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Répression et activation 
des rétrovirus murins 
dans les cellules totipotentes 

Les virus de leucémie murine sont transcriptionnellement 
inactifs dans les cellules embryonnaires où ils est sou
mis à plusieurs mécanismes de contrôle négatif. Cepen
dant , dans de très rares cas , ces virus peuvent être inté
grés à une unité de transcription cellulaire active et 
exprimés dans les cellules indifférenciée s .  Un transcrit 
hybride commençant au début d'un gène cellulaire se 
poursuit dans l ' ADN proviral et est épissé en utilisant 
un site accepteur cryptique du viru s .  Un tel mécanisme 
pourrait aboutir à l ' annexion par un rétrovirus de 
séquences cellulaires en aval desquelles il est intégré . De 
plus , la transcription de tout ou partie d ' un génome 
viral , par lui-même inactif, est aussi probablement en 
cause dans le mécanisme de plusieurs affections virales.  

L 
es rétrovirus murins peu
vent infecter la plupart des 
types cellulaires. Cepen
dant ,  i l s  ne se propagent 
que dans les cellules diffé-

renciées. Le blocage du cycle rétro
viral dans les cellules indifférenciées 
(multipotentielles) est analysée à 
1 ' aide des cellules souches de carci
nome embryonnaire (EC) , cellules 
qui ont gardé beaucoup de proprié
tés biologiques des cellules multipo
tentielles de l ' embryon dont elles 
dérivent [ 1 ] .  Cette analyse donne des 
informations non seulement sur les 
propriétés des rétrovirus, mais aussi 

sur les mécanismes de la différencia
tion cellulaire .  Elle permet aussi de 
décrire les stratégies u tilisées par les 
rétrovirus murins pour passer inaper
çus et pour détourner à leur profit 
des éléments du génome de la cellule 
infectée. 1 Niveaux de blocage 

des rétrovirus 
dans les cellules EC 

Le blocage du cycle rétroviral dans 
les cellules multipotentielles est trans
criptionnel .  Le virus pénètre dans les 
cellules et s ' incorpore à leur génome, 
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sous la forme d'un provirus ,  comme 
il le fait dans les autres types cellu
laires. Mais il n'y est ensuite jamais 
transcrit [2 ] . La propagation de ce 
virus à ARN est donc arrêtée. Des 
expériences de transfection dans des 
cellules en culture où 1 'activité trans
criptionnelle conférée par des élé
ments du virus à un gène rapporteur 
est mesurée, ont montré que trois élé
ments assurent le verrouillage du 
virus (figure 1). 
1. Tout d'abord, la région activatrice 
du promoteur viral contenue dans la 
longue répétition terminale (L TR) 5 '  
n 'est pas fonctionnelle . Ce caractère 
non fonctionnel est dû à la fois à 
1 'absence de facteurs transcriptionnels 
activateurs et à la présence de répres
seurs spécifiques . Ainsi, parmi les 
facteurs qui se fixent normalement 
sur la région activatrice du Mo ML V 
(Moloney murine leukemia virus), deux 
des principaux, NF- 1 et le facteur 
nucléaire reconnaissant le motif cen
tral de SV 40 (TGTGGT AT), sont 

I R  Activateurs 
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absents des cellules EC [ 3 ] .  De plus, 
un  facteur répresseur se foœ sur la 
regwn - 354 à 306 du L TR du 
virus sauvage [4,  5] . (Dans la numé
rotation utilisée ici, + 1 correspond 
au premier nucléotide transcrit, voir 
légende de la figure 1) .  Les virus mutés 
dans cette région qui ont une activité 
transcriptionnelle dans les cellules 
multipotentielles ne fixent plus ce 
répresseur .  L 'ADNe du répresseur, 
appelé ELP [4]  ou ECF- 1 [ 5 ] ,  a été 
cloné . Son expression n 'est détectée 
que dans les cellules multipotentielles. 
Enfin, u ne mutation ponctuelle à la 
position - 1 66 du L TR est suffi
sante, en l ' absence d 'un site répres
seur  dénommé RBS (voir ci-après) 
pour activer le L TR dans les cellu
les multipotentielles [6 ,  7 ] .  Cette 
mutation crée une séquence consen
sus pour le facteur de transcription 
Sp 1 ,  ce qui compense l 'absence, 
notée plus haut ,  d 'activateur trans
criptionnel pour la région activatrice 
du LTR . 

