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Le virus du sarcome dermique de doré (WDSV) est un rétrovirus complexe de
poisson, et constitue le membre modéle du genre Epsilonretrovirus. Le sarcome
dermique du doré, auquel le WDSV a été relié étiologiquement, est une tumeur
bénigne qui se développe et régresse selon un cycle saisonnier.

Le WDSV encode un oncogéne accessoire, Orf A, homologue de la cycline D et
impliqué dans le développement tumoral. Cependant, méme les oncogénes viraux ne
peuvent transformer seuls une cellule hote. Leur action doit étre complémentée par
I’expression d’autres oncogénes, ou par la perte de fonction de géne "tumeur
suppresseur”. Ainsi, le développement du sarcome dermique du doré pourrait
impliquer d’autres voies que celle d’Orf A.

A I’aide d’une méthode PCR, nous avons caractérisé 89 sites d’insertion provirale
dans 19 tumeurs sur les 26 testées. Sept insertions provirales réparties dans 3 tumeurs
sont subvenues chez un géne homologue des calpains, dont un membre a été décrit
comme agissant en tumeur suppresseur. De plus, I’analyse RT-PCR des transcrits de
ce géne dans les tumeurs a mis en évidence la présence de nombreuses erreurs
d’épissage chez 18 tumeurs sur 25 (72%). Ces transcrits aberrants présentaient des
codons stop précoces et codaient donc théoriquement pour des protéines tronquées.

Ces résultats suggerent une perte de fonction de la calpaine impliquée dans le

développement tumoral chez le sarcome dermique de doré.

MOTS-CLES : mutagénése insertionnelle, épissage aberrant, tumeur, calpaine,

suppresseur de tumeur, poisson.
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Walleye dermal sarcoma virus (WDSV) is a piscine complex retrovirus, first
member of the Epsilonretrovirus genus. WDSV is etiologically associated with a
benign skin tumor which develops and regresses on a seasonal basis.

The WDSV genome contains a cyclin-like gene (orf-4) which has been involved
in tumor development. However, even the strong growth signals provided by viral
oncogenes are not sufficient to transform primary cells. They require the expression
of other oncogenes or the loss of function of tumor suppressor genes. In addition to
orf A, oncogenesis may be mediated by an additional pathway.

We characterized 89 proviral insertion sites in 19 tumors out of 26 using a PCR
based method. Seven integrations occurred in a calpain-like gene in 3 tumors. In
addition, RT-PCR analysis of tumor mRNA showed frequent and various aberrant
splicing of this gene in 18 tumors out of 25 (72%). Aberrantly spliced transcripts
showed new stop codons and thus code theoretically for truncated proteins.

Calpain was reported as a tumor suppressor gene in a rodent system.

Considered together, these observations suggest that the loss of calpain function

contribute etiologically to the development of WDS.

KEY WORDS : insertional mutagenesis, aberrant splicing, tumor, calpain, tumor

suppressor, fishes.



TABLE DES MATIERES
RESUME EN FRANGCAIS . ... e, i
RESUME EN ANGLAIS. ... iii
TABLE DES MATIERES. ... i v
LISTE DES TABLEAUX . ...ttt viil
LISTEDES FIGURES . ... e e ix
LISTE DES ABREVIATIONS. ...t e X
DEDICACES. ... e X1
REMERCIEMENTS. ... et Xil
L INTRODUCTION. ...t 1
I1. RECENSION DE LA LITTERATURE. ........ooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e, 3
L.LES RETROVIRUS. ...t e 4
LITAXOMONOMIE. ... .ot 4
1.2 MORPHOLOGIE DES VIRIONS......cootiiiiiiii e, 6
1.3 ORGANISATION DU GENOME DES ORTHORETROVIRINAE...... 8
1.4 CYCLE DE REPLICATION DES ORTHORETROVIRINAE........... 10
1.4.1 ’ENTREE DANS LA CELLULE HOTE.......................... 10
1.42 LARETROTRANSCRIPTION......cccciiiiiiiiniiiiiiiiiinnn. 11
1.4.3 LA RE-LOCALISATION DU PROVIRUS AU NOYAU........ 15
144 L INTEGRATION. ..ottt 16
1.4.5 LA TRANSCRIPTION VIRALE...........coiiiiiiiiiiie, 17

1.4.6 LAPRODUCTION VIRALE......ccoiciiiiiiiiiiiiiiiiineeeee 18



vi

2. PATHOGENICITE DES ORTHORETROVIRINAE..........covvvvvivreennnn... 19
2.1 ONCOGENESE..... ..o 19
2.1.1 LES ONCOGENES VIRAUX......ccitiiiiiiiiiiiiiiieeee 20
2.1.2 LES GENES ACCESSOIRES TRANSFORMANTS............. 22
2.1.3 LA MUTAGENESE INSERTIONNELLE.......................... 23
2.2 AUTRES PATHOLOGIES CAUSEES PAR LES RETROVIRUS...... 25
3. LE VIRUS DU SARCOME DERMIQUE DE DORE (WDSV).................. 26
JILATUMEUR. ... e, 26
32 LE VIRUS. e 28
3.2.1 LES GENES ACCESSOIRES ET LEURS PATRONS
D’EXPRESSION. ..ot 30
B2 LT 0RF AL 30
32120RF B 33
32030RFCaiiii 33
3.3 LES MECANISMES DE L’ONCOGENESE CHEZ LE WDS........... 35
II. METHODOLOGIE........c...ioiiiiiiiiiiicniieieee e 3T

Atrticle 1 : Arnaud Duval, Daniel Martineau

Alterations of calpain expression in Walleye dermal sarcoma,

a retrovirally-induced tumour.

IV. DISCUSSION. ...ttt ettt e e e e e 61

V. CONCLUSION. ..ottt 68



VI

VIIL.

BIBLIOGRAPHIE

vii

ANNEXES .. Xiv



viii

LISTE DES TABLEAUX

Article

Table 1 : Amorces Utilisées €N PCR ... .ottt e 57



LISTE DES FIGURES

Recension de littérature

Figure 1 : THUStrations. .....oeiuiiiit e e

Article
Figure 1 : Schématisation des sites d’insertions provirales et d’hybridation des

amorces PCR dans le géne homologue a la calpaine...................ccocoiviieinenn...

Figure 2 : Résultats de Southern blot, Northern blot et RT-PCR........................

Figure 3 : Schématisation des épissages aberrants obtenus dans les transcrits

tumoraux du géne homologue & la calpaine...................ccooeiiiiiiiiiininnnn,

ix



LISTE DES ABBREVIATIONS

ADN : Acide Désoxyribo-Nucléique
ARN : Acide Ribo-Nucléique

ASLV : Avian Sarcoma/Leukemia Virus
BLV : Bovine Leukemia Virus

FeLV : Feline Leukemia Virus

HIV : Human Immunodeficiency Virus
HFV : Human Foamy Virus

HTLV : Human T-Cell Leukemia Virus
IAP : Intracisternal type A Particles
LTR : Long Terminal Repeat

MLV : Murine Leukemia Virus

MMTYV : Mouse Mammary Tumor Virus
M-PMV : Mason-Pfizer Monkey Virus
OREF : Phase de lecture ouverte

PHV : Perch Hyperplasia Virus

RNAse : Ribonuclease

RSV : Rous Sarcoma Virus

SIDA : Syndrome de I’Immunodéficience Acquise
SnRYV : Snakehead Retrovirus

WDSYV : Walleye Dermal Sarcoma Virus

WEHYV : Walleye Epidermal Hyperplasia Virus



A celui qui a su attendre [’accomplissement de ce projet,

cloitré dans le mutisme et I’abnégation,



REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier les acteurs de ma vie que j’ai c6toyé durant ces trois
enrichissantes années a la FMV au Québec.

Je tiens a exprimer ma reconnaissance envers le Dr. Daniel Martineau pour
m’avoir accepté sur ce projet et encadré tout au long de ce dernier. J’ai appris bien
plus durant une seule année de cette Maitrise que pendant la totalité de ma scolarité.

Je salue également ici les bons moments passés avec les membres réguliers ou
temporaires du labo 3954 : Héléne, Noémie, Stan, Jessie et bien siir cette trés chére
Bianca.

Aussi vont mes gratitudes a I’ensemble des membres et étudiants de la FMV
pour les préts, conseils, et autres aides apportés. Parmi ceux-1a je remercie en
particulier le Dr Zhiying Zhang qui a fait les découverte ayant mené a 1’élaboration
de mon projet, le Dr Carl Uhland qui s’est occupé de récolter les échantillons de
poisson, Marco Langlois qui a la compétence et la volonté d’aider pour tout ce qui
touche a I’informatique, Guy Beauchamp qui s’est fendu des statistiques de mon
projet.

Je place aussi une mention spéciale pour Micheline Saint-Germain qui m’a
apporté une aide sans borne et a fait preuve d’une patience sans plus de limite pour
les formalités administratives qui m’étaient échues.

I’envois mes pensées & mes amis de France qui ne m’ont pas oublié malgré

I’éloignement, en particulier Manu et Nasser,

Xii



Xiii
de méme qu’a ceux que j’ai rencontré au Québec et qui m’ont permis de ne
jamais regretter d’avoir passer 1’ Atlantique : Alex, Joélle, Simon, Sandra, Kristy,
Véro, Mouaoui, Toffic, Carla, Débai,... la liste est bien trop longue pour étre
complétée mais les noms de ceux qui ne sont pas cités ici n’en restent pas moins
gravés en moi !

Je ne pouvais pourtant pas omettre les noms de Dr Florent, Tania, Alya,
Florian, Pascale avec qui je partage des liens de profonde amitié.

Je réserve une ligne pour Beub (Nicolas Parent), étant donné que c’est la
rencontre la plus étonnante et la plus intéressante qui me fut donnée d’étre faite, au
Québec comme ailleurs.

J’envois mes merci @ ma famille également, pour leur soutient outre-océan, et
particulieérement a Denis qui m’a accueilli et épaulé en terre Nord-Américaine a
Montréal.

Je garde le meilleur pour la fin en louangeant Frangois, complice au labo
comme 4 la ville, et partenaire intrépide des heures de labeur comme des péripéties
ludiques. Merci a toi, mon chum ! Quelque chose me dit que nous allons continuer a

nous voir souvent.



INTRODUCTION



Le sarcome dermique du doré (WDS) est une tumeur bénigne du poisson.
Méme si le doré (Stizostedion vitreum vitreum) se péche et est élevé pour
consommation, le caractére bénin et la nature externe de la Iésion ne justifient pas de
traitement a la pathologie. Mais les particularités uniques de la tumeur méritent une
attention toute réfléchie, et plusieurs laboratoires de recherches dans le monde sont
aujourd’hui et depuis de nombreuses années dédiés a la résolution de ses mystéres.

En effet, en dépit d’une apparence maligne, le développement tumoral du
WDS suit un cycle saisonnier, la tumeur apparaissant et croissant durant les saisons
d’automne et hiver, puis régressant totalement sans méme laisser de cicatrice au
cours du printemps. Un tel renversement dans le processus tumoral est fort
impressionnant lorsqu’il a lieu dans la nature et qu’il est systématique.

L’étude du WDS vise donc a comprendre les mécanismes cellulaires
impliqués dans ce systéme, et permettra du méme coup de mieux comprendre le
cancer, fléau de notre époque. Les connaissances issues des travaux effectués sur le
WDS serviront sans nul doute & poser les bases de nouvelles études afin de
développer des thérapies originales et efficaces contre le cancer chez I’ensemble des
animaux.

En dépit des nombreuses avancées réalisées sur ce sujet durant les derniéres
années, le WDS est encore trop mal connu pour que I’on puisse comprendre son
fonctionnement dans son ensemble. Le présent projet se charge d’étudier la
mutagenese d’insertion, un aspect de la tumorigénése laissé pour compte chez le

WDS jusqu’a aujourd’hui.
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1. Les rétrovirus

1.1. Taxonomie

Tous les rétrovirus sont regroupés dans la famille des retroviridae (Murphy
FA et al., 1995). Une précédente convention (Coffin JM, 1992) répartit ceux-ci en
sept genres selon des critéres de morphologie du virion ou de la pathogénicité du
virus : les virus de mammifére de type C (ayant pour modéle le Murine Leukemia
Virus ou MLV), les virus aviaires de type C (modéle Rous Sarcoma Virus ou RSV),
les virus de type B (modele Mouse Mammary Tumor Virus ou MMTYV), les virus de
type D (modéle Mason-Pfizer Monkey Virus ou M-PMV), les lentivirus (modéle
Human Immunodeficiency Virus type 1 ou HIV-1), les virus du groupe HTLV/BLV
(modele Human T-Cell Leukemia Virus ou HTLV-1) et les spumavirus (modéle
Human Foamy Virus ou HFV). A ces sept principales unités taxonomiques s’ajoutent
ensuite les rétrovirus de mouches (Kim A et al., 1994 ; Song SU et al., 1994) et de
poissons (Holzschu DL et al., 1995).

La complexité du classement s’accentuant 4 mesure de la découverte de
nouveaux rétrovirus, et avec l’avenement des techniques de caractérisation
génomique, il apparut nécessaire de remanier la taxonomie des rétrovirus en utilisant
les nouvelles données (Pringle CR, 1998) (van Regenmortel MHV et al., 2000). Ainsi
les Alpharetrovirus regroupent les rétrovirus aviaires de type C, le genre
Betaretrovirus compte les rétrovirus de mammifere de type B et les rétrovirus de type

D, les rétrovirus de mammifére de type C constituent le genre des Gammaretrovirus,



le genre des rétrovirus du groupe BLV-HTLV devient celui des Deltaretrovirus. Les
Lentivirus et Spumavirus conservent leurs nomenclatures et leurs positions au sein
des Retroviridae. Enfin, le genre des Epsilonretrovirus est créé en 1998 pour classer
dans leur propre unité de taxonomie les rétrovirus de poissons qui échappaient aux
exercices de comparaisons avec les autres espéces. Le WDSV (Walleye Dermal
Sarcoma Virus) est nommé a cette occasion comme le modéle du genre (Pringle CR,
1998).

Les Epsilonretrovirus, selon le dernier rassemblement du comité international
pour la taxonomie des virus (van Regenmortel MHV et al., 2000), ne comprennent
officiellement que trois espéces, le walleye dermal sarcoma virus (WDSV), et les
walleye epidermal hyperplasia virus 1 et 2 (WEHV-1 et WEHV-2), toutes trois
infectant la peau de doré. Les espéces perch hyperplasia virus (PHV) et snakehead
retrovirus (SnRV) ont été proposées comme en faisant partie.

A I’échelle de la sous-famille, tous les genres a I’exception d’un seul sont
regroupés dans les Orthoretrovirinae. En effet, les Spumavirus ont été isolés dans la
sous-famille des Spumaretrovirinae en raison de leurs caractéristiques particuliéres,
qui les différencient des autres membres des rétrovirus. Ainsi, les Spumavirus
emportent dans leurs virions le matériel génomique déja rétro-transcrit sous forme
d’ADN complémentaire de pleine longueur (Yu SF et al., 1996). Il apparait méme
d’aprés certaines études (Heinkelein M et al., 2000 ; Linial ML, 1999 ; Moebes A et
al., 1997 ; Rethwilm A, 2003 ; Yu SF et al., 1999) que c’est ’ADN présent dans la
particule virale qui joue le réle d’agent actif lors de I’infection et non I’ARN

génomique comme chez les autres rétrovirus (Lori F et al., 1992 ; Trono D, 1992).



Hormis cette différence majeure, ce genre accumule un certains nombre de
distinctions, comme la présence d’un promoteur interne dirigeant 1’expression de
geénes accessoires (Lochelt M et al., 1993), ou le processus d’assemblage des
particules virales, fort singulier (Lindemann D et al., 2001 ; Wilk T et al., 2001).

Il est & noter que les genres Deltaretrovirus, des lentivirus, des spumavirus et
des Epsilonretrovirus incluent dans leurs caractéristiques une organisation
génomique de type complexe, c’est-a-dire comprenant, en plus des génes structuraux
indispensables a la réplication du virus (également présents chez leur contrepartie les
rétrovirus simples), des genes dits accessoires. Les produits de ces génes peuvent
remplir une large gamme de fonctions telles que la régulation de génes cellulaires et
viraux (par exemple avec fax) (Yoshida M, 2001 ; Franchini G et al., 2003),
I’optimisation de la virulence (comme c’est le cas pour nef) (Miller MD et al., 1994 ;
Spina CA et al., 1994), I’évitement du systéme immunitaire de ’hote (également

observé chef nef) (Schwartz O et al., 1996 ; Collins KL et al., 1998).

1.2. Morphologie des virions

La structure d’un virion de rétrovirus prend en compte un génome constitué
d’acides ribonucléiques (ARN), une matrice, une capside et une enveloppe (bicouche
lipidique dans laquelle s’enchéssent des protéines de surface). Une particule virale
renferme également les protéines virales qui lui seront nécessaires lors des maturation

et infection et qui sont codées par son propre génome.



L’éventail de tailles des particules rétrovirales s’étale entre 80 et 100 nm. Ces
données doivent étre néanmoins considérées avec prudence en regard du nombre de
sources €levées des informations et de I’imprécision des techniques de mesures selon
I’analyse effectuée (Coffin JM et al., 1997 ; p29). Le coefficient de sédimentation des
virions est observé a 600 S (rate zonal sedimentation).

Quatre grandes catégories furent définies a partir d’observations au
microscope électronique (techniques de coupes minces) (Bernhard W, 1958 ;
deHarven E, 1974).

Les particules de type A représentent une forme immature intracellulaire de
certains virus. Elle est définie par ’acronyme IAP pour « Intracisternal type A
Particles » (fig.1A). En effet, les virus de types B et D ainsi que les spumavirus ont,
contrairement aux autres rétrovirus qui assemblent leurs structures 4 la membrane, la
particularité de construire le noyaux de la particule dans le cytoplasme, avant de
I’envelopper a la membrane.

Les particules de type B matures et extracellulaires présentent un noyau rond
et décentré (FIG.1B).

Les particules matures de type C centrent leur noyaux qui prend une forme
ronde parfois légerement anguleuse (FIG.1C). Les Alpharetrovirus et
Gammaretrovius produisent des particules de types C, assemblant leurs particules
immatures a la membrane cellulaire.

Les particules matures de type D forment des noyaux plus effilés, en forme de

barre (FIG.1D).



Les membres du genre des Betaretrovirus assemblent des capsides immatures
(particules de type A) dans le cytoplasme, pour que celles-ci bourgeonnent a la
membrane et forment des particules de type B ou D selon I’espéce du virus.

Les spumavirus et lentivirus échappent a cette classification, car ils présentent
des caractéres atypiques. Par exemple, les lentivirus semblent appartenir au type C

lors du bourgeonnement mais présentent un noyau conique (FIG.1E).

1.3. Organisation du génome des Orthoretrovirinae

Les Orthoretrovirinae possédent un génome composé d’ARN simple brin,
linéaire et non segmenté. Le noyau contient deux copies de 1’acide nucléique, reliées
par des ponts hydrogéne. La taille du génome varie de 7 a 13 kilobases.

Le génome d’un rétrovirus est toujours bordé de séquences particuliéres
nommeées répétitions terminales longues (LTR), méme si ces séquences ne sont pas
conservées entre les différents virus. Elles n’en demeurent pas moins primordiales &
la réplication puisque impliquées dans la rétro-transcription de ’ARN viral en ADN
complémentaire double brin (le provirus), ’intégration du provirus dans le génome
de I’hdte et la transcription virale (le promoteur viral, le site d’initiation de la
transcription ainsi que le site de polyadénylation y prennent place).

Indispensable & I’encapsidation, c’est-a-dire & I’incorporation du transcrit de
pleine longueur dans les nouvelles particules virales, le signal d’encapsidation (noté
W) est une séquence non conservée et mal définie qui englobe une partie de

I’extrémité 3 du LTR et le début du géne gag (Mann R et al., 1983).



Le génome d’un rétrovirus non-défectif, c’est-a-dire capable d’infecter la
cellule hote et de se répliquer seul, comporte les trois ORF (phases de lecture
ouvertes) des génes suivants gag, pro-pol et env, dits structuraux (Fleissner E, 1971 ;
Oroszlan S et al., 1971 ; Schifer W et al., 1972 ; August JT et al., 1974).

gag code pour les protéines de la capside (notée CA) et de la nucléo-capside
(NC), ainsi que pour celles de la matrice (MA) et se charge donc de produire les
composantes du noyaux de la particule virale, son squelette.

L’expression de pro-pol aboutit a la production de trois protéines. Une
protéase (PR) découpe les produits protéiques de la traduction des ORF virales en
unités fonctionnelles. Une rétrotranscriptase (RT) polymérise le provirus d’ADN
double-brin & partir de I’ARN génomique viral, en amorgant son travail a ’aide d’un
ARNt cellulaire défini, mais variable selon les espéces. Enfin I’intégrase (IN) se
charge d’insérer le provirus au sein de I’ADN génomique de I’héte.

Le geéne env quant a lui, code pour les protéines qui iront se ficher dans
I’enveloppe (SU et TM), et qui jouent un rdle déterminant dans I’assemblage et le
bourgeonnement des particules virales en formation, ainsi que dans la reconnaissance
et I'infection de nouvelles cellules hétes. C’est en outre le géne le plus variable chez
les Orthoretrovirinae ; en effet, la partie codant pour SU se doit d’étre versatile, car
elle a pour fonction de reconnaitre le récepteur sur la surface de la cellule hote. Une
grande diversité garantie donc au virus un plus large spectre de cellules cibles.

