatif.

nt indiqués.

La synthese d’'un ARN
chimeérique
virus-oncogene
constitue une étape clef
de la transduction

L’analyse des virus précoces a sug-
géré que la jonction 5 se faisait par
un épissage au niveau d’'une molé-
cule d’ARN. Nous avons donc
recherché la présence de transcrits
chimériques comportant la séquence
leader du RAV-1 et des séquences des
genes c-mil ou c-Rmil, dans des cul-
tures de cellules NR induites a pro-
liférer par le RAV-1 [10]. Un ADNc
(ADN complémentaire) contenant
des séquences leader fusionnées a des
séquences de I'oncogéne Rmil, a été
cloné par la technique d’amplifica-
tion par PCR (polymerase chain reac-
tion) associée a la transcription
inverse. Sa séquence (figure4) a été
comparée a celle du virus précoce
IC11 [9] et a celle de 'ADNc du
gene c-Rmil [11]. L’ARN correspon-
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Figure 3. Organisation génomique des virus mitogénes engendrés au
cours des passages précoces ou tardifs du RAV-1 sur des cultures
de cellules de neuro-rétine (NR). Dans une expérience, ont été engen-
drés les virus IC2 puis IC1 qui ont transduit I'oncogéne c-mil. Dans une autre
expérience, ont été engendrés les virus IC11 puis IC10 qui ont transduit
I'oncogéne c-Rmil. NR1: premiére infection de cultures de NR par le RAV-1.
NR2 correspond a l'infection d’une nouvelle culture de NR avec le surna-
geant de la culture NR1 présentant des foyers de prolifération, etc. Les virus
isolés aux expériences NR3 sont dits précoces et se caractérisent par une
jonction 5 résultant d’'un épissage (triangle noir) entre le site donneur du
leader du RAV-1 et un site accepteur de I'oncogéne. Les virus isolés aux
expériences NR5 et NR6 sont dits tardifs et se caractérisent par I'expression
d’une protéine de fusion contenant des séquences gag additionnelles.

stop
ctt .-
l ﬂ anv
Epissage avec I'exon 9
' stop
stop

Figure 4. Organisation génétique du transcrit R5Rmil (leader-ARmil-
polyA) et comparaison avec le provirus IC11 et avec I’ADN complé-
mentaire du géne c-Rmil aviaire. L'’ARN R5Rmil résulte d'un épissage
entre le leader du RAV-1 et I'exon 9 du géne c-Rmil. Il comporte la totalité
du domaine kinase suivie des séquences 3’ non codantes (en dégradé) stric-
tement identiques a celles présentes sur I'’ADN complémentaire du géne c-
Rmil. AAAA: queue polyA.
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dant, appelé R5Rmil, a donc la
structure leaderRmitpolyA, la jonc-
tion 5 s’effectuant, comme pour le
virus IC11, avec I'exon 9. R5HRmil
présente donc une phase ouverte de
lecture comportant les codons pour
les six premiers résidus de la pro-
téine Gag, fusionnés aux codons
pour les 387 derniers résidus de la
protéine c-Rmil. L’analyse de cette
molécule démontre qu’il existe
effectivement un épissage alternatif
entre des séquences virales et des
séquences cellulaires dans les cellu-
les induites a proliférer par le
RAV-1.

Des expériences similaires indiquent
que de tels transcrits chimériques
comportant des séquences, soit du
proto-oncogeéne c-mil, soit du proto-
oncogene c-Rmil, sont présents dans
toutes les cultures infectées par le
RAV-1, et ce avant méme I'appari-
tion de foyers de division cellulaire.
Cela suggeére que des transcrits
leader-milpolyA ou leaderRmilpolyA
pourraient étre impliqués dans
I'induction de la division des cellu-
les NR et dans la genése des formes
virales précoces. Pour vérifier ces
deux points, nous avons transfecté
une construction pouvant engendrer
le transcrit R6Rmil dans des cultu-
res de cellules NR. Ces cultures sont
rapidement induites a proliférer, ce
qui démontre la propriété mitogene
du transcrit. L’une de ces cultures
a été infectée par le RAV-1 puis son
surnageant utilisé pour infecter de
nouvelles cultures. Celles-la sont
massivement induites a proliférer et
I'analyse de leur contenu génomi-
que montre la présence d’un virus
complet portant des séquences Rmal.
L’ARN chimérique leader-RmilpolyA
peut, par conséquent, se recombiner
avec le RAV-1 pour engendrer un
virus complet. Dans le processus de
transduction, un tel transcrit repré-
sente donc une molécule clef que
notre systéme a permis d’isoler.