CAAT 

U3 
+1 +68 + 1 45 

-80 + 1 47 + 1 74 

- -
CBF? RBS, NRE 

Figure 1 . Éléments impliqués dans la répression des provirus dans les 
cellules multipotentiel/es. A. Le L TR du virus MoML V est composé de trois 
régions : U3, R et US. La région R est répétée aux deux extrémités de J'ARN 
génomique. Le promoteur (boÎtes TA TA et CAA T) et la région activatrice sont 
dans la région U3. L 'extrémité 5' de la région R située à 20 paires de base 
de la boÎte TA TA correspond au début de la transcription. Le premier nucléo
tide de I'ARN viral est numéroté + 1 .  Il correspond à la première paire de 
bases de R. La région PBS (pour primer binding site) correspond à une région 
où, sur J'ARN génomique, se trouve apparié un A RNt praline qui est utilisé 
comme amorce par la transcriptase inverse pour synthétiser le brin ADN + .  
B. Les régions impliquées dans la contrôle transcriptionnel négatif dans les cel
lules multipotentielles. Une région en amont de la région activatrice ( - 354, 
- 306), dans la région U3, fixe un facteur répresseur (ELP, ECF- 1 ). La région 
- 1 66 correspond à des séquences qui, une fois mutées en un site Sp 1, peu-
vent activer le L TR. La boÎte CAA T pourrait fixer des facteurs inhibiteurs de 
la transcription (CBF). La région PBS fixe un silencer transcriptionnel (RBS, NRE) 
ainsi que d'autres facteurs (moins bien définis) qui pourraient être impliqués 
dans la méthylation des séquences virales après intégration. Ir : inversed repeat. 
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2 .  Ensuite, une deuxième répression, 
elle aussi spécifique des cellules EC , 
utilise une région située en aval du 
démarrage de la transcription, en 
dehors du L TR, du nucléotide 

+ 147 à +  1 74 .  Cette région, appe
lée RBS (pour repressor binding site) [8] 
ou NRE (pour negative regulatory ele
ment) [9] ,  recouvre en partie la région 
complémentaire de 1 'ARN de trans
fert praline qui sert d'amorce à la 
transcriptase inverse au cours de la 
réplication du virus .  La répression 
reste efficace quelles que soient la 
posit ion et l ' orientation de la  
séquence RBS. Elle peut aussi agir 
sur d'autres promoteu rs que celui du 
MoMLV. Cet élément a donc toutes 
les caractéristiques des silencers trans
criptionnels [8, 9] . Cependant, il 
reste à en découvrir la base molécu
laire, qui ,  probablement ,  n 'est pas 
très simple . Ainsi , la répression par 
le RBS, qui est encore observée dans 
les conditions où l 'ADN du gène rap
porteur n'est pas intégré au génome 
de la cellule (expression transitoire), 
dépend alors de la position de celui
ci dans le vecteur : le RBS n 'agit pas 
s ' il est déplacé de sa position natu
relle (en 3' du LTR, dans les séquen
ces transcrites, figure 1) en 5' du L TR 
(dans les séquences non transcrites) 
[9] . L'hypothèse avancée pour rendre 
compte de cette observation est la 
suivante : le RBS exercerait son effet 
répresseur  par un mécanisme à deux 
niveaux. Le premier, mis en évidence 
avec l 'ADN non intégré, dépendrait 
strictement de la position (une répres
sion au niveau de l 'ARN n 'est pas 
exclue) ; le second, mis en évidence 
avec 1 'ADN intégré, ne dépendrait 
pas de la position du RBS (une 
répression par méthylation de l 'ADN 
est envisageable). Cette hypothèse 
d 'un mécanisme à deux niveaux 
pourrait expliquer que plusieurs fac
teurs se fixent in vitro sur la région 