Fait marquant, le génome est toujours organisé selon le plan séquentiel décrit
ci-dessus : LTR-gag-pro-pol-env-LTR. Ainsi jamais I’ordre des génes n’est-il troublé

chez aucun virus connu. Par contre, dans le cas de rétrovirus complexes, a ce schéma
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classique peuvent s’additionner des genes accessoires. Ces derniers peuvent étre
positionnés a différentes places, toujours en aval de pol a I’exception unique d’orf C
chez le WDSV et les virus de I’hyperplasies épidermiques du doré 1 et 2 (WEHV 1 et
2), membres des Epsilonretrovirus. orf C est le seul géne accessoire situé entre le

LTR et gag.

1.4. Cycle de réplication des Orthoretrovirinae

Le cycle de réplication des Orthoretrovirinae peut étre schématisé par la

succession d’étapes suivantes (Swanstrom et al 1990 ; Luciw et al 1992 ; Coffin JM

1996).

1.4.1. L’entrée dans la cellule héte ;

D’abord, les particules virales doivent étre en présence de cellules
correspondant & leur tropisme, c’est-a-dire appartenant 4 une espéce et un type
cellulaire qu’elles sont capables de parasiter efficacement. Les virions doivent
reconnaitre la surface de la cellule hote et y adhérer. Cet événement se fait via
Pinteraction spécifique de protéines virales de 1’enveloppe avec la protéine
membranaire cible cellulaire. La glycoprotéine virale externe SU va reconnaitre le
récepteur cellulaire. Cette interaction est importante et trés spécifique. C’est cette
connexion qui va déterminer en grande partie le tropisme et le pouvoir pathogéne du

virus. Le contact établi, le signal de reconnaissance est transmis de SU & la protéine
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transmembranaire TM qui par un processus mal connu va promouvoir la fusion de
I’enveloppe a la membrane cellulaire. Plus qu’un simple lien, le récepteur doit activer
SU pour produire le signal. Ainsi dans le cas de HIV-1 et SIV, c¢’est un changement
de conformation de SU qui provoquera son activation (Sattentau QJ et al., 1991 et
1993). Une partie de la structure virale, la nucléocapside (qui comprend le génome)
va alors s’infiltrer dans le cytoplasme (Coffin JM et al., 1997 ; chapitre 3).

II est important de noter ici que le récepteur utilisé par le virus pour
reconnaitre la cellule hote posséde une fonction cellulaire sans rapport avec
I’infection. Le virus détourne donc une fonction cellulaire normale & son avantage.
Cette « porte » membranaire varie pour chaque virus. Il n’y a pas de relation connue
entre les différents récepteurs, le seul point commun & tous étant leur position
membranaire. La spécificité de cette interaction sine qua non pour I’infection fait du

géne env un sujet d’étude de choix pour combattre un virus.

1.4.2. La rétro-transcription :

Dans le cytoplasme se déroule une étape intrinséque et caractéristique des
rétrovirus : il s’agit de la rétro-transcription (ou reverse transcription). Lors de celle-
ci, le génome viral, composé d’ARN simple brin (ARNSsb), est pris en charge par une
protéine rétro-virale nommée réverse-transcriptase (ou rétro-transcriptase, RT) pour
étre recodé sous forme d’acide désoxyribonucléique double brin (ADNdb). Cet
intermédiaire est appelé provirus. La protéine RT est donc une ADN-polymérase

ARN-dépendante. De par I'importance capitale de cette activité, la séquence
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nucléotidique codant pour les sites actifs de la molécule est la plus conservée du
génome. Néanmoins, les séquences des RT des différents virus varient de maniére
significative (Doolittle RF et al., 1989).

La découverte de I’existence de la RT (Baltimore D, 1970 ; Temin H et al.,
1970) a révolutionné le dogme de la biologie moléculaire, qui ne concevait a
I’époque que le passage de I’ADN vers I’ARN. La protéine RT fonctionnellement
autonome in vitfro (Houts GE et al., 1978), posséde toutes les qualités requises pour
effectuer sa tache. Malgré cette indépendance théorique vis-a-vis de co-facteurs, on
sait que le travail de la RT est facilité par d’autres protéines virales, comme NC
(nucléo-capside) qui favorise une hybridation ordonnée des acides nucléiques
(Schulein M et al., 1978 ; Karpel RL et al., 1987 ; Weiss S et al., 1992) ou la protéase
PR (Nagy K et al., 1994). La protéine RT est donc pourvue de deux activités
enzymatiques distinctes : premieérement, c’est une ADN-polymérase qui peut aussi
bien lire et s’appuyer sur ’ARN que sur I’ADN. Cette versatilité est nécessaire a
PPaccomplissement de la rétro-transcription. En effet, si la RT débute la synthése
d’ADN sur un génome ARN, la complétion de la rétro-transcription exige aux étapes
suivantes qu’elle se base sur PADN qu’elle vient elle-méme de polymériser.
Deuxi¢émement la protéine RT est également capable de déployer une action de
RNAse H. Elle dégrade alors I’ARN spécifiquement engagé dans un duplexe ARN-
ADN. La RT «efface » ainsi ’information ARN qu’elle vient de retranscrire en
ADN, ce qui lui permet de polymériser I’autre brin ADN. Il apparait donc que le
génome ARN est consommé par |’étape de rétro-transcription. Ceci explique peut

étre la caractéristique des Orthoretrovirinae selon laquelle deux copies du génome
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sont présentes dans chaque virion, augmentant les chances de réussite de 1’étape de
rétro-transcription (Coffin JM, 1979).

Comme toutes les polymérases, la RT initie la rétro-transcription a I’aide
d’une amorce. Toutes les RT utilisent pour cela un ARN de transfert (ARNt) de la
cellule encapsidatrice. L’ ARNt employé varie selon le virus. Par exemples le virus du
sarcome/leucémie aviaire (ASLV) se sert de I’ARNt tryptophane (Harada F et al.,
1975), le virus du SIDA (HIV) de ’ARNt lysine (Ratner L et al., 1985 ; Jiang M et
al., 1993).

Le déroulement de la rétro-transcription se fait selon une série d’étapes bien
connues (Gilboa E et al., 1979 ; Varmus HE et al., 1982 et 1985 ; Coffin JM, 1990 ;
Whitcomb JM et al., 1992 ; Champoux JJ, 1993 ; Telesnitsky A et al., 1993).
Briévement, la RT polymérise le provirus un brin 4 la fois, en s’appuyant sur I’ARN
génomique qu’elle dégrade au fur et & mesure. Elle doit également « sauter » de
I’ARN sur I’ADN nouvellement formé, pour pouvoir générer le second brin d’ADN
et compléter les extrémités des LTR. La RT se servira alors de I’ ADN nouvellement
formé d’abord comme amorce, puis aussi comme gabarit. C’est par cette procédure
que le provirus se retrouve plus long que I’ARN génomique, étendu a ses bouts par
une partie de LTR. Le provirus n’en est pas moins colinéaire sur le reste de la
molécule.

In vitro, la RT montre une activité peu fidéle (Battula N et al., 1974 ;
Williams K1J et al., 1992 ; Bebenek K et al., 1993). Par 13, on entend qu’elle fait de
nombreuses erreurs lors de la rétro-transcription. Ce manque de fiabilité est attribué a

’absence d’activité enzymatique de correction des erreurs (« proof-reading
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activity ») (Battula N et al., 1976) chez cette enzyme, ainsi qu’a sa propension a
reconnaitre et utiliser des amorces imparfaites (Perrino FW et al, 1989 ;
Bakhanashvili M et al., 1992 ; Pulsinelli GA et al., 1994). La fréquence d’erreurs de
la RT est estimée a 10*, méme si cette moyenne est & considérer comme
approximative. En effet, I’occurrence des erreurs est sujette & de nombreux facteurs,
et il est impossible de déterminer sa valeur exacte (Coffin JM et al., 1997 p143).
Cette insuffisance dans la fidélité se retrouve in vivo. Un fort taux de mutation permet
aux virus de s’adapter rapidement aux changements d’environnements et aux
agressions (Katz RA et al., 1990 ; Coffin JM, 1993 et 1995 ; Wain-Hobson S, 1993).
La rapidité d’évolution du génome d’un rétrovirus a été évaluée un million de fois
plus élevée que celle du génome de son héte (Gojobori T et al.,, 1985). Ces
informations mettent en évidence |’utilité d’une RT faillible pour le rétrovirus, lui
assurant une survie et une agressivité accrues.

Mais si la RT est un atout pour le rétrovirus, elle est tout autant une cible
thérapeutique potentielle. En effet, bien que les télomérases usent d’une activité
ADN-polymérase ARN-dépendante pour I’entretien des extrémité des chromosomes
(Blackburn EH, 1993), aucune fonction biochimique cellulaire n’est comparable a
celle de la RT. La particularité étant toujours une cible de choix, des inhibiteurs de
RT a visées de traitement ont été développés. Malheureusement, ces médicaments
sont souvent toxiques pour le patient, ou leurs effets sont contournés par le virus qui
produit des mutants résistants. En synergie avec des inhibiteurs de protéases et
différents inhibiteurs de RT, ces molécules produisent toutefois des résultats positifs

(Coffin et al 1997 ; chapitre 12).
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1.4.3. Lare-localisation du provirus au noyau :

L’ADN viral rétro-transcrit doit alors se rapprocher de I’ADN génomique de
I’héte. Aprés ’entrée dans la cellule, le voyage a travers le cytoplasme jusqu’au
noyau est pressenti actif, sans que 1’on connaisse vraiment la nature du mécanisme
qui pourrait étre impliqué (Coffin JM et al., 1997 ; p167-168 ; Katz RA et al., 2003).
En effet, la viscosité du milieu cytoplasmique et sa perméabilité laissent a penser que
la simple diffusion d’un intermédiaire de réplication rétro-viral est négligeable autant
qu’insuffisante (Luby-Phelps K et al., 1987).

Le cytoplasme franchi, le provirus doit encore passer dans le méme
compartiment que I’ADN cible. 1l existe deux cas de figure possible a cette étape. Si
I’acide nucléique est incapable de pénétrer de maniére active dans le noyaux en
interphase (comme c’est le cas pour les Alpharetrovirus et les Betaretrovirus), il
devra attendre la dislocation de la membrane nucléique lors d’une division cellulaire
pour effectuer une translocation passive. Le virus concerné se révéle par conséquent
inapte a infecter efficacement une cellule qui ne se divise pas (Roe T et al., 1993 ;
Lewis PL et al., 1994).

Cette caractéristique n’est néanmoins pas partagée par les lentivirus. Par
exemple, le virus de I'immunodéficience humaine (HIV) exporte son acide nucléique
dans le noyau (Miller MD et al., 1995 ; Bell P et al., 2001), par I’action conjointe de
plusieurs protéines dont MA (Bukrinsky MI et al., 1993 ; Karageorgos L et al., 1993)

et Vpr, une protéine accessoire du virus (Heinzinger NK et al., 1994). Pour les virus
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possédant cette habilité, la réplication dans des cellules hotes qui ne se divisent pas

est possible (Weinberg JB et al., 1991).

1.4.4. L’intégration :

Survient alors I’intégration, autre caractéristique d’importance capitale des
rétrovirus qui ne leur est néanmoins pas exclusive. L’intégration du provirus dans le
génome de I’hdte est une étape décisive dans la pérennité des rétrovirus et leur
réplication. En effet, I’ADN viral est incapable de se répliquer de maniére autonome
comme le ferait un épisome. Plus encore, il est vite dégradé par la machinerie
cellulaire ; dans les jours ou méme les heures suivant I’infection (Donehower LA et
al., 1984). L’intégration est donc pour le provirus un moyen de se maintenir de
manieére stable dans la cellule et du méme coup étre transmis a la descendance
cellulaire. Concomitamment, ’intégration a un site adéquat permet aux génes viraux
ainsi qu’au génome viral d’étre transcrits efficacement (Jordan A et al., 2003).

L’intégrase (IN), une autre protéine virale, a pour fins de se fixer aux
génomes viraux et cellulaire, de les rassembler, et d'incorporer le premier dans le
second (Coffin JM et al., 1997 ; Bushman FD, 2001 ; Flint SJ et al., 2004). Pour ce
faire, elle doit couper I’ADN de I’hote, et liguer les extrémités du provirus a celles
récemment créées. Il est a noter que si l'intégrase reconnait spécifiquement les
extrémités du provirus (les LTR), elle accomplit I’intégration de ce dernier dans le

génome de I’hdte d’une maniére non-spécifique.
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La sélection du site d’intégration est néanmoins présumée influengable par
différents facteurs, et ne serait donc pas entiérement aléatoire. La séquence primaire
de ’ADN (Holmes-Son ML et al., 2001), les structures de I’ ADN (Katz RA et al.,
1998 ; Muller HP et al., 1994), du nucléosome (Pryciak PM et al., 1992), et de la
chromatine (Taganov KD et al., 2004 ; Vijaya S et al., 1986), ainsi que I’activité
transcriptionnelle (Scherdin U et al., 1990 ; Weidhaas JB et al., 2000 ; Wu X et al.,
2003) ont été reportées comme impliquées dans le choix du site d’intégration. Des
hypothéses selon lesquelles des protéines engagées dans la transcription cellulaire
puissent étre utilisées par le complexe d’intégration pour diriger 1’insertion
rétrovirale ont été émises récemment (Bushman FD, 2003 ; Narezkina A et al., 2004)
mais il reste a définir les mécanismes moléculaires s’y référant.

Malgré ces influences, aucun consensus entre les espéces n’a pu étre fait sur

une éventuelle préférence du site d’intégration des provirus.

1.4.5. La transcription virale :

Une fois intégrés sous la forme d’un provirus, les membres des
Orthoretrovirinae vont mimer les genes cellulaires et utiliser la machinerie cellulaire
pour exprimer leurs génomes. Les ARN viraux issus de la transcription du provirus
sont traités comme les ARNm cellulaires, et sont donc coiffés en 5’ et poly-adénylé
en 3’. La transcription des ARN viraux est assurée par I’ARN polymérase II de I’hbte
(Coffin JM et al., 1997 ; pp205-207). De nombreuses protéines cellulaires vont ainsi

participer a I’élaboration des transcrits viraux, ainsi que des protéines virales, dans
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certains cas. Par exemple, Tax est une protéine accessoire du HTLV-1, trans-
activatrice du promoteur du LTR (Felber BK et al., 1985 ; Sodroski JG et al., 1984).
Toutes les protéines virales sont codées par le provirus, mais pas a partir du
méme transcrit. A ’instar de nombreux genes cellulaires, la transcription du provirus
abouti a plusieurs transcrits différents, par le truchement de 1’épissage différentiel. La
encore, c’est le complexe d’épissage de I’'hote qui se charge de la fonction. Les génes
gag et pro-pol vont étre exprimés via le transcrit de pleine longueur, et env a partir
d’un transcrit épissé. Les protéines accessoires sont exprimées a partir de ces mémes
transcrits ou d’autres correspondant a des épissages différents (Coffin JM et al., 1997

; chapitre 6).

1.4.6. La production virale :

La virémie est 1’étape finale qui boucle le cycle de vie des
Orthoretrovirinae. Lorsque les protéines virales ont été produites (la traduction des
protéines virales est elle aussi assurée par la machinerie cellulaire), elles s’organisent
pour former les particules virales & la membrane de la cellule. Les protéines Gag
(MA, CA et NC) sont particuliérement investies dans le processus (Dickson C et al.,
1984). Les particules virales ainsi en construction sont immatures. Elles émergent de
la cellule hote productrice par bourgeonnement, ce qui n’entraine pas la lyse
cellulaire et assure une production virale plus réguliére et importante. Aprés avoir
quitté la cellule hote, la particule virale va subir un processus de maturation. Une

protéase (PR) clive de maniére spécifique les constituants Gag et Pro-Pol qui vont se
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réorganiser en un noyau structuré (Vogt VM, 1996). Le virion est alors mature,

capable d’infecter une nouvelle cellule.

2. Pathogénicité des Orthoretrovirinae

Les rétrovirus sont associ€s & une large gamme de maladies, affectant une
grande variété d’organisme. Néanmoins, seuls les Orthoretrovirinae sont pathogénes
; pour une raison qui reste encore a élucider, les Spumaretrovirinae ne provoquent
pas de maladie chez leurs hotes.

Il est également intéressant de signaler que 1’étude de I’induction tumorale par
les rétrovirus a grandement contribué a la compréhension moderne des tumeurs au

niveau de la biologie moléculaire (Bishop JM ,1991).

2.1. Oncogénése

Il a été rapporté de nombreux cas de tumeurs associées a I’infection par des
rétrovirus chez les animaux, et ce depuis presque cent ans (Ellerman V et al., 1908).
Le type des lésions reliées a la présence d’un rétrovirus dépend de I’espéce de ce
dernier. Elles sont souvent d’origines mésenchymateuse (sarcomes) ou
hématopoiétique (leucémie), beaucoup plus rarement épithéliale (carcinome).

Il est pratique, pour expliquer I’implication des Orthoretrovirinae dans

I’oncogénése, de classer ceux-ci en trois grandes catégories : les virus oncogénes
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portant dans leur génome un oncogéne viral, ceux portant un gene accessoire

tumorigene et ceux qui n’en portent pas (les rétrovirus simples).

2.1.1. Les oncogénes viraux :

Certains Orthoretrovirinae portent dans leur génome un géne capable de
promouvoir la transformation cellulaire (Bishop JM et al., 1982). On appelle ce type
de géne un oncogene viral et les virus qui les portent des virus transformant ou virus
ARN oncogene de classe 1.

Il est maintenant admis que ces virus ont procédé a la « capture » (ou
transduction) d’un géne cellulaire a potentiel transformant (proto-oncogéne ou c-
onc). La contrepartie virale de ce géne est appelée v-onc. Ainsi une excision atypique
d’un provirus ou une recombinaison entre celui-ci et le génome de 1’h6te peut amener
a la production de particules virales porteuses d’une séquence cellulaire altérée
(Stehelin D et al., 1976 ; Hanafusa H et al., 1977).

En temps normal, un proto-oncogéne posséde une fonction normale et utile a
la cellule, souvent en rapport avec la régulation du cycle cellulaire. Mais si sa
séquence est modifiée adéquatement ou son expression bouleversée (comme par
exemple régulée par le promoteur viral), il peut acquérir une activité oncogene.

A P’exception notoire de souches du fameux virus du sarcome de Rous (Rous
P, 1911) encore étudié de nos jours, les souches rétrovirales porteuses d’oncogene(s)
sont défectives, c’est-a-dire qu’elles ont perdu une partie de leur génome et ne

peuvent se répliquer seules dans une cellule héte. Elles ont besoin pour cela d’étre
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placées en situation de co-infection avec ce qu’on appelle un virus auxiliaire
(“helper’), un rétrovirus proche qui posséde lui un génome entiérement fonctionnel
(en particulier les génes structuraux gag, pro-pol et env) et qui infecte les mémes
types cellulaires. Les souches défectives qui ne peuvent produire la totalité des
protéines virales requises vont utiliser celles produites par les souches non-défectives
pour encapsider leurs génomes et produire leurs particules virales. Les v-onc sont
souvent de trés puissants inducteurs de tumeurs, et la présence d’un rétrovirus
auxiliaire de méme qu’une réplication virale ne sont pas toujours nécessaires pour
déclencher la prolifération incontrdlée de la cellule (Fung YK et al., 1983 ; Green PL
et al., 1987 ; Poirier Y et al., 1989).

En dépit de sa nature non défective qui le distingue des autres rétrovirus
transformants, le virus du sarcome de Rous (RSV) reste 1’exemple cité pour ceux-ci
par considération historique (Rous P, 1911). Il est & noter par contre, que le RSV
possede également des souches défectives (Goldé A et al., 1966). Il porte donc en sus
des génes structuraux une phase de lecture ouverte nommée v-src (Wang LH et al.,
1976 ; Brugge JS et al., 1977), porteuse du pouvoir oncogéne du RSV et codant pour
une protéine Tyrosine kinase : p60°* (Hunter T et al., 1980). Le géne viral est dérivé
d’un proto-oncogéne cellulaire : c-src (Stehelin D et al., 1976 ; Shalloway D et al.,
1981 ; Takeya T et al., 1983). Cette tyrosine kinase est une des piéces maitresses
d’une cascade de signalisation déterminante dans des domaines aussi variés et
primordiaux que 1’adhésion entre les cellules, la motilité, la survie et la prolifération

cellulaires (Martin G, 2001).
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Le phénomeéne de transduction de proto-oncogéne par un rétrovirus
correspond néanmoins a une série d’aberrations et d’erreurs peu communes. Cela
reste un événement exceptionnel, rarement observé dans la nature et qui n’y constitue
pas une cause significative de tumeur (Coffin JM et al., 1997 ; pp502-503). Mais ce
type de rétrovirus a joué un rdle de premieére importance dans I’étude et la
compréhension des tumeurs, de par sa capacité a induire les tumeurs rapidement et
transformer les cellules in vitro, ainsi qu’en permettant d’identifier de nouveaux

oncogenes et proto-oncogenes.