Meécanismes
de la transduction
d’oncogénes
par les rétrovirus

Les résultats présentés dans les deux
paragraphes précédents nous ont
permis de proposer un mécanisme
de transduction des
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(figure 5). 1l est généralement admis
que lintégration du provirus a
proximité de I'oncogéne est la pre-
miere étape de I’activation et de la
capture d’oncogenes [12]. Ainsi,
dans la cellule NR, le RAV-1 s’inté-
grerait dans le locus c-mil ou c-Rmil
et ce, dans la méme orientation
transcriptionnelle que le proto-
oncogene. La transcription du
RAV-1, qui commence dans la
région LTR (long terminal repeat) 5,
serait a l'origine de certains ARN,
appelés readthrough, comportant des
séquences virales suivies de séquen-
ces cellulaires situées en aval du pro-
virus. En effet, Herman et al. ont
décrit qu’environ 15 % des transcrits
du RAV-1 échappent au clivage et a
la polyadénylation qui ont lieu nor-
malement dans la séquence LTR 3’
[18]. L’épissage alternatif d’un tel
transcrit readthrough entre le site
donneur du RAV-1 et un site accep-
teur de I'oncogene c-mil ou c-Rmil
engendrerait une molécule chiméri-
que leader-oncpolyA semblable a
celle décrite dans le paragraphe pré-
cédent. Certains virus ayant transduit
un autre oncogene, le gene sr¢, pré-
sentent une jonction 5 résultant
d’un épissage, analogue a celle des
virus IC précoces [14, 15]. Par ail-
leurs, des transcrits virus-onepolyA,
résultant d’un épissage alternatif,
ont été isolés dans des systemes
aviaires [16] et murins [17, 18], bien
que dans ces derniers la synthese de
rétrovirus a partir de transcrits
readthrough n’ait pas été démontrée.
De ce fait, I’épissage entre un site
donneur viral et un site accepteur
d’oncogéne pourrait représenter un
mécanisme général de formation de
la jonction 5’ lors de la transduc-
tion.

L’obtention d’un rétrovirus complet
a partir d’'un transcrit chimérique
requiert I'acquisition d’une extré-
mité rétrovirale 3’ incluant une
séquence LTR. Nous avons montré
que pour tous les virus IC il existe
des analogies entre séquences vira-
les et cellulaires au niveau du point
de jonction. Cela suggeére que la
recombinaison en 3’ résulte d’un
saut de matrice de la transcriptase
inverse, de 'ARN du RAV-1 sur le
transcrit chimérique. En effet, ces
deux transcrits, pourvus de la

mmmmmm séquence leader (qui contient les
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Figure 5. Mécanisme de transduction de proto-oncogénes par les rétro-
virus. A. Le RAV-1 s’intégre dans le locus des génes c-mil ou c-Rmil dans
le méme sens transcriptionnel. B. L’ARN polymérase, ignorant le signal de
polyadénylation présent dans la séquence LTR 3’, cotranscrit le RAV-1 et les
séquences cellulaires situées en aval. L’épissage alternatif de ce transcrit
readthrough engendre un ARN de type leader-Aonc-polyA. C. La coencapsi-
dation de ce transcrit avec le RAV-1 favorise des sauts de matrice par la
transcriptase inverse (fleche brisée), au niveau d’homologies de séquences.
De ce fait, le transcrit chimérique acquiert une extrémité 3’ virale et consti-
tue un virus de type précoce. D. La recombinaison ultérieure entre le virus
précoce et le RAV-1 (elle aussi favorisée par des homologies de séquences)
engendre un virus de type tardif qui présente un avantage sélectif.
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signaux d’encapsidation), sont sus-
ceptibles d’étre coencapsidés, ce qui
permettrait un démarrage de la
transcription inverse alors que les
deux molécules sont encore asso-
ciées. Des expériences mettant en
jeu des constructions virales qui por-
tent comme marqueurs de sélection
des genes de résistance a des anti-
biotiques, ont confirmé que la trans-
cription inverse était un processus
favorable aux recombinaisons entre
molécules présentant des analogies
de séquences [19, 20].

Notre systétme a également permis
de caractériser les formes virales qui
se succedent lors de la transduction
d’oncogénes. Nous avons montré
que les virus tardifs résultent de la
recombinaison entre le virus pré-
coce et le RAV-1 au niveau d’analo-
gies de séquences entre I’oncogene
et le gene gag. Ces virus tardifs pré-
sentent donc un avantage sélectif
grace aux propriétés réplicatives et
transformantes accrues que leur con-
fere I'acquisition de séquences gag
supplémentaires [8]. La vaste majo-
rité des rétrovirus transformants
exprime une protéine de fusion
Gag-onc, suggérant ainsi que notre
modele puisse rendre compte de la
transduction d’autres proto-oncoge-
nes.

En conclusion, les travaux présentés
ici ont permis de disséquer les éta-
pes de la transduction des genes c-
mil et c-Rmil. L’étape cruciale du
processus est I'épissage alternatif
entre séquences virales et cellulaires,
donnant naissance a des ARN hybri-
des, eux-mémes a I’origine des for-
mes virales précoces. Les mémes
événements sont probablement
impliqués dans la transduction de
nombreux oncogenes M
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Summary

Retroviral transduction of onco-
genes: steps and mechanisms

Oncogene transduction, the pro-
cess by which a cellular gene is
captured by a retrovirus, was
mainly described in vivo. We have
developed a biological system
allowing stepwise analysis of trans-
duction mechanisms in tissue cul-
ture. Avian neuroretina (NR)
cells, dissected at the 8th day of
embryonic development, rapidly
cease to divide and differentiate
in culture. Serial passaging of a
retrovirus that does not carry an
oncogene on such cultures, leads
with a high frequency to the
emergence of new viruses that
have transduced oncogenes from
the mil/raf family of serine/threo-
nine kinases. These viruses have
been selected by their ability to
induce NR cells division. This
experimental system allowed the
isolation of the following molecu-
lar intermediates generated
during the successive steps of
oncogene transduction : a chime-
ric transcript containing viral and
cellular sequences joined toge-
ther by an alternative splicing
mechanism ; then a complete
retrovirus with a 5’ end identical
to that of the chimeric RNA;
finally, a retrovirus that has acqui-
red additional gag sequences,
and, consequently, an increased
replicative capacity. Structural
analysis of these molecules led us
to propose a general model for
oncogene transduction in which
the key step is the synthesis of
chimeric RNAs. This model also
explains the generation of the
vast majority of acutely transfor-
ming retroviruses isolated in vivo.
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