+ 147 à + 1 74 .  
3 .  Enfin, le  promoteur minimal (la 
région du LTR qui contient les boî
tes CAAT et TATA) a une activité 
réduite dans les cellules multipoten
tielles. L'activité dans les cellules EC 
est 10 000 fois plus faible que dans 
les cellules différenciées [4] . Cela vaut 
particulièrement pour les plasmides 
intégrés au génome. 
Ces observations ont été étendues aux 
rétrovirus recombinants [ 1 0] . Pour 
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cela les rétrovirus ont été altérés dans 
les trois régions mentionnées : la 
région - 354,  - 304, qui fixe avec 
une moindre efficacité que MoMLV 
le facteur ECF- 1 ; la région - 1 66 ,  
où  un site de  fixation de l 'équivalent 
murin du facteur Sp1 a été intro
duit ; et la région + 147 ,  + 1 74 
(RBS), qui a été changée pour celle 
d 'un virus mutant , dl 587 rev . 
L 'expression de ces nouveaux rétro
virus n 'est pas bloquée dans les cel
lules EC et ES : le nombre de colo
nies obtenues en milieu sélectif avec 
les rétrovirus recombinants ainsi 
modifiés est du même ordre de gran
deur sur les cellules multipotentielles 
et sur les cellules différenciées . Ainsi , 
lorsque les trois niveaux de verrouil
lage du virus sont levés, celui-ci fonc
tionne efficacement . Ces rétrovirus 
représentent une alternative à une 
autre classe de rétrovirus, précédem
ment imaginée pour  exprimer des 
gènes dans les cellules EC et ES, les 
rétrovirus à promoteur interne. Dans 
ces rétrovirus ,  un promoteur  non 
viral est placé en amont du gène que 
l 'on veu t  exprimer, rendant ce der
nier indépendant du promoteur viral 
[ 1 1 ] .  1 Mécanismes 

de /'activation des pro virus 
dans les cellules EC 

L'étude du blocage des rétrovirus 
murins dans les cellules EC a aussi 
été abordée après infection virale en 
u t ilisant des rétrovirus recombinants 
comportant un gène de sélection sous 
contrôle transcriptionnel des éléments 
du virus .  Deux sortes d ' informations 
ont pu être obtenues. 

Premièrement , l 'examen détaillé de la 
structure de plusieurs des provirus 
intégrés dans des clones de cellules 
multipotentielles se multipliant en 
milieu sélectif [ 1 2 ,  1 3 ]  a confirmé la 
validité des observations précédentes. 
En particulier, beaucoup des provirus 
actifs dans les cellules EC ont soit 
u ne mutation au niveau du RBS, soit 
présentent u ne délétion complète de 
ces séquences. Cela confirme le rôle 
majeur de la région RBS dans le con
trôle négatif de l ' expression du rétro
virus recombinant . Les transcrits 
viraux ,  codant pour le gène de sélec
tion, sont produits à partir du L TR. 
Cependant ,  au moins dans certains 