2.1.2. Les génes accessoires transformants :

Il existe également des génes viraux a action transformante qui ne possédent
pas d’homologie détectable avec des génes cellulaires. Ceux-la possédent une activité
originale, qui ne détourne pas une fonction cellulaire. Ce sont des génes accessoires
par opposition aux geénes structuraux gag, pro-pol et env, mais ils appartiennent aux
génomes sauvages et les lignées qui les portent ne sont pas défectives. Ces génes ont
été découverts plus tardivement et leurs fonctions demandent a étre investiguées plus
en profondeur. De plus, chacune de ces séquences codantes est un cas particulier, et
montre souvent une polyvalence dans leurs fonctions.

L’exemple le plus étudié est certainement celui de la protéine Tax, codée par
les virus du groupe HTLV/BLV. Le virus de type 1 de la leucémie humaine des
cellules-T (HTLV-1) est I’agent étiologiquement relié a la leucémie des cellules-T

chez I’adulte (ATL), une tumeur liquide treés agressive (Hinuma Y et al., 1981 ;
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Yoshida M et al., 1982 et al.Kalyanaraman VS, 1982 ; Wong-Staal F et al., 1983).
HTLV-1 ne charrie pas de v-onc dans ses particules virales (Seiki M et al., 1983), et
I’étude de la mutagenese insertionnelle qu’il cause n’a rien révélé de probant (Seiki
M et al., 1984). Par contre, HTLV-1 posséde une séquence propre aux virus de son
genre : pX, qui encode trois proté€ines virales, Tax, Rex et p21X (Lee TH et al., 1984 ;
Slamon DJ et al., 1984 ; Kiyokawa T et al., 1985). Tax est une protéine multi-
fonctionnelle qui confere aux virus qui la code un trés fort pouvoir oncogéne
(Grassmann R et al., 1989 ; Hinrichs SH et al., 1987 ; Nerenberg M et al., 1987 ;
Pozzatti R et al.,, 1990 ; Tanaka A et al., 1990). Ainsi, Tax influence [’activité
transcriptionnelle de certains génes cellulaires impliqués dans la croissance (Lemoine
FJ et al., 2001), et posséde également une action post-transcriptionnelle sur des
protéines de la cellule, incluant p5S3 (Cereseto A et al., 1996 ; Pise-Masison CA et al.,
1998 ; Suzuki T et al., 1996). Tax est en outre capable d’inhiber le systéme de
réparation de I’ADN de I’hote (Miyake H et al., 1999), ce qui contribue a I’instabilité

génomique de la cellule, et donc facilite I’oncogénése (Marriott SJ et al., 2002).

2.1.3. La mutagenése insertionnelle :

La tumorigénése par mutagenese insertionnelle est de loin la plus courante
des trois. De plus, elle s’applique a tous les rétrovirus, de par leur capacité a
s’intégrer, y compris a ceux qui portent un géne transformant viral. Par voie de
conséquence les deux événements peuvent avoir lieu ensemble et travailler de

concert. Les virus oncogéne a4 ARN qui ne portent pas d’oncogénes viraux dans leurs
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génomes (et donc qui médient la tumorigénése par mutagénése insertionnelle) sont
dits de classe II ou chroniques. La plupart des tumeurs résultant de I’infection par ces
virus touchent les cellules hématopoiétiques, plus rarement les cellules épithéliales.
Elles sont décrites comme contribuant de maniére significative au nombre des
cancers chez le chat (domestique), la souris (en laboratoire) et le poulet (en élevage).

Le processus d’intégration du provirus est intrinséquement mutagéne et ce de
plusieurs maniéres. Ainsi il brise la séquence originale de la région touchée, et
introduit des éléments-cis de régulation d’expression et d’épissage. Un provirus
s’insérant a proximité d’un géne impliqué dans la croissance ou la différenciation
cellulaires, peut dérégler I’expression de ce proto-oncogéne et ainsi initier la
tumorigénése. De méme, un provirus s’intégrant dans la région d’un géne
suppresseur peut muter celui-ci et amoindrir sa fonction, participant ainsi a la
transformation cellulaire.

Les cas de proto-oncogénes impliqués par mutation insertionnelle dans
I’étiologie des cancers ne manquent pas chez les animaux (Coffin JM et al., 1997 ;
pp486-491). Par exemple, c-myc est un facteur de transcription trés souvent touché
par ce type de mutagénese lors du développement d’un lymphome causé par
I’infection d’un virus de la leucémie aviaire (ALV) (Hayward WS et al., 1981 ;
Payne GS et al., 1981).

On peut également citer p53, le « gardien du génome » (Lane DP, 1992),
comme un suppresseur de tumeur touché couramment par la mutagenése
insertionnelle des rétrovirus comme le virus de la leucémie murine (MLV) (Wolf D

etal., 1984 ; Ben David Y et al., 1988).
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Le choix du site d’intégration d’un provirus est un événement aléatoire. De
plus, les insertions ayant un pouvoir transformant sont des événements rares. Cela
explique le long temps de latence d’apparition de ce type de tumeurs apres
I’infection. En effet, contrairement aux cas de transductions, le processus n’est pas
direct, et demande de nombreuses modifications génomiques, agissant de concert sur
les mécanismes de controle de la croissance cellulaire (Li J et al., 1999). Par
conséquent, plus le nombre de cellules infectées est élevé, et plus les chances sont
fortes que les mutations a potentiels oncogénes appropriées aient lieu. Les rétrovirus
simples qui causent fréquemment des tumeurs sont donc ceux capables de causer une
virémie intense chez un hote approprié. L’évolution de la maladie se fait en plusieurs
étapes mais elle peut prendre un caractére malin trés agressif. Cette évolution
progressive de la tumorigénése implique le caractére clonal des mutations

importantes.

2.2. Autres pathologies causées par les rétrovirus

Les autres pathologies causées par les rétrovirus intéressent moins le présent
mémoire, mais ne sont pas triviales pour autant.

Les syndromes d’immunodéficiences acquises sont ainsi reportés chez la
souris, le chat et les singes et les primates. Le syndrome de I’immunodéficience
acquise humaine (SIDA), causée par le lentivirus HIV, constitue une préoccupation
majeure de la médecine moderne. Les rétrovirus impliqués dans le développement de

ces syndromes peuvent étre simples (e.g. virus de la leucémie féline FeLV) ou au
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contraire porter un oncogéne viral (e.g. RSV) ou méme plusieurs génes accessoires
(e.g. HIV). C’est en infectant les cellules du systéme immunitaire et en les détruisant
que ces virus sapent les défenses de 1’hdte (Coffin et al 1997 ; chapitre 11).

On dénombre aussi plusieurs maladies du systéme nerveux central reliées aux
rétrovirus chez les mammiféres, incluant des encéphalopathies, des
encéphalomyélites, des dégénérations astrocytaires ainsi que des cas d’hémorragies
intracérébrales. Les rétrovirus ont également été rapportés comme étant impliqués
dans des cas d’anémie chez le cheval et le chat, d’arthrite, de pneumonie et de
mammite chez la chévre et le mouton, de maigreur pathologique et ostéopétrosis chez

le poulet (Coffin et al 1997 ; chapitre 10).

3. Levirus du sarcome dermique de doré (WDSYV)

3.1. La tumeur

Le sarcome dermique du doré (walleye dermal sarcoma ou WDS) est une
tumeur mésenchymateuse du doré (ou doré jaune ou walleye ou Stizostedion vitreum
vitreum) qui a d’abord été remarquée au lac Oneida a New York (Walker R, 1969)
puis ailleurs au Canada (Yamamoto T et al., 1976 et 1988). Les premiers
observateurs de la lésion ont pu remarquer une trés forte incidence sur 27% des
adultes a la fin de I’automne au lac Oneida (Poulet FM et al., 1994). Plus intéressant
encore est le cycle saisonnier d’apparition et de régression de la tumeur (Bowser PR

et al., 1988). En effet, fréquemment observables durant la fin de I’automne et au
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printemps, les lésions ne sont que rarement visibles en été. De méme, une réponse
inflammatoire a été associée aux tumeurs durant le printemps et 1’été, mais se révéle
indétectable durant 1’automne lorsque le nombre des tumeurs augmente. La fréquence
des lésions n’a pas été étudiée durant I’hiver en raison de la glaciation des plans
d’eau dans les régions concernées.

Une étude plus large des tumeurs a été réalisée en 1990 (Martineau D et al.,
1990b), approfondissant la description de celles-ci. Ainsi les lésions sont-elles
externes, nodulaires, d’un diamétre de 2 a 5 mm (FIG.1H). Elles présentent trés
fréquemment une distribution multifocale (c’est-a-dire plurielle), et sont réparties en
groupes sur la peau du poisson.

Les lésions ne sont pas encapsulées, mais gardent une démarcation nette vis-
a-vis des tissus sains environnants, qu’elles repoussent a mesure de leur croissance
(FIG.1G). La provenance des tumeurs est dermique, 1’épiderme restant parfois intact
et couvrant ces derniéres. Les lésions prennent assise sur 1’écaille, mais le type
cellulaire infecté a ’origine demeure incertain (ce pourrait étre la premiére couche
des cellules sur 1’écaille ou les fibroblastes présents dans la couche profonde du
derme). Le centre de la tumeur est trés souvent nécrotique. Des plages de nécrose
sont aussi observées aux sites d’infiltration massive de lymphocytes.

Au sein méme de la tumeur, les cellules néoplasiques affichent une répartition
désordonnée. Une variation dans le degré de néoplasie est également observée allant
des cellules de type fibroblastique, plus différenciée avec un rapport noyau-
cytoplasme normal, jusque des cellules plus néoplasiques, souvent regroupées et

présentant des noyaux de taille et d’aspect varié de caractére anaplasique. La tumeur
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est également formée d’une matrice de collagéne qui emplit I’espace intercellulaire
de maniére inégale. On peut parfois noter au sein de cette derniére la présence de
fines spicules de matrice osseuse.

Le point le plus important confirmé par cette étude concerne 1’absence
d’invasion sur les sites tumoraux et a plus forte raison de métastase chez les poissons
infectés (Martineau D et al., 1990b). Par contre, lors d’expérimentation de
transmissions de la maladie a des alevins, des comportements invasifs des 1ésions
obtenues ont pu étre observés a plusieurs reprises (Earnest-Koons K et al., 1996).
Malgré les caractéristiques histologiques malignes décrites plus haut et & cause de
son comportement biologique, le WDS est donc une tumeur bénigne. Ce principe est
appuyé par la régression saisonniére de la tumeur, au printemps (Bowser PR et al.,
1988).

Enfin, le virus du WDSV a été mis en évidence comme étant I’agent
étiologique de la lésion, d’une part par sa présence dans les cellules tumorales
(Martineau D et al., 1991 et 1992), par la transmission de la maladie a des alevins de
doré, a I’aide d’un homogeénat acellulaire filtré de tumeur (Martineau D et al., 1990a)
et par |’apparition de tumeurs de la peau semblable au WDS chez des souris

transgéniques pour un géne accessoire du WDSV (Lairmore MD et al., 2000).

3.2. Le virus

Morphologiquement, le WDSV fut d’abord classé parmi les rétrovirus a

virion de type C (Walker R, 1947 ; Walker R, 1969) (FIG.1F). Avec I’avénement de
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la caractérisation et de la philologie génétiques et I’analyse des virus oncogénes des
poissons, il est devenu évident que ces derniers échappaient a la classification établie
(Holzschu DL et al., 1995). Un septieme genre, nommé Epsilonretrovirus a donc été
créé pour le WDSV (Pringle CR, 1998). La taxonomie du WDSV s’établit donc
comme tel : Virus rétro-transcrit, il fait partie en tant que rétrovirus de la famille des
Retroviridae. Au sein de la sous-famille des Orthoretrovirinae, il constitue un
membre du genre nouvellement formé des Epsilonretrovirus.

Le WDSV possede un génome de 12.7 Kb (Martineau D et al., 1992) (le plus
long des rétrovirus) et peut étre décrit comme un rétrovirus oncogéne et complexe.
Oncogene signifie que le développement de la tumeur est associé a sa présence dans
le tissu affecté (Walker R, 1969 ; Yamamoto T et al., 1976 et 1988 ; Martineau D et
al., 1991 et 1992). Le caractére complexe du virus se rapporte & I’inclusion de trois
génes accessoires dans son génome, en plus des génes structuraux gag, pro-pol et
env. Ces trois phases de lecture ouverte (Orf) sont simplement nommées orf 4, orf B
et orf C (Holzschu DL et al., 1995). Tous les génes du virus sont présents chez la
souche sauvage ce qui fait du WDSV un des seul rétrovirus oncogéne complexe non-
défectif. orf A et orf B prennent place en aval de env, tandis que orf C s’insére entre
le LTR 5’ et gag, place unique chez les rétrovirus pour un géne accessoire (Holzschu
DL et al., 1995).

C’est ’ARNt de I’histidine qui est utilis€¢ pour initier la rétro-transcription

(Holzschu DL et al., 1995).
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3.2.1. Les génes accessoires et leurs patrons d’expression

En accord avec I’évolution saisonnieére de la tumeur, le patron d’expression
du provirus ainsi que la production virale changent au cours de I’année de manieres
quantitative autant que qualitative. Ainsi un homogénat acellulaire de tumeur est-il
capable de transmettre la maladie & des alevins de doré si la Iésion a été prélevée au
printemps (Bowser PR et al., 1990 et 1996 ; Martineau D et al., 1990a), alors que cela
se révele impossible lorsqu’on utilise un inoculat de lésion prélevée en automne
(Bowser PR et al., 1996). Ces résultats suggerent une production virale au printemps
uniquement. En concordance, il a été observé qu’a partir du printemps, lors de la
régression tumorale, les cellules néoplasiques présentaient de 10-50 copies d’ADN
viral pour la plupart non—intégrées ce qui n’est pas le cas en automne (Bowser PR et
al., 1996 ; Martineau D et al., 1991 et 1992). Finalement, I’étude des transcrits viraux
corrobore ces observations, puisque le transcrit viral génomique (donc de pleine
longueur 12.7kb) n’est exprimé que lors de la régression tumorale, au printemps
(Bowser PR et al.,, 1996 ; Quackenbush SL et al., 1997). Le transcrit épissé

correspondant au géne structural env (7.4kb) suit le méme schéma d’expression.

3.2.1.1.0if A

orf A est le géne accessoire du WDSV le plus étudié. Il est exprimé par six
transcrits sub-génomiques, épissés selon des tailles allant de 2.4 a 3.3kb (Bowser PR

et al., 1996 ; Quackenbush SL et al., 1997 ; Rovnak J et al., 2001). Ces ARN sont
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aussi bien détectés en automne qu’au printemps, mais présents en des quantités au
moins 100 fois plus importantes dans les tumeurs en régression au printemps que
dans les tumeurs en développement a ’automne (Quackenbush SL et al., 1997).
Cependant, le transcrit Al, de taille 3.3kb et comprenant ’orf A de pleine longueur
ainsi que la partie 3’ du géne env, est lui détecté uniquement dans les tumeurs en
développement (automne) et constitue alors le transcrit de 1’orf 4 le plus abondant
(Rovnak J et al., 2001). Ensemble, ces observations suggérent que les différents ARN
codés par orf A sont impliqués a la fois dans le développement et la régression
tumorales.

Egalement, les 112 premiers aa codés par le transcrit Al de orf 4 ont été
désignés comme dirigeant la protéine dans le noyau de la cellule (Rovnak J et al.,
2001). En contraste, les transcrits A3 & AS codent pour des protéines tronquées qui

restent domiciliées dans le cytoplasme.

La découverte la plus intéressante au sujet de orf 4 est sans conteste son
homologie distante avec les cyclines D humaines (LaPierre LA et al., 1998). Les
cyclines cellulaires, en association avec les kinases cycline-dépendante, entrainent la
progression du cycle cellulaire au niveau du passage du point de contrdle G1 vers S
(Sherr CJ, 1995 et 1996). Le déréglement de I’expression de la cycline D humaine a
été impliqué dans certains cas de cancers humains (Jiang W et al., 1992 ; Lammie G
et al., 1991 ; Motokura T et al., 1991). Il a été€ en outre rapporté que I’intégration du

virus de la leucémie murine (MLV) aux locus des cyclines D1 (Fisl) et D2 (Vinl),
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était responsable d’un lymphome des cellules T (Mucenski ML et al., 1987 ;
Tremblay PJ et al., 1992).

Le cycle d’une levure déficiente en cycline a pu également étre complémenté
a I’aide de orf4, appelé a cette occasion cycline rétrovirale (rv-cyclin) (LaPierre LA
et al., 1998). Dans cette expérimentation, une levure (S. cerevisiae) a laquelle il
mangque les cyclines de 1’étape G1 du cycle cellulaire (les génes Cln) est transformée
a I’aide d’un vecteur plasmidique contenant la séquence d’orf A sous contrble d’un
promoteur inductible par le galactose. Les cellules ainsi ingéniérées poussent sur
milieux contenant du galactose (lorsque orf 4 est exprimé donc) mais ne développent
pas de colonie sur milieu sans galactose.

Ultérieurement, il a été déterminé que les 49 acides aminés (aa) de la partie
N-terminale de orf A étaient similaires dans leur séquence a la premiére boite cycline
de la cycline A humaine. Le peptide exprimé est en outre capable d’inhiber certains
promoteurs eucaryotes de maniere non-spécifique, ainsi que la croissance de cellules
mammiféres ou de poisson (Zhang Z et al., 1999b). Le paradoxe ainsi soulevé par les
résultats apparemment contradictoires des deux études de LaPierre LA et Zhang Z a
déja pu étre observé chez la cycline A humaine, reconnue comme impliquée dans la
formation de cancer (Brechot C, 1993) comme dans 1’apoptose (Hoang A et al., 1994
; Meikrantz W et al., 1994).

Enfin récemment, la cycline rétrovirale a été reconnue comme inductrice de
tumeurs de la peau présentant des points communs avec le WDS chez des souris

transgéniques (Lairmore MD et al.,, 2000). Le geéne accessoire orf A est donc
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vivement soupgonné d’étre 'un des principaux agents responsables de la

tumorigénése des cellules infectées.

3.2.1.2.0if B

A l’instar de orf A, orf B est exprimé a partir d’un ARNm épissé, de 1.8kb et
unique. De la méme maniére, il est détectable au printemps dans une forte proportion
comme tous les autres transcrits viraux, mais également faiblement en automne, avec
le transcrit A1 de 3.3kb de orf A4, alors que les autres transcrits viraux manquent a
cette période (Bowser PR et al., 1996 ; Quackenbush SL et al., 1997).

La fonction de orf B et de la protéine qu’il code demeure inconnue. La seule
information relative a ce sujet est le lien distant qui relie la protéine issue de orf B a
celle codée par orf A (LaPierre LA et al., 1999). Cette information suggére qu’orf B

est issu d’une duplication du géne orf 4.

3.2.1.3.0rf C

Comme déja discuté dans la section 1.3., le géne orf C se distingue des autres
genes accessoires rétroviraux de par la place qu’il occupe dans le génome. Ainsi,
dans le monde des rétrovirus, il constitue la seule phase de lecture de taille
conséquente connue (environ 130 aa) a s’insérer entre le LTR 5’ et gag (Holzschu

DL et al., 1995).
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Contrairement aux deux autres genes accessoires du WDSV, Orf C est
exprimé a partir du transcrit de pleine longueur non épissé. L’ARN génomique est
uniquement exprimé au printemps, dans les tumeurs en régression, en quantité élevée
(Bowser PR et al., 1996 ; Quackenbush SL et al.,, 1997). La protéine prédite en
fonction de la séquence nucléique se révele composée de 120aa, pour un poids
moléculaire de 14.1kDa. Aucune homologie avec orf C n’a été découverte a ce jour
(LaPierre LA et al.,, 1999). Un domaine WW putatif a cependant été décrit
(WX42YX36WX33W), présumant une interaction avec des domaines riches en proline
(LaPierre LA et al., 1999).

Une étude récente a grandement aidé a la compréhension du réle d’Orf C
(Nudson WA et al., 2003). En plus de vérifier la présence de la protéine dans les
tumeurs en régression, la fonction de la protéine a été grandement éclairée. Localisée
aux mitochondries, Orf C est associée a ’apoptose et serait impliquée dans la
désorganisation du potentiel membranaire des organelles. Ce phénoméne est connu
comme déclencheur du relarguage de la cytochrome c, événement relié étroitement a
la mort cellulaire programmée. Ainsi, comme il a été suggéré auparavant (Bowser PR
et al.,, 1996 ; Martineau D et al., 1992 ; Quackenbush SL et al., 1997), la régression
du WDS serait au moins en partie causée par apoptose, un mécanisme ici médié par

Orf C (Nudson WA et al., 2003).
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3.3. Les mécanismes de ’oncogénése chez le WDS

Si les avancées décrites ci-dessus permettent une vision plus claire du
processus de tumorigénése impliqué dans le sarcome dermique du doré, celui-ci
demeure incomplet. Ainsi ’implication de la protéine Orf A dans le développement
tumoral est plus que probable en regard a son activité cycline. Mais cette seule
protéine accessoire ne peut pas expliquer entiérement le phénomeéne. Il est
maintenant bien établi que la cancérisation requiert des événements multiples
(Malumbres M et al., 2001). Si de telles études ont déja porté leurs fruits chez
d’autres rétrovirus, 1’analyse des sites d’insertions des provirus n’a jamais été

effectuée chez le WDS.
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FIG.1 : Illustrations

A-F : Microscopies électronique en coupe mince de virions rétroviraux.