cas (peut-être même dans tous) , outre 
ces modifications structurales du 
rétrovirus, il fau t  que celui-ci soit 
intégré à proximité d 'un élément acti
vateur cellulaire actif [ 1 3 ] .  Cela est 
apparu en comparant les efficacités 
d'expression dans les cellules EC des 
provirus reclonés en présence (forte 
expression) et en l 'absence (faible 
expression) des séquences cellulaires 
adjacentes au point d ' intégration . 
Deuxièmement, l ' examen de la struc
ture des autres provirus a montré 
l 'existence d 'un  mécanisme pour 
lequel aucune modification de la 
structure provirale , ni  dans les 
régions mentionnées précédemment 
ni dans d'au tres ,  n 'est nécessaire. La 
comparaison des sites d 'intégration de 
clones d ' origine indépendante a 
abouti à u n  résultat remarquable . 
Elle a permis de classer les clones en 
un petit nombre de familles, chacune 
correspondant à une région particu
lière du génome où les rétrovirus 
intégrés sont actifs .  Ainsi, dans la 
lignée F9, trois familles ont été déce
lées [ 1 2 ]  et, dans la lignée PCC4 ,  
une famille majeure différente des 
précédentes a pu être repérée [ 1 4 ] .  
Cette observation pose un  premier 
problème : comment les multiples 
blocages v iraux décrits son t- i l s  
contournés ? 
Plusieurs observations suggèrent que 
l 'effet essentiel de ces régions du 
génome sur le provirus ne réside pas 
dans le fait qu 'elles soient dans un  
domaine chromatinien ouvert ou 
qu 'elles aient un  effet activateur ou 
conformationnel à distance sur le pro
moteur  viral . En effet ,  ces hypothè
ses ne rendent nullement compte de 
ce que tous les rétrovirus intégrés 
dans u ne même région s'y trouvent 
toujours orientés dans le même sens 
[ 1 2 ,  14 ] .  Une autre explication devait 
donc être recherchée. 
Le mécanisme d 'activation des pro-
virus tel qu ' il vient d'être établi dans 
un article récemment publié [ 1 4] est 
résumé dans la figure 2, p. 1 94. Les 
régions du génome qui permettent 
l ' expression des provirus abritent un  
gène qu i  est exprimé dans les cellu-
les EC (figure 2A) .  Les provirus sont 
intégrés dans le premier ou l ' un  des 
premiers introns du gène actif (figure 
2B). Le provirus est transcrit à par-
tir du promoteur de ce gène .  La 
transcription ignore le signal de ---• 
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Figure 2. Mécanisme d'activation des provirus dans les cellules mu/ti
potentielles. A et B. Intégration du virus dans l'intron d'un gène actif. Le 
cercle représente le rétrovirus recombinant (RVR) avant intégration au génome. 
Les L TR sont représentés par les rectangles noirs (R) et roses (U3 et US). Le 
gène cellulaire est schématisé en A par des boites : la boite P (blanche) con
tenant le promoteur et les boites 1 à 4 (rouges), correspondant aux exons, 
séparés par les introns (lignes simples horizontales). B. Structure du provirus 
dans le gène cellulaire. Le promoteur cellulaire (P) est actif mais non le L TR 
viral. C et D. Structure de I'ARN produit. C. A RN, avant épissage, produit à 
partir du promoteur cellulaire (P) capturé par le rétrovirus. D. ARN hybride 
cellulaire-viral, après épissage. 

polyadénylation de la regwn R du 
LTR 5 ' .  Un ARN hybride (cellulaire 
et viral) est synthétisé (figure 2C).  Il 
est ensuite épissé à partir du site don
neur de l 'exon cellulaire jusqu 'à un 
site accepteur viral cryptique ( le site 
accepteur d 'épissage qui sert à fabri
quer l 'ARNm du gène de l 'enveloppe 
est absent de la construction) .  De ce 
fait ,  seule une partie du génome du 
provirus se retrouve dans l '  ARN mûr 
(figure 2D ). Dans le cas de la région 
détectée dans les cellules PCC4, ce 
site accepteur viral est localisé dans 
les séquences du virus de Moloney. 
Il est précédé d'un consensus « point 
de branchement* ,, qui n ' avait pas 
été reconnu jusqu'à présent . L' ARN 
hybride est polyadénylé à la dernière 
base de la région R du L TR 3 ' .  

Mais alors, pourquoi y a-t-il si peu 

de regwns piegees par le rétrovirus 
recombinant ? Plusieurs raisons peu
vent être évoquées. Il faut que le pro
moteur cellulaire soit insensible aux 
mécanismes qui répriment le promo
teur viral . De ce point de vue , il est 
intriguant de constater que tous les 
gènes piégés ont des promoteurs très 
riches en dinucléotides GC , comme la 
plupart des gènes à expression ubi
quitaire dits de fonction de ménage . 
Il faut aussi que le signal de polya-