Photos A-E tirées et adaptées de Retrovirus (Coffin JM et al., 1997). (A) Particules
intracisternales de type A dans le réticulum endoplasmique. (B) Particule de type B
(MMTYV), (C) Particule de type C (MLV). (D) Particule de type D (M-PMV). (E)
Lentivirus (BIV ; en haut : en bourgeonnement ; en bas : particule extracellulaire
mature). (F) Particule virale du WDSV (Daniel Martineau). (G) Coupe d’un nodule
de sarcome dermique de doré (Daniel Martineau). (H) Vue macroscopique d’un

sarcome dermique de doré (Daniel Martineau)
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ABSTRACT

Walleye dermal sarcoma virus (WDSV) is a piscine complex retrovirus, first member
of the retroviral Epsilonretrovirus genus. WDSV is etiologically associated with a benign
skin tumour, walleye dermal sarcoma (WDS), which develops and regresses on a
seasonal basis. The WDSV genome contains a cyclin-like gene (orf-4) which has been
involved in tumor development. However, even the strong growth signals provided by
viral oncogenes are not sufficient to transform primary cells. For this, the expression of
other oncogenes or the loss of function of tumor suppressor genes is required. Thus in
addition to orf 4, WDS development oncogenesis may be mediated by an additional
pathway.

We characterized 89 proviral insertion sites in 19 tumors out of 26 using a PCR based
method. Seven integrations occurred in a calpain-like gene in 3 tumors. In addition, RT-
PCR analysis of tumor mRNA showed frequent and different aberrant splicing of this
gene in 18 tumors out of 25 (72%). Aberrantly spliced transcripts showed new stop
codons and thus coded theoretically for truncated proteins. Considered together, these
observations suggest that the loss of calpain function contributes etiologically to the
development of WDS. This is consistent with the role of calpain as a tumor suppressor

gene.

KEY WORDS : aberrant splicing, calpain, fishes, insertional mutagenesis, tumor

Suppressor genes.
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INTRODUCTION

Walleye dermal sarcoma virus (WDSV), the first member of the retroviral genus
Epsilontretroviruses (17), causes walleye dermal sarcoma (WDS), a seasonally regressing
tumour restricted to skin. The high prevalence of WDS in adult walleyes in some North
American lakes is probably due to elevated host density and reduction of biodiversity in
those lakes (22).

Retroviruses transform cells through several major mechanisms: insertional
mutagenesis, oncogene transduction, and oncogenic viral proteins. The WDSV genome
contains accessory genes of which orf-4, a cyclin-like gene, most likely contributes to the
transformation of dermal cells based on the following observations: orf~4 complements a
cyclin-deficient yeast mutant (9) and causes skin hyperplasia and tumours in transgenic
mice (8). Even the strong growth signals provided by cellular oncogenes transduced by
retroviruses or the weaker signals given by viral oncoproteins are most often insufficient
to transform primary cells and/or to ensure tumor progression. In addition to these
stimuli, the inappropriate expression of other oncogenes or the loss of function of tumour
suppressor genes is required (13).

Calpains are a large family of cystein proteases activated by the elevation of
intracytoplasmic Ca* concentrations. Fourteen calpain members have been characterized
in humans, one of which, calpain 9 (nCL-4), is functionally described as a tumour
suppressor gene (12).

Here we report proviral insertions within a calpain-like gene and the presence of

aberrantly spliced transcripts in most tumours that we analyzed. These findings are
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consistent with this walleye calpain functioning as a tumour suppressor gene, and suggest

that calpain insufficiency is involved in WDSV-induced tumorigenesis.

MATERIAL AND METHODS

Sample preparation. Tumours were harvested from Oneida Lake, near New York on
April 13" and 14" 1996 (except for Tumour D in April 1996). Normal skin samples
were collected on September 28" 1994, near Quebec City, Canada, and liver samples
were collected in July 2000 (except for Liver A in July 2002) from walleyes. Genomic
DNA (gDNA) samples were obtained by grinding tissue in nitrogen and then using Blood
and Cell culture DNA Maxi Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). Extraction of
total RNA was carried out using Trizol Reagent (Invitrogen, Burlington, ON, Canada)
method after grinding tissue in nitrogen. The quality of nucleic acid samples was verified
by spectrophotometer analysis and agarose/EtBr gel electrophoresis for DNA and

agarose/formaldehyde/EtBr gel electrophoresis for RNA.

Characterization of walleye calpain sequences. A walleye calpain-like gene (in
submission : bankit748306 + bankit735345) was characterized by PCR, and PCR genome
walking (BD GenomeWalker kit, CloneTech, Mountain View, CA). The corresponding

cDNA (in submission: bankit735333) was characterized by RT-PCR and 3’RACE

(Invitrogen).
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Characterization of proviral insertion sites. A multi-step PCR method for cloning
the host-LTR junctions was slightly modified (19).

Proviral insertion sites were characterized in 26 tumours as follows. A first PCR was
performed on non-digested genomic DNA (gDNA) (500 ng/reaction) using a biotinylated
LTR-specific primer (LSP3) and a flanking primer (FP1, 2, 3 or 4), with fixed ends and
seven internal degenerated nucleotides. This flanking primer hybridizes within a
statistically defined range in the template. A first magnetic beads-based purification
separated the LTR-specific cDNA. The second PCR used a nested LTR-specific primer
(LSP4) and a biotinylated primer (FSP) that anneal to the 5’ tail-FP sequence, using 2 pLL
of the purification product as template. A second purification segregated products
amplified with FP primers. The last step consisted of two PCR reactions per sample, both
carried out on 2 pL of purified product. The first reaction used the same 5’ tail-FP
specific primer without biotin (FSP S) and nested LTR-specific primer; The second
reaction used FSP S and a third nested LTR-specific primer (LSP S2), again using 2 pL
of the second purification product as a template.

The PCR-reaction products were migrated on 1.2% agarose/EtBr gel, and products
were cloned in pGEM-Tgasy (Promega, Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada) or
TOPO-TA (Invitrogen) system. Resulting clones were sequenced on an automatic
sequencer (ABI Prism 3100, Applied Biosystems, Foster City, CA) at Laboratoire de
synthése et d'analyse d'acides nucléiques (Université Laval de Québec, Sainte-Foy,
Canada) or at GenomeQuebec Innovation Centre (University McGill, Montreal, Canada).

PCR reactions were carried out in a 50 pL reaction volume containing 60 mM Tris-

SO4 (pH=8.9), 18 mM NaSO,;, 2 mM MgS0O,, 0.25 mM (each) deoxynucleoside
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triphosphates, 0.5 pM of the specific primers, 1.5 uM of flanking primer (in the first
PCR) and 2 U of Platinum DNA Taq polymerase HiFi (Invitrogen) using a Tgradient
machine (Biometra GmbH 1. L., Goettingen, Germany).

The first PCR step was 94°C for 3 min followed by 40 cycles (94°C for 30 s, 68°C to
60°C (-1°C/cycle) for 1 min and 68°C for 2.5 min) ended by a final extension at 68°C for
10 min. The second and third PCR-reactions used the same program except for the
annealing temperature (70°C decreased 1°C/cycle to 62°C).

Database searches were done by the Blast algorithm (National Center for
Biotechnology Information ; expect : 1000 ; word size : 7). Since FP can also anneal to
the provirus, a part of WDSV could be amplified. Analysis was performed using
DNASIS software (V2.0 ; Hitachi Software Engineering Co), to compare sequences with

each other, with WDSV (accession NC _001867) and with the walleye calpain-like gene.

PCR on genomic DNA. Two-step nested PCR was performed using gDNA (180 ng
by reaction) for tumours 11, 13 and 23. Nested PCR used diluted (1/20) first PCR
products as template. PCR reactions were carried out in a 50 pL reaction volume
containing 20 mM Tris-SO4 (pH=8.4), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.25 mM (each)
deoxynucleoside triphosphates, 0.2 pM of each primer and 2 U of Platinum DNA Taq
polymerase (Invitrogen). Both PCR programs were 94°C for 3 min followed by 40 cycles
(94°C for 30 s, 72°C to 64°C (-1°C/cycle) for 1 min and 72°C for 2.5 min) ended by a

final extension at 72°C for 10 min (Table 1 ; Fig 1).
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Probe preparation. Probes for Southern and Northern analysis were polymerized by
PCR reactions and purified with QIAQuick Gel Extraction Kit (QIAGEN). The calpain
probe used for Southern blots was synthesized using the primer pair Calp2Fr-Calp2Bk
(Table 1) with walleye liver gDNA as a template; LTR Southern blot probe was
synthesized using the primer pair LTR FO-LTR BA2 with tumour gDNA (Tumour D) as
template; the calpain probe employed for Northern blot analysis was synthesized using
the primer pair GW INT6-Calp2Fr with a plasmid that carry whole cDNA sequence of

walleye calpain cDNA from RT-PCR carried out on walleye liver total RNA as template.

Southern blot. Southern blotting was done by standard method (18). 10 pg of gDNA
from each tissue were digested by 500 U of concentrated BamHI, EcoRI, Hindlll and
Xbal (New England Biolabs, Mississauga, ON, Canada) in separate vials for 20 hours.
The samples were migrated in TBE on a 0.8% EtBr/agarose gel, at 5 V/cm overnight,
DNA was blotted and UV-crosslinked onto a Hybond N+ nylon membrane (Amersham,
Baie d’Urfé, QC, Canada) (18). Probes were synthesized by PCR and [(13 2P]-labelled with
a random primed labelling kit (Roche, Laval, QC, Canada). Hybridization was performed
in rolling tubes as described (18) using QuikHyb Hybridization Solution (Stratagene,
Cedarlane, Hornby, ON, Canada). After stringent washes, blots were exposed on films
(Kodak Biomax MR film, VWR Canlab, Mont-Royal, QC, Canada). Southern blot
analyses were performed on gDNA from 26 tumours and 7 walleye livers. Membrane
hybridized with the calpain probe were stripped and hybridized subsequently with the

LTR probe.
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Northern blot. Northern blotting was done by standard method (18). 20 pg of total
RNA were loaded (except for two normal skin tissue samples W1lp and W4p : 10 pg) on
1.5% agarose/formaldehyde gel and migrated in MOPS buffer, at 5 V/cm for 3 hours.
RNA was blotted onto a Hybond N nylon membrane (Amersham). Transfer and
hybridization were performed as for Southern analyses.

Northern blot manipulations were performed on RNA samples extracted from 4

normal skin tissues and 8 tumours.

RT-PCR. RNAs were treated with DNAse I (DNA-free™ DNase Treatment &
Removal Reagent ; Ambion, Cedarlane, Hornby, ON, Canada) and reverse-transcribed
using SuperScript II™ First-Strand Synthesis System (Invitrogen) with random hexamers.
Then, the RNA was degraded with RNase H (2 U/reaction) (Invitrogen), 37°C for 20
min. For each sample, one reaction with RT and one reaction with DEPC-water replacing
RT were carried out. For each RT experiment, an additional negative control reaction,
without template, was also performed.

2 uL of RT product were used as template for PCR (94°C for 3 min, followed by 36
cycles, 94°C for 30 s, 60°C to 52°C (-1°C/cycle) for 1 min and 68°C for 2.5 min) ending
with an extension step (68°C for 10 min). RT-PCR products were analysed on 1.2%
agarose/EtBr gel, cloned and sequenced as above.

RT-PCR qualitative analysis was performed on RNA samples extracted from 5
normal skins (W5p reaction was performed 6 times) and 25 tumours. Tumours and W5p

products were sequenced.
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RESULTS

Characterization of a walleye calpain-like gene. The calpain-like gene mRNA (in
submission : bankit735333) was 2106 bp from ATG to TGA and consisted of 21 exons.
Genomic DNA (in submission : bankit748306 + bankit735345) was completely
sequenced except for intron 14-15 which consisted of extended TA and GT repeats over

1.1 kb. The characterized 5’ and 3’ region were 10677 bp and 3394 bp respectively.

WDSV provirus integrates within the calpain-like gene. The combination of
PCR/purification and nested PCR methods identified a total of 95 different insertion sites
in 19 tumours. Flanking host sequences ranged from 11 bp to 1242 bp. All insertions
characterized by the PCR/purification method took place at different sites except for
tRNA glycin (2 insertions) and a calpain-like gene (7 insertions). There was no known
oncogene. The integrations within the calpain-like gene occurred in 3 different tumours.
Three insertions in the forward orientation were detected in tumour 11 in introns 9-10,
10-11 and 11-12. An insertion was detected in tumour 13 in intron 10-11 in the opposite
orientation. Three insertions were detected in Tumour 23 in introns 10-11 and 14-15 in
the forward orientation and one insertion was detected in Tumour 23 in intron 19-20 in
the opposite orientation (Fig. 1).

Southern blot analysis showed no alterations in calpain hybridization patterns except
for T23 which showed a faint single additional band in tumor DNA digested with HindlIl

and Xbal (2.3 and 3.1 kb, respectively (Fig.2A). These additional bands were detected by
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both calpain and LTR probes, confirming provirus insertion within the calpain-like gene

in that tumor.

Presence of aberrantly spliced calpain transcripts in tissues. Normal skin and
tumors as groups showed different RT-PCR patterns (Fig. 2C). Normal skin samples
showed no more than two different calpain-like transcripts: the correctly spliced
transcript (2180 bp) in all samples and a 2050 bp aberrantly spliced transcript (not
sequenced) in 2 of the 4 normal skin samples. Tumour samples showed one to 4 bands,
whose sizes ranged from 2.0 to 2.4 kb : tumour T10 showed the correctly spliced
transcript with one aberrantly spliced transcript (2388 bp); T11 showed the correctly
spliced transcript with 3 aberrantly spliced transcripts (2057 bp, 2262 bp and 2444 bp);
T12 showed one aberrantly spliced transcript (2222 bp) without the correctly spliced
transcript; T17 showed the correctly spliced transcript with one aberrantly spliced
transcript (2366 bp); T19 showed the correctly spliced transcript only; T23 showed one
aberrantly spliced transcript (2114 bp) without the correctly spliced transcript. In contrast,
the RT-PCR product for cytokeratin (825 bp) used as control consisted of a single band in
all tissues analyzed (Fig. 2C).

Five correctly-spliced identical transcripts and a single transcript with two aberrant
splicing features (intron 13-14 was not spliced out and exon 18 was skipped, which
resulted in the formation of a new stop codon at bp 1569 in exon 13) were cloned and
sequenced from normal skin RNA (W5p).

Overall, thirty-six calpain-like cDNA were sequenced from 25 tumours of which 25

cDNAs were aberrant. Seven tumors (28%) showed only the correctly spliced, 2.180 kb,
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calpain-like coding sequence. Four tumours (16%) showed both the correctly and
aberrantly spliced transcript and 14 tumours (56%) showed one to three aberrantly
spliced transcripts and no correctly spliced transcript.

Insertions of intron sequences were observed between exons 1-2, 4-5, 7-8, 8-9, 15-16
and 18-19, and ranged from 4 bp to entire introns (intron 18-19). Exon skipping was
partial (exon 15, 10 bp and 54 bp) or complete (exons 9, 15, 16 and 18). Different
combinations of insertions of intron sequences and exon skipping were observed (Fig. 3).
Insertions of intron sequences occurred most often between exons 4 and 5 (10
occurrences) and between exons 8 and 9 (10 occurrences). The exons most frequently
skipped were exon 9 (4 occurrences), exon 15 (5 occurrences) and exon 18 (9
occurrences, of which one occurred in normal skin). Except for a transcript in tumor 3,
the new stop codons formed by the aberrant splicing junctions were irregularly

distributed over the transcript.

Calpain transcripts. In addition to the expected calpain-like 2.3 kb transcript,
Northen blot analysis of normal skin showed the presence of one to three longer
transcripts (3.0, 4.7 and 6.4 kb) whose relative abundances varied between samples. In
tumors in contrast, the 2.3 kb transcript was uniformly the most abundant transcript.

(Fig.2 B).



49

DISCUSSION

The integration of retroviral DNA within tumour suppressor genes can contribute to
tumorigenesis. For instance, Murine leukemia virus (MuLV) integrates within the two
alleles of NF-1 in BXH-2 mice, contributing to the very high incidence of myeloid
leukemia seen in that strain (2). Integration of Friend murine leukemia provirus in both
alleles of p53 may lead to the complete lack of p53 expression. In turn, these alterations
contribute to the development and progression of erythroleukemia in infected mice (10).
Calpain 9 (nCL-4), normally expressed in stomach, is expressed at abnormally low levels
in human gastric cancers. The tumor suppressor function of this calpain has been further
documented experimentally in a rodent model system using retroviral integration as part
of an antisense RNA approach to identify genes whose inactivation leads to cellular
transformation (12).

The insertion of retroviruses within the host genome is generally random allowing for
preferences for transcribed regions shown by lentiviruses and preferences for promoter
regions shown by Gammaretrovirus such as murine leukemia virus (MLV) (21). Thus the
integration of WDSV within the same gene in 3 of 26 tumours strongly supports the
hypothesis that the walleye calpain-like is involved in the etiology of WDS. Based on
these results, we expected to observe rearrangement of this gene by Southern blot
analysis. Surprisingly, rearrangement was observed in only one of the three tumours
(T23) (Fig.2A). This apparent lack of rearrangement could be explained by the deletion
of large regions of the proviruses. Alternatively WDS tumours may be poly or

oligoclonal with regards to WDSV insertion sites. This situation would be similar to
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avian leukosis virus (ALV)-induced osteopetrosis in chicken, which is a non clonal
growth of osteoblastic cells (16). Interestingly, both WDS and ALV-induced
osteopetrosis share other important features: both display abnormally proliferating cells
originating from bone, both are osteogenic and both contain large amounts of

unintegrated viral DNA (14, 15).

In humans, most genes have less than 13 exons, probably because splicing error rate
increases with higher numbers of exons (11). Neurofibromatosis type 1 (NF1) is a
common proliferative disease in humans which is characterized by a non clonal
proliferation of diverse cell types, fibroblasts and Schwann cells (20). Aberrant splicing
of the NF-1 transcript, with or without mutations, contributes to the etiology of this
lesion. The large number of exons (60 exons) of the NF-1 gene partly explains the high
frequency of splicing aberrations seen in abnormally proliferating cells (7). Similarly, the
relatively high number of exons (21 exons) in the walleye calpain-like gene may
contribute to aberrant splicing. Consistent with the role of aberrant splicing of calpain in
WDS, walleye cytokeratin cDNA, which has a small number of exons (6 exons), did not
show aberrant splicing in walleye tissue by RT-PCR (Fig. 2C).

Aberrant splicing caused by retroviral integration has been reported in other systems.
The Graffi murine leukemia provirus integrates in a distant region upstream of the cyclin
D2 gene, and alters the splicing of that gene by an unknown mechanism which triggers

tumor development (3).
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Aberrantly spliced transcripts were not detected by Northern blot analysis in WDS
tumors. This could be due to the low resolution of Northern blot and the small variation
(a maximum of 265 bases) in the length of the abnormal transcripts.

Most tumours (18/25 tumors analyzed by RT-PCR, or 72 %) contained aberrantly
spliced transcripts and no normal transcript (14/25 tumors, or 56 %). Splicing aberrations
were both various and extensive. In twenty four of 25 aberrantly spliced transcripts, the
first stop codons formed downstream of the aberrant junctions were irregularly
distributed along the transcript, leading to the production of proteins truncated at various
sites, most often near the N-terminal end (Fig. 3). Considered together, the above
observations support the hypothesis that no functional proteins were coded by these
transcripts.

RT-PCR analysis showed that aberrantly spliced transcripts are rare in normal skin
(Fig. 2C), indicating that frequent aberrant splicing is a feature of tumors, not of normal
walleye tissues. The single aberrant splicing observed in skin was exon 18 skipping, the
most frequent site of whole exon skipping in tumors, suggesting a common mechanism,
such as a specific secondary structure of the walleye calpain-like mRNA predisposing to
this error.

In tumors, some sites were affected more frequently by aberrant splicing (Fig. 3).
Aberrant splicing of NF-1 often occurs at specific sites (5). Aberrant splicing of that gene
has been reproduced in vitro, without mutations, in tumour and primary cells kept under
conditions found in spontaneous tumours, such as elevated or low temperature and low
pH. Aberrant splicing was most frequent at the lowest temperature assayed (7°C) (7). It

was concluded that aberrant splicing at specific junctions is probably due to changes in
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pre-mRNA secondary structures imposed by high and low temperatures. Fish are
poikilotherms and WDS tumours develop in the fall when water temperature decreases.
Accordingly, it has been hypothesized that water temperature plays a major role in the
development of WDS (1, 4, 23).

In conclusion, we propose that frequent aberrant splicing of calpain transcripts in
WDS is caused by two different mechanisms, retroviral integration and low temperatures.
Our findings suggest that similarly to the aberrant splicing of the NF-1 transcript in
neurofibromatosis type 1, the aberrant splicing of walleye calpain-like mRNA is involved

in the etiology of WDS.
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Table 1 : Oligonucleotides used in PCR

37

primer sequence origin accession position ”
FP1 CAGTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNGGCCT NA®
FP2 CAGTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNGCGCT «
FP3 CAGTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNCCGGT «
FP4 CAGTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNCGCGT «
FSP? CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTC w
FSP S CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTC “
LSP3* GGTGCTGAATGCATGTTGCCTTCAAACAGT WDSV NC 001867 12608
LSP4 ACTCCCTCACAGTTGCTGTGGTGTTGTGAT “ “ 7
LSP S2 GGCTGCTTTCCTTTCTTCGAACAT “ « 93
LTR FO ATGTTCTTATATTCGCTTAG “ « 12296
LTR BA2 CAGGCCAGTCACATTTGTCT w “ ] 92C
GW INT 1 calpain bankit748306 9420C

GCTGAGGCATGACGCAGGAAGTAG P bankit735345¢

GW INT 2 TTCGTGGTCGGTCTGATCCAGAAG “ « 8276
GW INT 4 ACGCCAACACAGAGACAGAGGAAG “ “ 8755
GW INT 5 GTCAGCCTGTTTCTCGGAGAAGAC “ “ 9578C
GW INT 6 CTGGACCAACCCTCAGTTTGTGAT s « 8200
Ex0 fw CCCGTTCCAGACTCTTTACTCCATA “ « 1922
Ex15 fw CCTACGAGCTGCAGAAGATCCTCAA “ « 11178
Ex16 fw TCAGCATCACAACGTGTCGTAACAT “ “ 11491
Ex17 bk TTGAACTCCAGCAGACCCAGTTTAC “ w 11819C
Ex21+ bk CTCAGCTCTGATCCGGTTCTGGTT “« w 14035C
Calp2Fr GATCGTCCACATCGTCTTCATC “ “ 10249C
Calp2Bk CAGAGGAACGTCCACCTGAATA « “ 9381
GSP1 CTGATCGTCCCGTCTACCTTCGAAC “ “ 9501
GSP4 AAGACGATGTGGACGATCAGTTCAG “ “ 10232
T11(10-11)bkl | TTACCTCCGCCGAGGAGATCCTCTTTCAGT w “ 9213C
T11(10-11)bk2 | AGACGTCACGTGGTACACGCTGTGTAACCT “ “ 8971C
T13(10) CACGTTCTGGACCAACCCTCAGTTTGTGAT « “ 8194
T13(10-11) GCTGTCTGGATTTACCCTGCAGAGATCTGA w “ 8682
ctk3fw AGAATGAGCTAGCCATGCGTCAAT cytokeratin AY 129690 176
ctkSrv TAAGTTGGGACTGTAGCTCGATCT « “« 610C

* Biotinylated primer
® C design reverse direction primers

¢ cfref.19
d

currently in submission
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FIG.2. (A) Southern blot analysis of calpain-like gene and LTR reorganization in
tumor 23. Enzymes used and molecular weight are indicated. Additional bands
that corresponds with both probes are showed by arrow heads.

(B) Northern blot analysis of calpain-like mRNA expression in walleye normal
skins (lanes 1-4) and tumors (lanes 5-12). The expected 2300 bp band is showed
by an arrow head.

(C) RT-PCR analysis of calpain-like and cytokeratin mRNA expressions in
normal skins (lanes 1-4) and tumors (lanes 5-10)
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Cette étude est la premiére a s’intéresser a la mutagenése d’insertion chez le
WDSV. En effet, bien que le phénomeéne soit présent chez tous les rétrovirus et que
deux modes de mutagenése puissent advenir simultanément, la plupart des études
impliquant un rétrovirus complexe oncogéne portent sur ses protéines accessoires. De
fait, de tels génes sont porteurs d’un pouvoir transformant puissant, et leur action
peut masquer l’effet aléatoire de I’insertion. Malgré cela, le processus de
transformation d’une lignée primaire est un phénomeéne nécessairement multifactoriel
(Malumbres M et al., 2001). On peut donc imaginer qu’une transduction d’oncogénes
chez une lignée primaire puisse étre complétée par une mutagenése insertionnelle au
cours de 1’évolution tumorale.

Le choix du site d’intégration proviral est considéré comme un processus
aléatoire. La détection de trois insertions différentes du provirus dans le méme géne
chez une méme tumeur peut étre interprétée comme révélatrice d’une sélection de ces
mutations pour la tumorigénése.

En outre, cette hypothése peut étre envisagée sans clonalité. Les étapes
précoces de la transformation cellulaire étant assurées par I’oncogéne viral (qui chez
le WDSV est transduit dans toutes les cellules infectées), une croissance accrue des
cellules hotes est déja amorcée. La mutagenése d’insertion interviendrait alors aux
étapes plus tardives, pour poursuivre l’évolution de la tumeur et lui permettre
d’atteindre des dimensions supérieures ainsi qu’une expansion plus rapide. Ce
raisonnement appuie nos résultats : bien que des sites d’insertion dans le géne
homologue a la calpaine ont été caractérisés dans 3 tumeurs, les réarrangements

attendus en analyse Southern blot n’ont pu étre vérifiés que chez une seule d’entre-
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elles. Nous avons émis 1’idée qu’une oligo- ou poly-clonalité pourrait étre la cause de
ce résultat. Les sites d’insertions seraient dans ce cas présents chez les tumeurs a une
fréquence inférieure a 1 par cellule. Cette occurrence rendrait la détection de ces sites
plus ardue, aussi bien par technique de Southern blot que de PCR (bien que cette
derniére soit la plus & méme de le faire en raison de son fort pouvoir d’amplification).

Nous avons détecté jusqu’a trois insertions par tumeur dans le géne
homologue a la calpaine. Si I’on considére le géne en question comme portant 2
alléles par cellule, une telle fréquence implique 2 insertions au moins sur le méme
allele, événement moins probable. Concernant un tel événement, il pourrait étre
avancé qu’une pseudo-tétraploidie augmenterait les chances de multiples insertions
dans un geéne calpaine. La pseudo-tétraploidie fait référence a la duplication du
génome d’une espéce dans 1’évolution de celle-ci. Les génes dupliqués qui ont été
conservés ensuite différent peu entre eux. Certains poissons comme la truite
(Allendorf FW et al., 1984) possédent un génome pseudo-tétraploide. De méme, les
calpaines regroupent chez I’humain 14 membres d’une méme famille de génes qui
présentent une homologie entre eux (Goll DE et al., 2003) et pourraient étre
confondus. Mais les identités observées lors de la comparaison entre les sites
d’insertions caractérisés et le géne homologue a la calpaine (annexe II) écartent ces
possibilités.

Tous les sites d’insertions qui ont été caractérisés adviennent dans une
séquence intronique. Ainsi la séquence codante n’est-elle pas brisée. Cela n’écarte

pas pour autant la possibilité¢ d’un déréglement de I’expression du gene touché.
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Le provirus intégré dans un intron peut perturber I’excision de ce dernier lors
du processus d’épissage. Une modification de la structure secondaire de I’intron due
a la présence du provirus pourra gé€ner la reconnaissance des sites d’épissage et
empécher D’excision de !’intron. Le provirus introduit €galement ses propres
séquences consensus d’épissage qui sont compatibles avec le complexe d’épissage de
la cellule hote, amenant a I’expression d’un transcrit fusion entre des exons
cellulaires et viraux. Il peut également promouvoir une transcription aberrante : un
ARN anti-sens s’il est intégré dans la direction opposée au sens de transcription, ou
un transcrit codant pour une protéine tronquée ou de fusion s’il est intégré dans le
sens de la marche.

Les insertions sont orientées indépendamment de tout patron, et & des sites
différents le long du géne. Les résultats ne sont groupés entre les exons 9 a 20 que
parce que la technique de PCR nichée (« nested ») est guidée par les amorces
employées (Table 1 de D’article ; Fig.1 de I’article). Cette absence de consensus
suggere un effet aléatoire de I’insertion du provirus du WDSV. La sélection de la
cellule portant une mutation va dépendre de ’avantage mitotique que cette mutation

va lut conférer.

Les calpaines sont des protéases-cystéine dépendantes de la concentration
intra-cytoplasmique en ion calcium. Les membres de cette famille sont bien issus de
geénes différents, malgré une homologie entre eux, et non d’un épissage différentiel
d’un méme geéne. On appelle les génes impliqués dans ce type de relation des

paralogues et on suppose leur origine comme provenant d’une duplication d’un
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méme gene ancestral. Du point de vue de I’évolution, la fonction calpaine est
conservée des bactéries (Blattner FR et al., 1997) jusqu’aux mammiféres supérieurs.
Une telle présence répartie sur la totalité du royaume du vivant implique un caractére
vital et primordial a la fonction. Le systéme calpaine, résumé dans la récente étude de
Darrel E. Goll et al. (2002), comprend également un inhibiteur naturel: la
calpastatine.

Les deux calpaines principales, la p-calpaine (calpaine 1) et la m-calpaine
(calpaine 2) sont formées d’un hétérodimére impliquant la petite sous-unité
régulatrice 1. On considére I’expression des calpaines principales comme ubiquitaire.
Il reste qu’une particularité majeure de ces protéines est leur fine régulation post
transcriptionnelle. La p-calpaine est activée in vitro par des concentrations en Ca>" de
I’ordre micro-molaire tandis que la m-calpaine requiert des concentrations milli-
molaires. En plus de ces deux membres, la famille calpaine compte d’autres
membres, dont certains sont spécifiques a certains tissus. La calpaine 9, aussi appelée
nCL-4, en fait partie puisqu’elle est exprimée dans 1’estomac.

Les fonctions physiologiques des calpaines et leurs mécanismes exacts
d’action restent un mystere irrésolu. Elles sont impliquées dans des domaines aussi
variés que le remodelage du cytosquelette et la motilité cellulaire, le cycle de division
cellulaire, ’apoptose, la différentiation cellulaire et la transmission de signaux
cellulaires. La diversité des domaines dans lesquels elles interviennent ainsi que la
précision de leur systéme de régulation post-traductionnelle laisse présager d’un role
d’intégration des signaux cellulaire ainsi que d’une place centrale pour les calpaines

dans le fonctionnement de la cellule.
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Le geéne caractérisé dans cette étude a été confirmé par les Drs Beatriz Garcia
Diaz et Peter L. Davies comme étant fort probablement la calpaine 2 de doré. Ils ont
également réussi a cloner I’intron 14-15 qui manquait a la caractérisation du géne. Ce
dernier n’a pu étre toutefois séquencé en raison des particularités de cette région (voir

I’annexe I pour les séquences utilisées lors de ce projet).

En séquengant systématiquement tous les ADN complémentaires des
transcrits de tumeurs du géne homologue a la calpaine, nous cherchions a vérifier la
présence d’une séquence provirale qui confirmerait la mutagenése d’insertion.
Aucune séquence de cette sorte n’a été trouvée, mais les résultats furent édifiants. En
effet, une large proportion des transcrits (25 transcrits sur 36 transcrits tumoraux
séquenceés) détectés chez les tumeurs portaient des mutations d’épissage aberrant.
Mieux encore, le transcrit normalement épissé n’était pas détectable chez 56 %
(14/25) des tumeurs testées, tandis qu’au moins un transcrit comportant des erreurs
d’épissage se manifestait dans 72 % des cas (18/25). Les erreurs d’épissage
impliquées conduisent presque toutes & un codon stop aberrant. Ainsi le transcrit mal
épissé code-t-il pour une protéine tronquée, qu’on peut supposer non fonctionnelle.
De tels résultats suggeérent une relation entre ’oncogenése du WDS, et ’expression
amoindrie du géne homologue a la calpaine.

I a été rapporté qu’une insertion rétrovirale pouvait causer un défaut
d’épissage (Denicourt C et al., 2003). Il est aussi admis que la machinerie d’épissage
n’est pas infaillible et produit une faible quantité d’aberrations en temps normal

(Berg LP et al., 1996).
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Un nombre élevé d’exons accroitrait aussi les chances d’erreur d’épissage
comme évoqué dans une étude précédente (Kaufmann D et al., 2002). Dans cette
méme étude, les auteurs rapportent des résultats forts similaires aux nétres. Ainsi les
transcrits du géne de la neurofibromatose de type 1 (NF1) sont-ils sujets & de
nombreuses aberrations d’épissage, en particulier chez les cellules tumorales.

La fréquence d’erreurs d’épissage chez NF1 est également décrite comme
¢tant influencable par la température et le pH. Les deux extrémes dérangent le
processus d’épissage, mais c’est & la température la plus basse (7°C) que le systéme
rencontre le plus de difficultés. Cette observation est particuliérement importante
dans les conditions de développement du WDS. Il a déja été émis que la température
de I’eau pourrait influencer I’évolution de la tumeur au cours des saisons en
modifiant I’efficacité transcriptionnelle du promoteur LTR (Bowser PR et al., 1988),
ou I’activité de la rétrotranscriptase (Fodor SK et al., 2002). Ici nous ajoutons que la
chute de la température de 1’eau en automne pourrait modifier 1’expression du
génome de I’hote et affaiblir ses défenses face a la progression tumorale. Des études

fonctionnelles sont requises pour vérifier les conclusions de nos travaux.
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En définitive, nous avons effectué une étude originale de I’oncogenése du
WDS, la mutagenése du WDSV n’ayant pas été investigué auparavant. Nos résultats
suggerent fortement I’implication d’un géne homologue aux calpaines de
mammifére, dont un membre est considéré comme porteur d’une activité "tumeur
suppresseur". L’inactivation d’une telle fonction dans une cellule hdte participerait a
sa transformation.

De plus, la caractérisation des transcrits pour ce géne dans les tumeurs a
révélé une forte incidence d’erreurs d’épissage. Le géne homologue a la calpaine, que
nous avons caractérisé a la fois sur le cDNA et I’ADN génomique, est donc sujet a ce
type d’erreurs, particulierement chez le WDS.

Le mécanisme d’épissage a été reporté influengable par la température chez
des cellules humaines transformées en culture, spécialement lorsque celle-ci décroit.
Le cycle saisonnier du WDS impliquant une progression tumorale aux périodes
froides de 1’année, cela suggere fortement un role déterminant pour la température du
milieux dans le développement de la tumeur. Nous évoquons ici I’hypothése selon
laquelle un épissage rendu moins efficace par les conditions extérieures puisse
réduire la quantité de transcrits fonctionnels d’un géne "tumeur suppresseur" au
dessous d’un seuil significatif et ainsi avantager la progression tumorale.

Le travail présenté concerne le domaine génétique et porte sur des aspects
essentiellement qualitatifs. Pour vérifier les conclusions rapportées ici, des études

fonctionnelles et quantitatives s’imposent.
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES UTILISEES



Séquence du WDSV :

Code d’'accession NCBI : NC_001867

orf C:
gag:
pro-pol :
env:
OIfA:
orf B

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
%961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

430-792
800-2548
2545-6058
5974-9651

9674-10567
10570-11490

ggtctcactce
aaagtgtata
ataatttaga
acctctggat
aaactggtga
ataaataagg
aagaatcaca
ccgtcacgta
caaaacctcc
gagaacggac
ctttgtagaa
aaaggggatc
cagaaaggta
ctacaaaact
aaactctgac
acgcattaac
caccaaacat
taaagtattg
aatgacggca
aacagaaata
gctattcata
ggcacagcag
cattaaaaaa
acaaacagac
tgacaacaac
accttcaaac
gaattatcct
ggagttacaa
agaatggttg
ggccagagta
ggctgcaaac
cgcagtatgt
cgaatatgtt
tgcgacagta
tctgatgtet
gcagcattac
cttacagctt
ccctacaaac
acctggaaat
tgactgcccc
gatgggaggc
ccaccaaaac
gtggettecc
tacaaaaaca
ccacacgaaa
ggccacagtg
cgctgaacca
tatagatate
cctttctaaa
accaccgaca
gtatttacta
gttagtgccc
atacccatta

cctcacagtt
acagacaaat
taagtgaatt
tggataagga
gtacctttat
tacaagatcc
aaaacaaaca
tggcttggta
aagccttttt
ttacagaagg
tacccaacca
ctacctggct
ccaaaaatat
aaataaacca
ttatttaaga
caagacataa
tgggaacaag
aattttctac
catactatta
ttacaaaaaa
gcaagaaaca
caagtcctcc
cgcgatgaga
atcggtgaag
ccggacctaa
ataaccataa
actggcgaag
cagcttagga
acacagacca
atcttceccca
acagccgcta
gattggggga
aaacacgctg
cctttcataa
ggtaacccgg
ctaaacttgc
gcgatgecag
gaaccatatt
gtacccagca
aataaaacac
cctcegtata
caatataatg
ggtacatatc
acccaagatg
attcctatgt
gttecccgacc
gttccacatg
tceceecttggt
atgagagcca
taccacaaac
caatttccag
cctattacaa
cctaaagata

gctgtggtgt
gtgactggcce
tgaattaaca
ggcttcaatt
attttctcat
agcatgtagg
agaaaataaa
tcatcagcat
aaccactatc
cgaatacaaa
gaattctcca
gaaaataaat
ttctacaaag
tgggtaactc
ctatgctaag
agaaacagta
ccgtactaat
gagtaaaaat
aaaaactaat
cagacgaatc
aaagagaaag
ttttacagecg
aaaagaaaaa
cctecttectce
aagttgacgg
aaaaggatgg
ggaaccttac
aagattgccc
tggcaatcta
cacctgttag
aaattcagaa
ctatacaagc
agataatatt
acatggttgt
attggagtac
aaagcagaca
cgcagaccat
attcgttcca
atacctgctt
gtaatcttag
ggtcacaacc
gccgecatgga
ctgcatagga
taattaccac
tggtagatac
tcaaattaac
tcttggcaaa
acaaccctga
tagtatcttt
aattgtcatg
accagctatg
taaaaatcaa
aaaccgaagg

tgtgattcct
tgggctgctt
ttttggtgcce
tatgaagcag
aactttgtct
tgggaatact
taaatttatt
cggtggcacc
accttcatag
actcaaattg
cccccaatat
gcaaaattta
acttacttat
ttecectetact
aacacaatat
cccactatgg
cccattggat
tcaagcccga
agtagggacc
tgacgaagag
aattgcacaa
agagcaacag
attattgccg
tgatgcctca
agttctgact
tacttcggta
tgcacaagtt
tgcactgcca
taattgcgac
acaaatagca
ctatgtcaca
ctttacatac
caaaaataat
acagggttta
caaaactata
ggatgcaaaa
gaacgggaat
gcaacaacag
cttttgcaaa
aaacatggga
ataccccgca
ccggtcacag
tccaattgac
taaaaatgct
aggcgcecctge
aaacacagaa
acctacaaaa
tcaaacattt
cgagaaaaat
tcagactaaa
ggcctcacta
agacaatgca
actaaggcca

cttctgcaga
tcctttectte
gtgacccgga
gaatacctac
aaataaaaca
cctttattca
ttgaaggaag
ttgattactc
atccccaatt
ttaaacaaat
gggtacaagg
ttactgagct
cacgtttatt
cctectecct
tctggectccg
ccagatcagg
tcagtctcag
aaaggggaaa
attgacaaaa
atggatacca
caacaacagg
cgagagcaac
gatacaacac
gcacaaaaac
cggtcccaac
caatatcaac
cgaaatccat
gaaggcattc
gaggcagacg
ggtgttataa
gcatgtaggc
aaacctcccce
agtggacttg
ccccctaaag
ccccaaatca
attaaacaaa
aaaggatatg
cgacctgcac
caaccgggtc
aatatgggac
tttatacaac
ctacaagcct
tgtccttatg
gaaattatgg
ctgactgcaa
attatagctg
attcagattg
catattctag
ggagaaatga
aacactctta
ccaacagata
tcattaccat
ttaattagtt

XV

agatattaat
gaacatggat
ttcttcaaaa
ctacactaat
ataaaaagag
gagaaatagc
gtagacatga
cattcctaga
taaaatacaa
aataccacaa
ccctagaatce
aattccaaaa
cgttatttgg
cggctcttaa
tcaaaaccag
gtacctgcgce
aagaaaccgc
cagcacgaca
ataagcaaca
caaacaccat
ctgacctagce
gagaaaaggda
aaaaggtgga
ctatcagtac
acacaacagt
atcccattag
tcaggccatt
cccagctagc
ttgaacaatt
atggccatgc
agcattacecc
aaactgccca
agtggcaaca
tcacccgtag
tacccctcat
ctccectagt
taggctctta
caagggcccc
attggaaagc
gaggcggaag
ctcctcaaaa
ctgctcaaga
aaaaatctgg
ttacagtaaa
taggaggggc
ttggtatttc
agaacaccaa
gaagagatac
cagttctttt
acatagacga
ttggtcgaat
caattcgcca
cactagaaaa