• Séquence au niveau de laquelle s 'établit, lors de 
1 'épis sage, la liaison entre le 5 '  phosphate de 1 'acide 
guanylique en 5 '  de l 'intron et l 'hydroxyle 2 '  d'un 
résidu adénylique localisé quelques dizaines de bases 
en amont de l 'extrémité 3'  de l 'intron, c 'est-à-dire du 
site accepteur d 'épissage. C 'est cette liaison qui con
fère à l }intron sa structure en Lasso} caractéristique des 
réactions d'excision-épissage. 
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dénylation du LTR 5 '  soit ignoré . 
Enfin, la traduction de l' ARN codant 
pour le gène de sélection doit pouvoir 
se faire efficacement . Cette dernière 
condition implique que le virus soit 
intégré dans un des tout premiers 
introns d'un gène, en aval d 'un 
exon, de préférence non codant .  
Ainsi, l 'épissage de 1 'ARN cellulaire 
et du LTR place l 'AUG du gène 
rapporteur en première position, con
dition qui favorise la traduction [ 1 5 ] .  
I l  est étonnant de constater qu'il n 'y 
a pas plus souvent activation du pro
moteur minimal du virus par des élé
ments activateurs du génome . Cela 
illustre peut-être le fait que les cellu
les EC utiliseraient peu d'éléments 
activateurs et, plus généralement, 
auraient peu de gènes actifs .  En con
séquence, il y aurait peu d'activateurs 
disponibles dans cet état cellulaire 
particu lier. De plus ,  il est possible 
que 1 'élément silencer du virus soit 
dominant par rapport aux activa
teurs. Il y a d'ailleurs des précédents 
à cette dernière situation : c 'est par 
un mécanisme de répression domi-

A 

nant les effets activateurs du LCR 
que se font les commutations d'un 
gène à un autre dans le locus {3-
globine au cours de l 'embryogenèse 
[ 1 6 ] .  1 Un nouveau mécanisme 

de capture 
de séquences cellulaires 
par les rétrovirus ? 

De plus ce mécanisme d'activation 
des rétrovirus permet d'entrevoir de 
nouvelles stratégies utilisées par les 
rétrovirus pour détourner, à leur pro
fit ,  l ' information du génome. 
Ainsi, même dans les conditions où 
le rétrovirus est silencieux, certains de 
ses gènes sont éventuellement trans
crits par détournement d'un promo
teur cellulaire . Cela pourrait rendre 
compte de maladies associées aux 
rétroviru s p lus  complexes que 
Mo ML V ,  tels BL V (bovine leukemia 
virus) ou HTLV - 1  et -2 .  En parti
culier, certains des gènes impliqués 
dans le contrôle du virus (tax et rex), 
et dont l 'expression perturbe le con-

��-----�� .... � 
Tra n s c r i p t i o n  
E p i ssa g e  

A R N  
h y b r i d e  

+ + 

trôle de certains gènes de l 'hôte, 
pourraient ainsi être transcrits indé
pendamment du virus. La possibilité 
de ce mécanisme de transcription et 
de traduction de ces gènes viraux par 
la cellule hôte est renforcée du fait de 
la présence de sites accepteurs d'épis
sage naturels (ceux utilisés pour pro
duire les ARNm tax et rex) dans ces 
v1rus .  
En outre, la mise sous contrôle cel
lulaire du provirus pourrait être à la 
base d'un processus de capture par le 
virus de matériel cellulaire situé en 5 '  
du  site d ' intégration (figure 3). La 
capture s 'effectuerait à la suite du co
empaquetage d 'une molécule d' ARN 
hybride et d 'une molécule d '  ARN 
viral dans une particule rétrovirale . 
Ces virus hérérodimères serviraient 
ensuite de matrice pour fabriquer, au 
cours de la transcription inverse , un 
provirus contenant à la fois des 
séquences cellulaires et virales .  On 
sait déjà que l 'empaquetage dans les 
part icules  rétrovirales  d '  ARN 
dépourvu des signaux viraux d 'empa
quetage peut se produire [ 1 7 ] et que 