3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441

tcaaggaata
agcaggtcgg
ccceccttact
acattggttt
cagtcaatac
tcagggcttc
aattaaattc
aaaagatagg
aggacataaa
tcaattattg
gtttcaacaa
caggcattgg
ggacaccgce
acatgcgata
gtatacgtca
aacgecggcct
atgtttgaaa
aggecgcgeca
atcacagctc
actaaccttt
aaataatatt
tgatttatct
tacaaccggce
aattatccat
cgcagcatgce
ttatggtgtg
tggaactcct
caaacaggtt
gggtaacgcc
caagaagggyg
gaaattcacc
cccteeecte
caaaggggga
catagacttg
acgactacaa
tgtccaaatg
atggccagaa
gaaagacata
cttcacggct
ctgcecctgga
caaaatcata
tgtcctattg
tatggggaga
cacattggtg
tgtggaccag
gcttagaaac
accaacggcg
attgcgatca
aaagcacttc
aatacaacca
atagacgaaa
cccaccgaat
accacaatga
tatgagatac
acgtgtagca
gtaaaagata
gataaatacc
aacaaagacg
gtacctaaca
cctatatctc
acagagcaac
aaaatggatc
gtacaagtag
tacaatactg
gaaaatcgga
gctcagcaag
gaatgtgagt
cctatgaggg
ttatctaaat
actaaacctt
ctaggaatag
ttgaccgtag

ttgataaaat
gatgagtatc
gcagttgtgg
acggtgatcg
ctttttgcecct
atacatagcc
aaaatttcct
gacactaatt
gtgtctaaaa
actcccgagg
cctactacga
ataccggaat
gagccattcc
acaacagcac
cattcagaac
atagcttttt
gcttgtgett
ctgattatct
gttaccgectt
gttgcctget
ccgectcatg
gatctcccaa
agaggaggag
cagcaacctg
cacttagcta
gttcatgact
ataaaaaatc
tccgtaatta
gctgetgatg
gacgececttg
gccggagetg
gaaatgcttc
ataatgtctt
atactggggc
ggtcatagac
tgcgtgaaga
ataataccat
atcccaagat
aaaataagcc
cacccacgat
aaagcacaag
gaaatgecgtg
ccaatgaaaa
acgtatatga
tggccttcta
ccaaagaaat
gtaaaagttg
tctctctect
cgactgatgg
ggagcgaaga
caccagaaat
tagggaatat
ctatggaaga
acaatgtatc
cccgaaaatg
cctacgaggt
ccgagccaca
aattcgtaat
gcaccctttc
ccaacagtac
catttaataa
cccaatgtga
agtttaaagt
aacatggtat
aaattaaggc
taacttcaaa
gtcctatagt
tactcaccaa
ttgggttatc
tgaaaagggc
gattacatag
aaagtgccga

gccatagccc
gaatgataca
caagtcctac
acctctcaaa
tcacctttga
ctaccctgtt
cggaaatctg
taaaagacac
agaaattaca
ggcgtaaaat
tccgacagat
tttctataca
aactggacga
cagtattagt
atgcatccat
tatcgtccaa
ccatacacag
atactacgca
cccgettcag
cagcagtctc
actgcgtttt
tacctgaccc
cggcagtagt
gtggtgettc
ctgataaaac
ttgggcatct
acaaggaaat
aaatagaggc
aggccgctaa
cgagtacgga
agttacatga
atgccatcct
atttttcgaa
attgtcagat
ctctaccaag
aacccatgta
gtaacaaaga
gggggttacc
aggaactgac
ccagtggecat
aacagctgca
caaccccaaa
ccacatatct
ataaacttac
caagecctccce
catctaattg
aaggacgacc
cctegttggg
tcccagectg
acaaagtccg
atgtgcaaat
gagtcaaaaa
aaccgttttc
aggaatatgt
cattagtcaa
ttacctacct
aatagggtat
aaaacaatgc
ccccacaggt
ggccctgaat
tgaaaaatgg
agccgagcta
gactagcctc
aaacatagaa
ccatgecectac
aggaataata
aaaaccatta
ccctteacct
cccgtgtteca
tatgcatggt
tacactaaac
cagacaaaaa

atgtaataca
tgacttacgc
cactgtatta
tgcattcttt
gggacatcaa
ttctecaggcet
catttacatg
agctgttatg
gttgtgtcag
actaccagac
tcgtgecttt
tagtaaattt
ccagcaggta
ggtccctgat
tgctgtgttg
atttgacgct
aagtcttacg
tgcaatatgt
caaatgggaa
tccggegeac
acttacccac
tgatatgact
gatgcacagg
agcacaaacce
tgttaatata
ctggatgcac
agagtacctg
ccacactaaa
aaatgctgtg
cttggtcatg
cggtgtattt
attggccata
attttggaca
atgtctcaaa
cagaccgttt
tgccectggtt
agatgcaaaa
tgatcaaata
ccactccata
agtggaaaga
attatccaaa
gaaacacgga
aagtgatatg
acgacaattg
cccaggcceca
ggaaggacct
aacatggata
ggggccagtce
gagaccatag
gttagaccat
gcatgggtaa
caaaaaacca
tccectagtat
accaaatacc
acaaaagaaa
ttcgcatggt
aatacaggaa
agaaagaaac
actacagact
gagcttgagc
cagaatttga
tttcaacaat
cccggacaaa
aacaaaaact
attacgecgca
caagaagtta
ccacaagggg
atcctaatac
ttctececcta
ttcgaggtcece
tcatggtgga
tatgatcaga

ccaatctttc
gcaataaata
tctaacctcg
tcagtaccaa
tacacatgga
ttgtaccaga
gatgacgttc
ttgcaacatt
caggaagttg
agaaaagtaa
ctaggtctgg
ttggaaaaac
gaggctttta
ccagctaaac
actcagaaac
atagagtcgg
caggcggact
actcttttac
gcggatttat
ttatatatgce
acgatctcca
ctgttttctg
ccggttactg
gccgaattgt
tatacagact
agaggctttg
ttaaaacaaa
ggtgtaagta
tttttagtce
gaatacagtg
atgcgagggg
catggagttt
cacccaaaag
cacaatccca
gcccacctac
ataatagatg
actgtatgtg
gactctgacc
ggagtggett
acaaatcgaa
tggacagaag
ctaagtcctc
tcacccectat
tcagcatatc
gagccecggat
tttctgatce
cacctggatc
aaccagctac
aacataagac
caaaaactag
taaggttgat
tagcaataca
ctcatgtaaa
agttagtacc
aaaggatcat
cacaaaaacc
cagggaggct
gaggaaaaag
tcacaaaatt
aaaagactac
tatttgggaa
ttaatatatc
acatatcatg
gtgtaataag
caggctcata
gaaaccttgt
gaataattcc
attcagcatt
tggaatggca
atcaacggaa
atggagcaaa
aaatcttaaa

xvi

ctattaagaa
atatagttgc
ctcecgtcact
tacacaagga
ctgtecttgcce
gtctccacaa
tcattgectce
tggcttcaga
tttatctggg
cggtctcaca
tgggctactg
aactgaaaaa
acaaacttaa
cttttcaact
atgcaggaag
ggcttecctece
cgtttatttt
aacgcgatcg
tacgacctga
agtcttgtga
ggccecegacce
atggctctta
atgattttat
tagccctagce
cccgttacgce
ttacgtccge
tcatgaaacc
tggaggtgag
agagggtact
agacggatga
atcttattgt
ctcacacgca
catctcaaac
aatacaaatc
aaatagactt
tcttttcaaa
atatattaat
aaggaacgca
ggaaactaca
ctctaaaatc
tgttgccata
atgagatagt
gggccactga
atcaacaggt
cctggtgtat
tcctetectac
attgcaagtt
tttcttagag
agaaatggtt
acaacaatta
aaccgaattt
ggtgcacaat
taaaaagaat
cggaaacttc
tagtactacg
cacaggagga
gaaccaatgg
acagatcacg
tacccctaat
accaatagga
tatagttacg
agacaaaacc
tcaagcgata
ccttattaaa
tgagtggtac
tactatagta
attaaccatg
aaaatttgat
gacatatatt
gaaacgagac
ttcattaggg
ggtgttacaa



7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761

aaccttgcgg
gaaactccca
aagcacgaac
acgcaaatcg
gaacaaataa
gcccccceta
acgcaccagc
aacttccaag
agtatcgatt
aaactttcag
ataacgcctg
tgcctgataa
actatagtcc
gataatcaaa
gactacggag
accattcttg
atcgaacaag
cagctacaat
acatgtttat
gtagaatacc
aaacaacgag
agagctacac
gttgagataa
atggcaccga
ctagacagag
gcaagagaag
tatggatgtg
gtaatcgtga
ccacaacaag
gtggccatgg
aacgaagaac
agcctgtccec
ccctgctacg
atttcattgt
taccaacatt
attttttatt
agggtacgtc
tggacatata
acataatcaa
tgggactctt
gatagctgct
gctgggagat
cattgtcggg
gcttccatte
actatcttat
agttattgct
gatgtatcat
tgcagcatta
tgagagaaga
attagatgat
tgaaggcacg
aggataacta
gacattgacg
cctgaggcaa
tcaacatatc
acggattata
gtgttttacc
tcacacctta
tttggatggg
ttacctgaag
atagtagtgt
cagccattgg
cctattttgt
cattgtcctt
tcaatagcag
atggagttta
accgaaccag
cctacatgtc
cacactggaa
caacacatct
tattatgttc
tcttctgata

tacaacaacg
tatatacgat
aacaacaaaa
ctacgtacct
ctaatcaaat
tattgaaccc
tcactatcac
attggactcc
gtcccataat
aatgggaaag
aaggaaaggc
acaagccagg
caacccaata
ccecgggtatt
tactaaaaca
gacaagaggc
aggcatggta
tgataatagt
tttttaaatt
aagcacaaac
caaaactgct
cagecggtatc
ataggataga
ttataagtgc
aacttctaaa
tattcaacaa
acgagtcagc
cattggcggg
aaccattgga
ccgattatca
ttettttggt
cttgttataa
gcagtacagg
ttattttatt
tattattatt
ttttcttgat
caaatggata
ccgeccegtat
gctaccccga
tccttttcta
aaacacacag
ggagtctata
ggacacgttg
tcccaagecg
cgacacagaa
gcggecgtaa
ctaactcaca
cagagacaaa
gcectgttgg
gtgatggcag
gacgctgaag
tgttttcaga
agagccceccca
gggttececcec
ataccccact
cggccagtat
tgcttcctcg
ctcacttatt
atctaactgt
taatagagtg
ctgacggcat
ctataaatat
ttgcatctecc
ccgctagaat
aaatgcacac
ccaattttct
agcccagecc
atagtgctgce
atataattaa
ttgtgttgtt
ttatattcgc
catgcttttt

aacggatgta
tacgcttcaa
cgtgggaatc
acgggatatt
tttgctacca
acttattgga
tactgtacag
cttcectect
gcgaaactcc
aagtacatcg
ctgcctaaat
gtgctttatc
catacaacag
acaaaaggaa
gggccagata
aacatatagc
taataattta
tgttatcaca
acgaagagcc
cagaggaaga
acgacacgca
tgcttttgaa
cccttetecat
ggacagttat
tcagggcatg
agcatataat
aggatgggtt
cctagtaatt
aaagttattt
tgagacaaaa
aaaaccacaa
gaggagttgt
ccgaagggac
taaagtaatt
attagtttta
ttttcttacg
tccctgtaga
attggaaaga
acacatggga
atccagcaca
aggcacattc
ctaaaccatc
gagcatacac
aaaatgactt
cacccgacta
aaggtgcaga
tctctacagc
tcaatctgga
aaagagagag
tactggaggc
acacgagtga
ctcagattcc
ggatatccag
tggtggatta
tttaaaccct
tttgagacgg
agtatggata
gactcttacc
gatagaattg
gttagcgcaa
gatggactta
cgctcectgeat
gctattaagg
gttgtatgca
tgggtttagg
cagggatctg
tacggagtaa
tgaatcgggc
aagaatctac
agtacaaaag
ttagctattc
ctatgttgtg

aaaaaccaac
ttagccgaca
acttgtaaag
cagcatgagc
gtaggacagg
tggaaccagt
cagcctttat
tttattctag
tttttgtgce
accatttatc
catcgaaata
cctaaacatc
aactttgtgc
atgatagaag
gcattgattc
attaaagaaa
ttctcttggt
tgtaccatac
ataagacggg
agaacgcata
aaaacaaaca
atggttacgt
gagaacaatg
gccctgccga
cgaaaagtaa
ttggttacca
aaccaacatg
acgcectgtgg
atggtcccca
gaaatgggca
ctctttaagt
cactggacac
ctaacgcaat
ttatttcagt
tattttttet
tacgtatata
gtttctaacg
attattgaat
agcaacccat
attacctectt
aaggctggct
gttgcttctc
cctggctgca
actacaccct
tcactccagt
tctgttagaa
ttcattgtct
ctttgccgaa
agagcaacaa
agaggttgca
ggtcgacgtc
tcggacgagg
caaagtctac
acacaggaag
ggtatacccc
gcatcagcaa
atgttccect
acctcagtct
tgtaatgaaa
ttttcattct
ttactaatgt
gctttacaaa
attatctctt
tacacaatca
tgtttcaggg
acagaggaag
ctgtgtacat
cgaccatgtc
ctcatgtcca
ggggaaatga
ttaaattgtt
ttaaactatg

aaacattggg
gtcttacagce
atatagccat
acttacctgt
taataatgcc
ccgtecetggt
acaaagcagce
cgaataaaac
atacgctcec
aaacgtcacc
taacagttca
cttggagtgc
cagatactat
cgatatccaa
gacatcacga
cacaggcatt
atgacggctc
cacttttatg
aacgggacaa
tgactgagcc
gacgattgcc
ttgatccaca
accacggagg
ctccttatat
ttacgctctt
ctaatcattt
ctgaatacat
gtttggettg
atagcatgcc
aaattgtgaa
gggaccgaag
agtttgctgc
ctgcgagcac
ttatgttgat
attttcttte
caaacgtata
gcccaggaac
tggatagata
atggtcctgt
gtggcagccg
gacccagact
acagaaacaa
tgtgactggt
tacatgtacc
ccggeecttce
atgaatatgc
ctcgggttaa
gcagaacaga
ttacaagaag
atcacgataa
atcaacgtcg
aactaagcag
atctacgtgc
aatggacaat
atgaactaac
aaatgataca
ttatagcacg
tgagcgcaac
tgaatattca
tatttacgca
ttccaatgga
cttcctatac
gtgttttata
tgaatagata
atcaaatgat
aaactccagt
actccccectt
gtgtctgatg
tttttcagaa
gaaactaatt
agtaaggtga
ttatgtaacc

xXvil

aaaggcattg
agcaatatta
cctaacagtg
atggtttata
ggagataaca
aataggactt
aaacatggga
acacggtttc
cacaccagtt
ccaggtgtgg
ggacagaaca
agggaaacaa
agatacagag
ggcaaaaagg
ggctattact
aatttcatct
tgtatggtca
ggtattaaat
caatatagtg
tatcactaaa
acgtagcecta
agaagaaacc
ccccatgaat
taccataatg
aaacgatcca
cactctggct
gggaaagccg
gataccactc
acatgtcacc
agacataaac
ggttttttgt
atatcgcatg
cttatgtatt
cccgatgatc
attatatttt
agactactac
cattatccta
gaatccttac
taaaactaca
catgcctcca
acataaccat
tggcactatt
tgttaggatc
attacattaa
gagcggcagt
tcttcataat
cccacttcac
gagaggcggc
cgagagagag
ccacagccac
tcgatccaat
aataattact
tggggtaagt
agactatttt
acaacggtgt
atgggactat
ggaaggccta
ttcgttggtt
aggtgtatat
tgttacgttg
catagaagaa
tataatgacg
tgcttgtgga
cacgggggaa
agcctatgat
attagagata
tttceccacc
caggtgtcga
ttgtacaaat
tttgttattt
catatgcatt
ggttactgcc



11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661

agacgctgta
agatcagcat
tgtcattata
tgatcgtgga
gtatttactt
tctcactccece
agtgtataac
aatttagata
cttatattcg
acatgctttt
atactgactc
tggtgccaga
attgttgaca
aacagttggt
tctgagaatc

tactgactca
ggtgccagat
ttgttgacac
acagttggtg
ctgagaatcc
tcacagttgc
agacaaatgt
agtgaatttg
cttagctatt
tctatgttgt
atatgtaacc
tgctagtaga
cttaggaaag
gctgaatgca
catgaaagta

LTR du WDSV (598pb) :

Recomposé a partir de la séquence NC_001867

Us:
R:
us:

i21
181
241
301
361
421
481
541

LSP 3
LSP 4
LSP S2

LTR FO :

LTR BA2 :

1-446
447-522
523-598

gaaatgagaa
aattgttagt
aactatgtta
aggcctataa
aaccacatat
gtataggcct
gccttcaaac

actaattttt
aaggtgacat
tgtaaccggt
aaagatacgce
aattaaaccc
aaagtagaaa
agtgttttct

acggttgctt
Btcctettet
tgctttecectt

gttcggtaag
gcagaagata
tcttcgaaca

tatgtaaccg
gctagtagac
ttaggaaagt
ctgaatgcat
atgaaagtat
tgtggtgttg
gactggcctg
aattaacatg
cttaaattgt
gttaaactat
gtaaaggcct
cgctaaccac
tgctgtatag
tgttgcctte
tataacggtt

gttattttat
atgcatttct
tactgccaga
tgatcccaga
atctgtttgt
taacaactga
tcaaacagta
aacggggtct
ttaataaagt
tggatataat

taaaggccta
gctaaccaca
gctgtatagg
gttgecctteca
ataacggttg
tgattcctet
ggctgcttte
agaaactaat
tagtaaggtg
gttatgtaac
ataaaaagat
atataattaa
gcctaaagta
aaacagtgtt
gcttgttggt

tatabtskia
tctgatacat

cgctgtatac
tcagcatggt
cattatattg
tcgtggaaca
tttacttctag
cgetteotog
gtataacgga
ttagataagt

5/ GGTGCTGAATGCATGTTGCCTTCAAACAGT3 !

5 ' BTG PO ACA GGG TR UEGTC I TG LGAT 3 /

5'GGCTGCTTTCCTTTCTTCGAACATS '

5’ ATGTICIRATATICGRITAGS
5'CAGGCCAGTCACATTTGTCT3 '

taaaaagata
tataattaaa
cctaaagtag
aacagtgttt
cttgttcggt
tctgcagaag
ctttcttcga
ttttgttatt
acatatgcat
cggttactge
acgctgatcc
acccatctgt
gaaataacaa
ttcttcaaac
aagaacgg

tatkgackta
gcttttteta

tgactcatat
gccagatgct
ttgacactta
gttggtgctg

Xviil

cgctgatccc
cccatctgtt
aaataacaac
tcttcaaaca
aagaacgggg
atattaataa
acatggatat
ttattatgtt
ttcttctgat
cagacgctgt
cagatcagca
ttgtcattat
ctgatcgtgg
agtatttact

gctattctta
tgttgtgtta
gtaaccgtaa
agtagacgct
ggaaagtgct
aatgcatgtt

agaatccatg

caaatgtgac
gaatttgaat

aaagtatata
Sapoq AR aer:)
Ltggcctggge
taacattt




Séquence du géne de walleye homologue & la calpaine :

bankit748306 + bankit735345

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241

CAGCTGCTGG
ATCTGTAATA
TCCTTGTGAC
ACTGCTGCCA
GTAATATATC
TACAAATAGT
TTCTAGGTTT
TAACAAACAA
CATGTCAGCC
CTTCGCCGCT
TCGACTGTCT
AACTTCCACC
AGGCAGACTT
CTGAACAGCC
CCGCATGGTG
AAACCCACCA
AAATAAACAG
CAGAGAGACA
GGGTCTGAGG
GGTCCTGCTC
AGCGGAAGCC
ACGTCAAACA
AAAGAATGAA
TGTTGACACA
CTCCTGTTGT
GAACTGAATC
TTATTTACTT
GTCTGGTGGG
ACTCTTTGAC
TAAAAAGTGA
TCAACACTCC
TCCCAAAACT
CCCCGTTCCA
CACCCTGCAG
GTACCTGAAC
TAAGGACGAC
CTCCTACARG
CTCATTATTT
TTAAAGATGA
GTATCCACCA
CGCCCCAATG
CAACTGCTTC
ACGGTTGATA
ATTCTGTGAA
TGTTCTGCAG
GTGGATTATA
GCTAACACCC
AGAGGAGAGA
CTGTITTTATC
TGACTAATCC
CCAGACAGCG

G
TAAACCAACA
ATCAGCGTAA

AATGTGAACG
TTACATGGCT
AAAAATCTTT
TTTCACCAGG
GCATCTGCAG
TGCCCAAACT
GCAGGCGTTT
AAACAACAGA
GCTGAGCAGC
GTCGGCGCTC
TATTTTGTTT
ACAGTATCAC
CACACTGTCA
CACATGCGGG
CACGCCAAAC
CCAACTAATA
AAAAACAGAG
GAGACACGTT
TGTGTGTCAT
ACTCAGGGGG
AGTGTGCGCT
CTGCACTTAT
GCTGTTTGTT
CTTAATACAA
CTTGGTGGAA
ACCTGAAAAC
TGGTGAAGGT
TTTGGTGATG
TTAAAAGGTC
AGGATTTTAA
CTCTCTGGCA
TTCCAGGAAC
GACTCTTTAC
CGCCGCCGGG
CAGGACTACG
GCGTTCCCGG
ATCCGCGGGG
TAATGGAGTT
CCACAACTTG
AACTGTTGAA
ATTGGCTGAT
TGCGTGGCAA
ATGAGGCCCC
TGGAGITTGG
GTGTGAAGAA
TATTGCAGAT
AGCGCTGAAA
AGAAACTAGA
ATACTGATTA
CTTCATCTTT
AGCGTGCAGC

TGAGACACAA
TGTCCCACCT
AACACACTTC

CCGAGTCAGA
GCTTAATGAT
TTAGCTTGTC
AGGCATATGC
CCGCTTTGTA
CTCGTGGTAA
ACATTCGTTT
TACTAATAGA
GCCACATTCT
GGGCCCTAAT
CACCTTCCTA
GGATTACAAT
AACCCTACCA
GARATCCTCA
ACGGGCATAA
ACTAACAACT
ATAGAAACTC
GTCGTTTGAT
ATTGTAGCTG
AGAGGGGGGA
TCTTTTACCG
CCAAACACAC
GCTTCAGICT
ACAGGACCGG
AAACAAACTC
AGGAAGGAAC
AGAACTAAAA
GTGATTTCGG
TATCTCTGTA
TTTGAAGGTA
CAGCACACAC
CAAACCARAAG
TCCATACTCG
AGAAGGAGCA
AGGCTCTGCG
CGGAGACCTC
TTTCCTGGGA
TGGTACAGAG
TTGACATTTG
ACAATTCACT
AATATTCCAG
TGTTCTTACG
AGGGTTTTGG
TTTGAGGTTT
TCTGTCAGAC
TAGAGGATAT
GAAATAAAGA
AAATATTCAC
ATGGATTATC
GCAGCGCTAT
TGAAGGTGTA

CATTAAGTICA
GCCAAACCCA
ATTCAAAGTG

GATATGATGT
TTCCTTAATC
TCCTTGGCCT
CAAGAAACCT
GTTCGCGTCA
ATATGTGGGT
ACACACGACT
TATTGACCAA
TTATAATAAT
AAAATACARA
TTTTAAACAT
TACAAATAAC
CCTCCCCGAC
CCGCATGTCG
TGCCCGGCTG
ACACAACAAG
ACACGCTCCG
CGTTAACGTA
CCAGAGCTCT
GAAGGGGGGA
ACGATATCTT
ACACACACAC
CTCAGCAACA
AAGTCTGACC
ATGGAAGTAA
CCTTCAAATG
CACGCTAAAA
GGCTGTTTCA
GGGATCTTTT
CTCACCAGTT
CTGCAGCCCC
ACCCTCCAGA
ACCGAGCTGC
GGGCATCGGC
GCGGCGCTGC
TTCTCTGGGC
GAGACCGACG
CAACTGAACA
TTCAGACGTC
TCATTGAGTT
TAACAAAAAT
CATTACGCAC
GAATGATTGA
GITTAGTGGA
ATCTGAAAAC
TTATCTGCTC
AAAGGAAGAA
ATTTAACAAG
AGAATAGTTG
GTAAATGAAT
ATCAGATCTC

CAGACATTTC
CCAGACTCCA
GACAGAAACT

CATCTTTGAT
ACTCAACTGA
GTCTACTTCT
GCCTCCAATT
GGGGGAATAT
CTTAGGGAAA
TGACACCGAA
ACAATCAGAG
AATAATAATA
AACCTAACTT
CTACACCTGC
AACAGCCTTG
AGCATAGCTG
GCGTGTCAGC
ACACTCAAAC
ATAAACACGT
TAGACACTCA
GTGCTACTTT
GCTGCTCTCT
GAGGGGCCAG
TTGCGTTTCT
GGGTGGAGTG
GAARACTCCCT
TGCACTCTCC
AAGTCTGAAA
TTAAACGGAG
GTCCTGATTA
TGTTAAACTA
CATAATGTGT
TGACTGAAAT
ACCTCTTTTC
CTCTCCCCGT
AGCATGTCGG
TCGTGCAGCC
CTCGAGTCCG
TTCAAAGAGC
GTCGGTGGGA
GACGACACAT
TCTTCTTTTC
TAATAATCCT
ACTTGTATCT
GCACACATCT
GGGGGCAATT
GCATAAGAAG
ATCAGATTAT
TGTATCTCAG
AGGACTCAGT
CTGACATCAC
GCGATTAAGT
GTATGTATTT
TGTTGTGTTT

AAGTTCTCTT
TGCAAATAAT
AAATAARACT

X1X

TTCTTCCAGT
AAAAGTGTGA
TGCTCGGGTT
CTTGTATATG
ACACTAGACA
CCGATAGGAG
GGACCGTAAT
CTCCCGTGTG
ATAATAATTC
GGTTTAGTCT
TGCTCACGAA
TTCATACGGG
GCCTCCTCCA
TTCTCCAGCA
TACCTGAACA
ACAAAACCCC
CACATCCGCT
GCATGTTTGT
CTCTGTCTCT
CGGCTAGAGC
TATCCAAACA
ACGAAGCTCT
TCCTGCTTCA
ACAATAAAAA
TGTAARAACT
AATATTCAGA
TTTACATGGA
AAAGGATCTT
CTGACATCTT
CCCAACAGAG
CTGCAGACTC
TCCAGACTCT
GCATCGCCGC
AGGCGGTGAA
AAAGCCTCTT
TGGGCGTITGG
CTTAARAACA
AGGAAAAGAT
TTTGCACATA
ADACCCAACT
CTAACTTTAT
GTGCATGTGT
AARAAGCAGG
CAGCTCAGCG
AGATGAAATT
TCTGTTGGCT
TTCCTGTCCC
ACACATTTAC
TAATAGTTGA
TTCAGAAGCC
CCTGTGCAG

TGTGAATTTT
TACTACTTTT
ATCAAAAGCC



3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5841
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021

ATCTTGGTTC
CTTAATTCAC
TATTTACATG
TTACATGGAG
TGGCGGCGGT
GACATAACAG
CTACAGAAGC
ACATCATTIC
GTCTGTCTGT

ACAGACAGGC
GAATCAGGTA
CTGTCTGTCT
CGCCTGCCGG
TGGAGCGCTC
AACCTTCTGT
CACAACCTTC
GCTGTCTAAT
CTTCAAATAT
CGACTGITTG
ACTTTTTTCT
TGAACTTTTC
CAGGATCTCT
ATAGACGCTG
TTGTTTCTCC
CACACACATT
TGCACACACG
CACAGAGACA
CACATTGTGT
GTCTGGAGGA
CGAGCTCAAA
CTCACTGATG
TACAACAGGG
ACAGGGTATA
GGTATACATA
TACATAGACG
CCGGGGTAAA
CAACTGGGTA
CTGTGATCAA
TATATATAGA
AAAGTTAATT
CAGAAGCTGG
AGCCCCCCcC
ATCTGACGGC
AGCTCCTAGT
AACACCTGCA
GTAACTCTGC

CCCCGAACAG

ATCTTTCCAC
CCATTTACAT
GAGTCTGGTG
TCTGGTGATG
TGTCGTCTTG
TAACTAAGGG
TATATGAGAT
TAAAAAGCAT
CTGCTTCTCC

AGCGCCTGTA
ATCCTGAARAA
GTCTGTAGTT
TTAARAGATGG
TGCTGGAGAA
TCACTAACCC
TGITCACACG
TAAATGTTCC
TAATCCATTA
GTGATTATTT
AAAATACTAC
TTCAGTATCA
ACTACAACCG
TGTCAGGTGT
AGCAGGATGA
TAGACACACT
CACACGCAGA
CACACACGCG
GTTATCTCTC
TCCACCACTG
CAACCCGATG
GGCTGCTCCA
TATACATAGA
CATAGACGTA
GACGTAAGCT
TAAGCTCTGA
TCGGGGCACA
AACGGGGGTA
TTTTTGAAAA
TAGATATATA
GAAATGTTTT
TGAAAGGCCA
CCCTTGCACT
TGATGCAGGC
CCTGGAGCGT
GAGGGGCGGG
GTGTGATTGG

AGGGAGGGGG

TCACTTTTTT
TGCGGGGGGT
CTGTAGTTCT
GATATTTACT
CTGTGGACAG
CAGTGGCGTC
GAGTTCTGGT
ACTTTCATGA
TACAAGTACC
ACATAAGARA
TGTGTGTGAA

CAACGTTTAA
GAGGTGAGAC
AAAACATAGC
CTGTGTTGGA
ATACTTCCCG
GGATCAGCTC
AAAACTCCAC
ACTTCATGTA
TACTTTTCAA
ATGGCCCAGT
GTCAACCCTC

TGTTCCAACA
GTGGAGATAT
GAAATATGCT
GTGATTTCAT
TCAACAGARAA
AAACACCTGA
ATTTTTCAAG
CCAGTTTATA
AG

GTACAC
CGAGTTAGAT
AAGAAAATTG
CTGGCAGTTT
AGAGTTGCTG
AGCCTACGCC
TAACCCTTAC
GGTCAGTGTT
AGGTCAAACC
ATCTATCAAA
TAAGCTATTT
GACCTTTTGT
GTAGTATATC
GTAACTTGAT
GTTCAGGTTT
AACACACAGA
CACACACGCA
TATACACACA
CATGCACAAA
TGTGATGTCT
AGGGGTTCGA
CTCGGCTGTT
TAGACGTAAG
CGTAAGCTCT
AGCTCTGATA
CTGATATAAC
TATAACAGAG
CAGGGCTACA
CAACAGGTAA
CAATTTTGGG
TATAGATATA
CCABATCACG
CGCCTACTCT
CAGCTGICTG
CGTGTGAATG
TATACATTTG
TCTTCAGTICA
CTGCAG

GGCATTTCTC

ATCACCACTIC
GCTGGCTCTA
GGCTCTATAC
GTTAATCAAA
CATTAACCCA
GACAGGCCGG
ATATTTTATA
TCTAACCTCT

AGAGAGACAG
TTAAGAACTG
ACCTGCCTGT
GGGGAGTGGG
TTCGTCCACT
AAGTAAGACC
GCCAAGTAAG
TTCATCTCCT
GGACTAACCC
GATTTATTTA
ATTTCAACCA
GATAGAACRAA
TATGATATAA
CAGCTGATCG
GGTTTCAGCA
CGCACGCACG
GACACACACA
CACACACACA
TGCAGACACG
CTGCAGGTTG
GGATTTCACC
CCACATCATC
CTCTGATATA
GATATAACAG
TAACAGAGAG
AGAGAGGAAA
AGGAAACACT
ACAAGGAGCC
ATAAACAGTT
AGTTTAAATT
GTATAGTCGA
AGCTCGTCTG
GTGACCGGCA
TCCTAACAAA
TGGCATTAAA
TTGAAAGTTA
GGTGGTGGGG

GACATTTITTG

GTCTCTTTTT
ATTGTACTTC
GCATGATATG
CAGATTTTAA
CTCTTATTGT
CGAGGACCGC
TTCCTGGCTC
ARATTATCGG
CAGTGGGGGG
TACCGTGCGT
TGCACTGCCT

CGGAAGTTTT
CTATGTACAG
CCCCAATCAG
TTTCGGCGTC
GAAACCGTTT
GAGCGTCTGA
CAGATATTCT
TATARAAATC
AGCTATACTT
GATTGTAATC
TGCAG

TGGTTTGGTT
TACACGCTAA
ACGCTARAAAG
GTGTGIGTGT
TTAACAGCGA
GGGGGGGATT
ACAGAATGCC
GTCTGTICTGT

GCAGGCAGGC
AAARACAGAAC
CTGTCTGTICT
TGGACGTGGT
CGGCCGAGGG
AGCCAGGGAT
ACCAGCCAGG
CTCTGCTTCA
AAGCTACCAC
TTACTTTTAG
TTTATTCTCA
AGAGACAGCA
TCCTCCACCT
CTGGGGGCGT
CGTCGCTGAA
CACGCACACA
CACGCAGAGA
CACACAGACA
CACACGCAGA
AACGGCTGTT
GGAGGAATCG
CAGAAAGCTC
ACAGAGAGGA
AGAGGAAACA
GAAACACTGG
CACTGGGGTA
GGGGTACAAC
AAACGGAAAA
TTCTAGCAGA
GAAGTGCATA
GGAGGTTCAA
AGTCGGAGGC
CAGCTCAGGT
GACCTGCGTT
CCACATTTCC
ATTGTGTTAA
CTGCTGGCGG

TCTATTTTTT
TGGCGCTTTT
CCACCAAAGC
TAGCAAGCAG
ACATCTTGTT
CCTGCTTTGA
GTCATCGCTC
ACTTAAGTARA
TACTCAAGTA
CAAGTTTAAG
CGTGAGGTTG

XX

GAAATAAACC
AAGTCCTGAT
TCCTGATTAT
GTGACAGACT
GGAGTGTGTT
TAATTTCCAT
TAAAACCTGA
CTGTCTGTCT

AGACAGACAG
AGCAGAATTA
GTCTGTCTGT
GATTGACGAC
GAGGGAGTTC
TCAACCCCAC
GATTCAACCC
CAGACACGTT
CAGAGTAGAG
CTAAGTATGT
AAATATTCCA
GAACTTGTTT
GTCCCTGGAA
TCAGGTGATA
TTCTTTACAT
CACAGACACA
CACACACACA
CACGCACACA
CACACACGCA
ACGAGGCTCT
CAGAGGTCTA
AGAGCCGAGG
AACACTGGGG
CTGGGGTACA
GGTACAACAG
CAACAGGGTA
AGGGGAAACA
AAGGGGAAAC
CCTGGTTAAG
TATATATATA
CGTTTGTATT
CGTCACCTCT
GAGAGCTGAG
TTTGCCGAAC
CATGAGTCTT
AAGGAGCAGC
CCAGTCAGGT

GTAGGTAA
AGACTTATTG
TTCGACGTTC
CCTCTGGGAA
ATATTGTTGC
AAATAAAATG
CAGCTCGATG
CGAGGACGGA
AAATACTATT
AAAAGTACTT
AAGTTACAGT
TGTGTGTGTG



7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8551
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
93801
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621

AGGCAGGCAG
TGAGAGAGAC
TATGCACATT
GGAGTCTGGA
CCCCCCATTG
CCGTTGCTAT
CTGGGTGAGA
GCATGTICTGG
TCACAGGAAG
CAGACCTGAG
GAGAAGAGAA
CTGTAAGCAG
CATTTGCAGA
TCCGCCTCTG
TGGAATGTTA
GACGGTCAGC
AAGACAGATT
AGAGTCTGAC

GGTGAGTAGT
GTCCACACAG
ACCAATCACA
AATAGTCTCA
TCGTTCAACA
CAGAGATCTG

CTGGAAGTGG
CACCGTICTAC
CAGGTTACAC

GTCA
GCAGGCAGAC
AGACAGACAA
AATGCGACAT
TGTAGAGAGT
TTGAACCCAA
GGCAGCGTTA
AAACATATGG
GACATGGATG
TCCCCCGGCA
CCAGTTCTAT
TAGCACCCTA
CAATGCATTC
AAGTTGAATC
GAAAACTGAA
TGAGAAAATA
CTCTGGACAA
CAGCTACAGA
GTTTAGTTTC

CTCTCACGTC
CATTCCTGGA
ATCATTGTGG
GGAAGGAACT
GAAAACTCCG
AGGAGCAGTT

GG
AACGTTGTGG
CAGCTCAGAC
AGCGTGTACC

GACATCCTGC
AGGCAGAAAC
ACATTGTCCC
AAAGACCGTA
GATAGACGTC
AGTTACGCCC
CCTTATCCTT
TCTCCGGGGA
CACCCAGATG
GTCTAAAACT
AAGGATTGGT
AAATGTAAAT
TGGGAGCGTC
CATGCTACTT
CATCTTTCAG
GTTGGAATAT
CTCCTGAACA
TTAATTCTCT
CGAACGCTGC

GTGAGACA
CAGACCTTCC
TGGGAGTAAA
GCGGGGCTAA
TGTTTTGGTG
ATTGGACAGA
AACCATAGTC
GACGGACATC
ATATAGACTA
AGCAACTTGT
ACGTGACGTC

GCCTTTTTTT
AAATTGCGAC
GTGCTTTTTT
CGAACTGAAA

GTGATTGTITA
GTATTCTCTG
GTGGATTTTT
GAGGATCTCC

CAGCCCAAAT
TTGTCCTGCC
TCATCGTGTT
TCGGCGGAGG

CTTCTGTTGC
CAACATTTCA
CTCTATCTCA.

GICTGCCGCC
ACTTCTGCGT
TGGGCTGCAG
GGGCCGGGAT
GTTTATAARAA
TTAATAAGGA
CTGTCGAGAG
TTAGGGTTAG
CTTTATTATA
ATTCTGGTAC
GCGTCTGTAT
TACCACGGCA
TTTGTTGATT

AATATARATA
TGTGTGTATA
TGTATGTGTG
TATATATATA
TATATATGTG
ATATGTATAT

AGGTTCCTGA
TTCTATTTTT
GTTCCGCGAT
CGCTCGCTCC
CGGAGAATAC
CCGCGTCTTC
ACGGCGGCGT
GTTCCAACCG
TCATCTTCAT
ATGATGTTTT
CAGAGTGGAG
GAATCAGCAG
TTTGATCAAA
CCAAAGTTTA
TAATAGTCTG
AATATCGCCA
TGTTCCAG

TATATATATA
TATATATATA
TGTGTATATA
TATATATATA
TGTATATGTG
ATATATGTGT

TGAGGTACGG
TATCTGTGAC

GAGACTTTCA

——————

TCCGA c
GCAGGCAGAG
ATAAACCAGA
CTTCTCTAAA
AAAGCTGATT
ACGGTCAGAT
ATATGAGATA
CTGCACCATC
ATTATCAAGT
GATCATGGAA
CATTGTATCT

—

GTGAGC
TATATGTATA
TGTGTATATG
TATATATATA
TGTGTGTGTA
TATATATATA
ATATATGTAT

AAGCAGTGGT
ATCAGAGAGA
ATGAGGGAGA
AATAGAAACA
ATGACAATGG
TTGGCTGTITG
CCARAACAAC
GTAAACTCCC
GAAAGAGAGA
AGAACAGCAG
AGATGAATCT
AGTGACCCAT
ACGGTGAGGG
TATGCTAATG
AATAARMAGTC
TTTTCGCAARA
TCTTGTAAAT
CTAGAACTGT
AG

CGTGCACACG
TCCACAGCGC
ACGTGCTCTG
GCTCCGGACG
GAACATGTGG
TAGTCTAGCT
CTCACAAATC
CGGTGGATCT
CAGAGTGAGA
ACTGTTCAGT
TACGTCCAGG
GCCTTAGTTT
TAACAGACGA
TTTGCGATGT
TAAAGAGCTC
CCATCTTCCT
ATATTCAGTC

GCCCAGATTT
AAATCTCACA
TGTACTTTCA
GTGTTTGTTT
TTCACTCATT
TTCTGCGATA
TAGTGGACTG
GCAATTTATA
GAAGATAAAA
GTTTCCTARA

TGCTCATCTA
TGTATATATA
TATGTGTGTG
TATATATATA
TATGTGTATA
TGTGTATATG
ATATATATGT

GGACAGACAG
CAGACAGGGA
TTAGTTTCCA
TATTTACATG
TGAGGGCAAG
CACAAATTAA
AGCTCCAGCA
CAGAGCTAGG
GGAGAGAGGA
AACTAAGAGC
GATGACTATG
TCTGGATACC
GCATTGAGTT
AGGGGCATCC
TGAATATTTT
AAGTGAGAAT
GACCGTTGTG
TTTCCTAAAG
TGGACCAACC

GITGGGTTCG
TGCGGAGGAG
GTTTATTGGC
GAGCCACGGT
ACGTTCAARA
AGCTGTCTGG

XX1

AGAGACAGAG
GACAGTAACA
CAGTCGGTTT
GCAGCGGTGA
GCGTGTGTTC
ACATCTACTA
TCCTAARACTG
TTAGTGACAA
GCTCAGTGTG
TGGTCCAAGG
AAGACAAGCA
GCCATTGTCT
TCCCGCTCCT
AGCTCGACTC
AACAAATTGT
ATTTTGACTT
GATCTACATG
TGAATGTGAG
CTCAGTTTGT

CCGTCTACGG
GGTCTGICTA
ATTTCTTTAA
GCCTCTGCTA
GIGGITTTAG
ATTTACCCTG

CACCAGAGGT
TCCACGCGGC
CACATGCACA
CCGGGCTGTT
CGTCCCTACA
GTGGCAGCTT
ATTGAAACCC
TTTTGTGGCT
TTTGTTAACT
GCAGCTCACA
TCCAGTICTCA

GGAGGTGTGC

| Elicecac

TCAGTAAGTC
CAGGGTTGAG
GCCTTTTGAT
TAAAAACTGG
CTGCAGAGAG
AACACTATAT
CATTGCAAAA
AMAGAGCAAC
TAATAAAAGA
GATGGATATC
ATAAACCTGT

TTGTACATTA
TATATATGTG
TATATATATA
TATATATATA
TATATGTGTG
TGTATATATA
GTATATATGT

TAG,

CGGAGCAATC
AGGTTGGGTT
GGAGTTGCTT
GGATTTCGAT
TTGTAAAAARA
AAGCTCCTTG
TTTTCCTGAG
CTCGTTCTTT
GTTTGTTGCT
CCTCGTGTCT

AGCCGCTTCT
AAGAACGGAG
AGATTCCAAC
GGTTAAATGG
CACAGGCACT
ATATAATGTT
ATGGACGACC
ATATAAACTA
TCTAATATAT
TGATTGTAGT
TCGATACCTG
TATACAGTGT
GGAGGGACGA

CACATTTATA
TATATGTATG
TATGTGTATA
TATATATATA
TATATGTGTA
TATGTCGTAT
GTATATA

Il manque environ 230pb (impossibles & séquencer) dans 1’intron 14-15.