B 
� � Tra n s c r i pt i o n  

A R N  
v i r a l  

c � E m paq uetage 

D 

1 1  1.1 + I l  1 1 
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Figure 3 .  Mécanisme d'annexion, par les rétrovirus, d'exons cellulaires localisés en 5 '  du site d'intégration. 
A. Structure de I'ARN hybride cellulaire-viral produit à partir du promoteur cellulaire P. B. ARN viral produit par un 
retrovirus sauvage (dans la même cellule). C. Coempaquetage de I'ARN hybride et de I'ARN viral dans le rétrovirus 
(« hétérozygote ») . D. Au cours de la transcription inverse, une recombinaison et/ou des changements de matrice de 
la polymérase conduisent à la production d'un provirus recombiné. 
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Figure 4 .  Mécanisme d'annexion, par les rétrovirus, d'exons cellulaires localisés en 3 '  du site d'intégration 
proposé par Swanstrom et al. [1 9]. A.  Le provirus est intégré en amont des exons 7 et 2 (codant éventuellement 
pour un oncogène cellulaire) .  Un ARN hybride regroupant sur la même molécule les séquences virales et cellulaires 
peut être produit lorsque le signal de polyadénylation du L TR 3'  est ignoré et que I'ARN est épissé comme indiqué. 
A '. Alternativement, une délétion du L TR 3' joint les séquences virales et cellulaires dans une même unité de trans
cription qui produit un A RN hybride. B. ARN hybride. C. ARN viral produit par un rétrovirus sauvage (dans la même 
cellule). D. Coempaquetage de /'ARN hybride et de /'ARN viral dans la particule virale (« hétérozygote "' ·  E. Au cours 
de la transcription inverse, une recombinaison et/ou des changements de matrice de la polymérase conduisent à la 
production d'un provirus recombiné ayant capturé les exons 7 et 2 (éventuellement oncogéniques). 

la transcriptase inverse change fré
quemment de matrice au cours de la 
réplication virale [ 18 ] .  Cela augmente 
la vraisemblance du mécanisme de 
capture. Une variante de ce schéma 
a été produite dans le passé pour 
expliquer la capture des oncogènes 
par les rétrovirus (notamment chez 
les aviaires), à ceci près qu 'alors, 
c'est le promoteur virale du LTR 5 '  
qui assure l a  capture de  l 'oncogène 
situé en 3' du site d' intégration (figure 
4) [ 1 9 ] .  Bien que ce nouveau type de 
capture de séquence 5 '  reste à 
démontrer plus précisément ,  sa vrai
semblance est suggérée par certaines 

ont établi que la présence d'un seul 
L TR est suffisante pour que les évé
nements de recombinaison entre les 
ARN coempaquetés dans la particule 
virale aient lieu [20] .  Cela constitue
rait une nouvelle indication de 
1 'action des transposons (dont les 
rétrovirus ne sont qu 'un des exem
ples) dans le maintien de la fluidité 
des génomes [2 1 ] .  

- expériences de génétique inverse qui 

Mais, finalement , ce mécanisme 
pourrait aussi avoir été exploité, en 
retour, par les cellules de la lignée 
germinale. En effet, un des gènes qui 
peuvent être transcrits et traduits 
dans les cellules multipotentielles par 
le mécanisme décrit ci-dessus est celui 

de l 'enveloppe du rétrovirus qui est 
normalement produit à partir d'un 
ARNm viral épissé . Or, lorsque le 
produit du gène de l 'enveloppe est 
exprimé à la surface d'une cellule, 
l ' infection par un nouveau rétrovirus 
n 'est plus possible, les récepteurs 
viraux se trouvant bloqués [22 ] .  Cette 
circonstance permettrait de limiter la 
propagation des rétrovirus dans 
l 'espèce, et ainsi de diminuer la 
charge génétique due aux mutations 
par insertion . Ne serait-ce pas, d'ail
leurs, cette nécessité qui rendrait 
aussi compte de la multitude des blo
cages que les cellules de la lignée ger
minale imposent aux rétrovirus ? • 
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Summary 
Repression and activation of 
murine retroviruses in multi
potential cells 

The expression of murine leuke
mia virus (MuL V) in embryonal 
carcinoma (EC) cells is blocked. 
The blockage is due to a multipli
city of negative controls of viral 
transcription : a negative element 
within the viral enhancers and 
others mapped 5' to them as well 
as a strong silencer in the leader 
sequence of the virus .  Despite 
these negative controls, rare cases 
in which viral expression occurs 
have been detected when selective 
methods have been used . The 
complete analysis of the mecha
nism of activation establishes that 
viral transcripts are initiated from 
a upstream host-cell promoter and 
are spliced from a host donor to 
a cryptic viral acceptor in the 
MLV sequences. These results 
point to a mechanism by which 
retrovirusts can acquire host 
sequence by 5 '  annexation of 
exons. It also indicates that retro
viruses can be transcribed from 
upstream nonviral elements. 
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