10678
10738
10798
10858
10918
10978
11038
11098
11158
11218
11278
11338
11398
11458
11518
11578
11638
11798
11758
11818
11878
11938
12998
12058
12148
12178
12238
12298
12358
12448
12478
12538
12598
12758
12818
12878
12938
13998
13058
13118
13178
13238
13298
13358
13418
13478
13538
13598
13658
13718
13778
13838
13898
13958
14018
14078
14138

TGTGIGIGTG
TATATATATA
TATGTGIGTA
TATATATATA
TGTATATATA
TATATGTATA
TATATATGTA
TATATATATA
GCAGGACTGT
ACGTGAGAAA
TTATCGATGT
TTTGACGCTT
TCGGTGTGAA
TTTCTGCAG

ATTAACGGAG
ATGGGTAAAT
AACTGGGTCT

TATATATATA
TATATATGTG
TATGTGTATA
TGTGTATATA
GATGTATATA
TATATATATA
TGTATGTGTA
TATATATATA
GAGATTTCCT
CAAGACTTTT
TTGATGCTTT
TTCCGCCATA
CACTGTGTGT

GTATCC
AAATAACTGT
AATGTGTGTG
GCTGGAGTTC

TCAGATCCAG
TAAGCAACAA
TAGGGTCTCT
CTGTGTCTICT
GTTTCTTTGT
TCCACAGAGA
AGACCCCCCC
TTTCAGTCTG
CACCGTCGAC
GTCCACACAG
CACGCAGTTC
CGCAGTTCAA
CAGTTCAAAT
GTTCAAATAC
TGGGTAAGCT

AACCTGGTTT
CTTCCTGTAG
GACTGTGTCT
GACTGTCTCT
GGCAGAGTGT
TGAGGATGGC
CCCCCCGAGC
AACAACGCGC
TTCGACAACT
TCCTCCCACT
AAATACCACA
ATACCACATT
ACCACATTAT
CACATTATAT
CTGGTTACAC

ATATTTTTTG
ATTTTTTCAC
TTACTTTTTT
CTCTTTATCT

ATGAAACATG
CTCACACAAC
GTGTCTGTGC
GGAAGAAAGT
AGAATGTTCA
AAAACCATCT
ACAAAACTTC
GGTTCACATG
ATATTTATTA
GCCGTGGGCA
CGATCGTATA
TCCGTGTCGT
ACAAATACCC
AACCACGGTG
CTCTGCTGTG
ATGATAATAA
GTTGATTATT
GGGTTAAAGA

AATACTTTCA
CGTTTCAAAG
CAACATTTTT
TCATGATGAT

TTCTCTGTGA
TCTGTACAGA
TGCGTTICTGG
GACAAGAGCA
GAAAACGTTG
TAAAAGTAGC
TGACCAATAG
GATGTCTCGC
TTATTATTAT
TTCAACAGGC
TCACATCACT
TCAGAACTGG
AGGAAGAATC
ATTTTGGGGT
GCTTATTATT
CCTATAATTT

AATCATGAAG
GGGCTGGAAC

TATATATATA
TGTGTATATG
TATATATGTG
TGTATATATA
TGTATATATA
TGTATGTATG
TATATATGTA
TATATATGTG
CCTACGAGCT
CTGCATTTTC
ATCCGACAGT
TTTGCCCCTT
GTGTGTGTGT

TTTCATTGAA
AGTTCAGGTIG
TGAACTTCCT
AAAGTGCTGT
CTGTTTCTCT
AAGCTCCTCA
CTGACTGTCT
GTGTCTCTGA
TTACCGTCAG
TGTGGAGGAA
CTCCCCGAGA
TGCATCAGAT
TTGTGGGCTG
CAGAGCGCTT
TTATATTCAC
ATATTCACAC
ATTCACAAGC
TCACACTCAG
GTCTGCACAT
AAGGTTTITTG
GTTTTAGTTT
ATCGCTCATT
GATGATGATA

GGAAGCGTTG
TTCATGTCAA
ACACTCGACA
GCAAACACCT
AAAAAAAGTG
ACAAAAAAAMA
GACGAGTGAA
AGAAGCGTCT
TATTATTATT
GGGCAGGAAG
ACGTGAGTTT
ACTAAATGGA
CTCTAAACTG
TACACAGACC
TAACTCAAAC
CTCCTGCAGT
ETGAGATATA
GAGAGCGATA
AGTGTTGTTA

TATATATATA
TGTATATATA
TATATGTGTA
TATGTGTATA
TATGTATATA
TGTATATATA
TGTATGTATA
TGTGTGTGTG
GCAGAAGATC

TATATATATA
TGTGTGTATA
TATATATATG
TATGTGTATA
TATGTGTATA
GATATATATA
TGTATGTATG
TGTGCGTGCG
CTCAACAGAG

AGTGATTTTG
TTTGACGTTT
TTCTCAGTGT
GTGTGTGTGA

ATAATCTCCT
ATAAACCAGA
GAACGTGTCT
GGACCAAAAT
TAAAGTTTCT
TAACAGCATT
CTGTGTCTCT
CTGTICTCTGA
AAGGACGTGG
GCTGAETAARA
GAGAAACTGT
CCTGGTGGCT
TCTGGTTCGC
ACACGCAGTT
ACGCAGTTCA
GCAGTTCARA
AGTTCAAATA
ACACCTTCTC
GCTCCGTAGC
TAGAGTTTTT

TCACTTTTGT
GTTTGCCAGT
TTTTGATGCA
ACAGTGTATC

GACGTGTTAT
GACAGCTGCC
GCAGAAAGAT
CGAGAGCTAC
CAACATCCTT
GTCTCTGACT
GACTGTGTICT
GTCTCTGACT
ATAATTCAGG
CCACTTCACC
CTGTCTGTCT
CGGTACAGCG
CTGGAGACCA
CAAATGCCAC
AATACCACAT
TACCACATTA
CCACATTATA
CGGTTTCTARA
TTCTATTGTC
TTATGCTGTT

TAAGTTTTTC
GATCATTGAA
ATAATGATGA

AGAGCAGATC
TTTAAAGTTG
CACATCTGAC
CGGAARAAGA
AGTCGGAGAC
CCCAGTAAAA
TGTTCTTGTG
CTCCATTATT
ATTATTATTA
TGTAGAAGCC
AACAACTCAA
AGAAACCATT
GCGTGTGACG
GAGACAGAGA
TTTTCATTGC
GGCTGAACGT
GTCCGGGTGC
TTTTATTACT
TAT

TTGTTTTTTC
CTTTCTGCTG
TGTTGTTTCC

ATCAGGACAG
TTCCCCGGTA
CAATAAGCAA
GACAAATGTC
AAAACTTAGA
AACTAAAGTC
TGGTTTGTAG
TTATTTATAT
TTATTATTAT
AGAACATCCG
ACACAGACAC
TAACTCTGTA
CACGGCGGCC
TGATTTAATG
TCTTTTTTTA
GTCCATGCTG
TGACTGAAGA
AAATGTTCCG

XXt

TATATATATA
TGTGTATATA
TGTATATATG
TATATATGTG
TATAGATATA
TGTATATATA
TATGTATATA
TCTCTGTGCT
TGGTGACCAA
TTTTGAATGT
TTTTGCTGCT
GGTGTATTTT
TGTGTGTGTG

AGATCAGATG
CCACTGGCTG
GGCAGCGGTA
CTGGTGAGTC
GTCTCTGAAA
TCCAGCAGTC
CTGACTGTCT
GTGTGACTGT
GACGATGAGC
TCACAGCCTC
GTGTTTCAGG
AACAAGATCT
TGTTCAGTGA
ATTATATTCA
TATATTCACA
TATTCACACG
TTCACACGCA
ACTCTGATAA
GACGCTTTAC
TTTTTTAATG
CACGTTTTTG
TGACTGACTT
TCTCCACAG
GT
AGCTGCAGAT
ATTCCAGCTG
TCAAACACGC
AAAAGTCACA
AAGAAGTGAC
TCAAAAAGCG
TAATTCATTT
ATATATATAT
TTCTGGCTGA
GTCAGACTCC
TAATCTGTGA
GACCAGAAGC
GACAGAACCA
TGATGAGATT
GTTTTAGTTT
TGAGGATCCA
TTGTTTACAT
TTACATACCG



XXiii

Légende :

exon 1 exon 4 exon 5 exon € exon 8
exon 11 exon 12 exon 13 exon 15 exon 17 exon 18

exon 19 exon 21

Calp2Fr: 57 37

Calp2Bk: 5 3’

GW INT1: 5! 3!

GW INT2: 5°' 3!

GH INT4: 5 * ACGCCAACACAGAGACAGAGGAAG:

GW INTS: 5'GTCAGCCTGTTTCTCGGAGAAGACS'

GW INT6: LM CTGGACCAACCCTCAGTTTGTGATEN

GSP1l: 57 y 37

GSP4: 5’ AAGACGI C “GATCAG 137

Ex0fw : 5'CCCGTTCCAGACTCTTTACTCCATAS!

Ex15fw: 5!'CCTACGAGCTGCAGAAGATCCTCAAS '

Ex16fw: 51 : '

Ex17bk: 5 ' PMTGAACTCCAGCAGACCCAGTTTACS '

Ex21+bk : 5! 3!

T11(10-11)bkl: 5'TTACCTCCGCCGAGGAGATCCTCTTTCAGT 3!

T11(10-11)bk2: 5'AGACGTCACGTGGTACACGCTGTGTAACCT3!

T13(10): L 31

T13(10-11): 5'GCTGTCTGGATTTACCCTGCAGAGATCTGAS




XX1v

Séquence de P’ARNm de calpain de walleye :

bankit735333

ATGTCGGGCATCGCCGCCACCCTGCAGCGCCGCCGEGAGAAGGAGCAGGGCATCGGCTCGTGCAGCCAGGCGGTGA
AGTACCTGAACCAGGACTACGAGGCTCTGCGGCGGCGCTGCCTCGAGTCCGARMAGCCTCTTTARGGACGACGCGTT
CCCGGCGGAGACCTCTTCTCTGGGCTTCAAAGAGCTGGGCGTTGGCTCCTACAAGATCCGCGGGGTTTCCTGGGAG
AGACCGACG

TTCTGGCAGTTTGGGGAGTGGGTGGAC
GTGGTGATTGACGACCGCCTGCCGGTTAAAGATGGAGAGTTGCTGTTCGTCCACTCGGCCGAGGGGAGGGAGTTCT
GGAGCGCTCTGCTGGAGAAAGCCTACGCCAAGTTGAACGGCTGTTACGAGGCTCTGTCTGGAGGATCCACCACTGA
GGGGTTCGAGGATTTCACCGGAGGAATCGCAGAGGTCTACGAGCTCAAACAACCCGATGCTCGGCTGTTCCACATC
ATCCAGAAAGCTCAGAGCCGAGGCTCACTGATGGGCTGCTCCATAGACATCACGAGCTCGTCTGAGTCGGAGGCCG
TCACCTCTCAGAAGCTGGTGAAAGGCCACGCCTACTCTGTGACCGGCACAGCTCAG

CTCGATGCAG
TGGCGTCGGATCAGCTCCGAGGACCGCGAGCGTCTGAGTCATCGCTCCGAGBGACGGAGAGTTCTG

CTGGACCAACCCTCAGTTTGTGAT

GTTCCTGATGAGTTCCGCGAT
GCTCGCTCCGAGACTTTCATCAACCTGAGGGAGGTGTGCAGCCGCTTCTGTCTGCCGCCCGGAG
AATAC CGCACAAGAACGGAGACTTCTGCGTCCGCGTCTTCTCCGAGAMACA
GGCTGACTTTCAAGAGATGGACGACCCTGTCGAGAGCAGAGTGGAGACG
' GACTGTGAGATTTCCTCCTACGAGCTGCAGAAGATCC
TCAACAGAGTGGTGACCAAAC
AAAGATGGCAGCGGTAAACTGGGTCTGCTIGEAGTTCARAGTGCTGTGGACCAAAATCGAGAGCTAC
CTGAGTGTTTACCGTCAGAAGGACGTGGATAATTCAGGGACGATGAGCTCCACAGAGATGAGGATGECTGTGGAGG
AAGCTGGTTTCAGTCTGAACAACGCGCTGCATCAGATCCTGGTGGCTCGGTACAGCGAACAAGATCTCACCGTCGA
CTTCGACAACTTTGTGGGCTGTCTGGTTCGCCTGGAGACCATGTTCA
TGGCTGAACGTGTCCATGCTGTGAGGATCCAGARAC 2 “GGA’
TATAGTCCGGGTGCTGACTGAAGATTGTTTACATGTTGATTATTAATCATGAAGGAGAGCGATAT
TTTATTACTAAATGTTCCGTTACATACCGGGGTTARAGAGGGCTGGAACAGTGTTGTTATATARAAAARAAAAAAAA
AAARA

Légende :
exon 1 exon 4 exon 5 exon 6 exon 8
exon 11 exon 12 exon 13 exon 15 - exon 17 exon 18
exon 19 axon 21
Calp2Fr: 5’ §37
Calp2Bk: 5/ 37
GW INT1: 5! 3!
GW INT2: 5°' 3!

GW INT5: 5'GTCAGCCTGTTTCTCGGAGAAGACSI'

GW INT6: 5'[shieleiNeolof:V:-Xololokor Xchwneder . uy3
GSP1: 57 37

GSP4: 57 AAGACGATGTGGACGATCAGTTCAG3’
Ex15fw:  5'CCTACGAGCTGCAGAAGATCCTCAA3'
Ex16fw: 5' 3!
Ex17bk:  5'TTGAACTCCAGCAGACCCAGTTTACS'
Ex21+bk : 5 CICAGCHCIGATCCGGTCTGGTS '

T13(10): 5°' 3




Séquence de la cytokératine du doré :

Code d'accession NCBI : AY129690

1
61
121
is1
241
301

atccgteagt
gccaccattg
tatctgtcta
gagctagcca
gagctgacac
atctacctaa
cagatcaatg
atgcgtgaac
caaacaaagt

ctgecgttetg
aggctggaga

tcatggagag
ctgatctgeca
ttgacaatgc
tgcgteoaatc
tggccagatc
aaaagaacca
tggaggtgga
agtatgagag
cagagtcact
aaatcaacga

d gcatgaaagc

tccaaggcect
acatggaacg
tggagattgc

taagtcctcc
tggaaagatc
aaaactggca
agtggaggca
agacctggag
cgaggaggaa
tgcaaaacaa
tgtggctaac
gaacaaggaa
aatccgacgce
gtcecctggaa
ccagaggcag
ccagagccaa
agagtacaag

51 AGAATGAGCTAGCCATGCGTCAATS /

5l

ccctetgecce
caggatgcca
gcagatgact
gatatcgecg
atgcagatag
ttggcatcca
cagccagacc
aagaaccaga
gtggcagtca
acactccaag
ggcactttag
gtgacgtccc
gaatacaaaa
atgctgctgg

gtgactactc
ctcgtaacaa
tcagaaccga
gtctaaagag
aaggcctcaa
tgagatctca
tgggcagcat
aagaacttga
gcacagaaac
gcctg
ctgagacaga
tggaagaaca
tgctgctcga
aca

XXiv

acattttgag
tggaggcatc
gtatgagaat
actgttggat
ggaggagctyg
gatgactgga
catggctgaa
agcttggttc
tctccaaacg
FOAdCEACRAY
gtcacggtat
actgatgcac
catcaagaca




ANNEXE I

DETAILS DES INSERTIONS DU WDSV DANS LE

GENE CALPAIN



XXvii

séquence du géne calpain de doré de l’exon 9 a l’exon 12

GTCAGACATCCTGCAAGCAGTGGTGGACAGACAGAGAGACAGAGAGGCAGGCAGGCAGGCAGACAGG
CAGAAACATCAGAGAGACAGACAGGGAGACAGTAACATGAGAGAGACAGACAGACAAACATTGITCCCATGAGGGA
GATTAGTTTCCACAGICGGTTTTATGCACATTAATGCGACATAAAGACCGTAAATAGAAACATATTTACATGGCAG
CGGTGAGGAGTCTGGATGTAGAGAGTGATAGACGTCATGACAATGGTGAGGGCAAGGCGTGTGTTCCCCCCCATTG
TTGAACCCAAAGTTACGCCCTTGGCTGTTGCACAAATTAAACATCTACTACCGTTGCTATGGCAGCGTTACCTTAT
CCTTCCAAAACAACAGCTCCAGCATCCTAAACTGCTGGGTGAGAAAACATATGGTCTCCGGGGAGTAAACTCCCCA
GAGCTAGGTTAGTGACAAGCATGTCTGGGACATGGATGCACCCAGATGGAAAGAGAGAGGAGAGAGGAGCTCAGTG
TGTCACAGGAAGTCCCCCGGCAGTCTAAAACTAGAACAGCAGAACTAAGAGCT GGTCCAAGGCAGACCTGAGCCAG
TTCTATAAGGATTGGTAGATGAATCTGATGACTATGAAGACAAGCAGAGAAGAGAATAGCACCCTAARAATGTARAAT
AGTGACCCATTCTGGATACCGCCATTGTCTCTGTAAGCAGCAATGCATTCTGGGAGCGTCACGGTGAGGGGCATTG
AGTTTCCCGCTCCTCATTTGCAGAAAGTTGAATCCATGCTACTTTATGCTAAT GAGGGGCATCCAGCTCGACTCTC
CGCCTCTGGAARACTGAACATCTTTCAGAATAAAAGTCTGAATATTTTAACAAATTGTTGGAATGTTATGAGAAAA
TAGTTGGAATATTTTTCGCAAAAAGTGAGAATATTTTGACTTGACGGTCAGCCTCTGGACAACTCCTGAACATCTT
GTAAATGACCGTTGTGGATCTACATGAAGACAGATTCAGCTACAGATTAATTCTCTCTAGAACTGTTTTCCTAAAG
TGAATGTGAGAGAGTCTGACGTTTAGTTTCCGAACGCTGCAG

GTGAGACACGTGCACA
CGGTTGGGTTCGCCGTCTACGGGGTGAGTAGTCTCTHCACGTCCAGACCTTCCTCCACAGCGCTGCGGAGGAGGGT
CTGTCTAGTCCACACAGCATTCCTGGATGGGAGTAAAACGTGCTCTGGTTTATTGGCATTTCTTTAAACCAATCAC
AATCATTGT GGGCGGGGCTAAGCTCCGGACGGAGCCACGGTGCCTCTGCTAAATAGTCTCAGGAAGGAACTTGTTT
TGGTGGAACATGTGGACGTTCAAAAGTGGTTTTAGTCGTTCAACAGAAAACTCCGATTGIGACAGATAGTCTAGCT
AGCTGTCTGGATTTACCCTGCAGAGATCTGAGGAGCAGTTAACCATAGTCCTCACAAATCCACCAGAGGTTAGAAC
GCCAACACAGAGACAGAGGAAGGGGACGGACATCCGGTGGATCTTCCACGCGGCCGGAGCAATCCTGGAAGTGGAA
CGTTGTGGATATAGACTACAGAGTGAGACACATGCACAAGGTTGGGTTCACCGTCTACCAGCTCAGACAGCAACTT
GTACTGTTCAGTCCGGGCTGTTGGAGTTGCTTCAGGTTACACAGCGTGTACCACGTGACGTCTACGTCCAGGCGTC
CCTACAGGATTTCGATGCCTTTTTTTGTGATTGTTACAGCCCAAATGCCTTAGTTTGTGGCAGCTTTTGTAAAARA
ABATTGCGACGTATTCTCTGTTGTCCTGCCTAACAGACGAATTGAAACCCAAGCTCCTTGGTGCTTTTTTGTGGAT
TTTTTCATCGTGTTTTTGCGATGTTTTTGTGGCTTTTTCCTGAGCGAACTGAAAGAGGATCTCCTCGGCGGAGGTA
AAGAGCTCTTTGTTAACTCTCGTTCTTTCTTCT | GTTGCAGGTTCCTGATGAGGTACGGCCATCTTCCTGCAGCTC
ACAGTTTGTTGCTCAACIATTTCATTCTATTTTTTATCTGTGACATATTCAGTCTCCAGTCTCACCTCGTGTCTCT
CTATCTCAGTTCCGCGATCAGAGGAACGTCCACCTGAATAAGAACTACTTCCTGCGTCATGCCTCAGCCGCTCGCT
CCGAGACTTTCATCAACCTGAGGGAGGTGTGCAGCCGCTTCTGTCTGCCGCCCGGAGAATACCTGATCGTCCCGTC
TACCTTCGAACCGCACAAGAACGGAGACTTCTGCGTCCGCGTCTTCTCCGAGAAACAGGCTGACTTTCA

séquence du géne calpain de doré : exon 14 et partie 5’ de 1’intron 14-15

GTGAGCTGCT
CATCTATTGTACATTACACATTTATAAATATAAATATATATATATATATATGTATATGTATATATATATATATGTG
TATATGTATGTGTGTGTATATATAT'ATATATGTGTATATGTATGTGTGTGTATATATATATATGTGTATATGTAT
GTGTGTGTGTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAT
GTGTGTGTATATGTGTATATATATGTGTGTATATGTGTATATATATGTGTGTATATGTGTATATATATATGTGTAT
ATGTGTATATATATATGTCGTATATATGTATATATATATGTGTATATATGTATATATATATGTGTATATATGTGTA
TATA



XXVviil

s

séquence du géne calpain de doré de l’exon 19 a l’exon 20

GTTTCAGTCTGAACAACGCGCTGCATCAGATCCTGGTGBCTCGGTACAGCGAACAAGATCTCACCGTCGACTTCGA
CAACTTTGTGGGCTGTCTGETTCGCCTGGAGACCATGTTCAGTGAGTCCACACAGTCCTCCCACTCAGAGCGCTTA
CACGCAGTTCAAATGCCACATTATATTCACACGCAGTTCAAATACCACATTATATTCACACGCAGTTCAAATACCA
CATTATATTCACACGCAGTTCAAATACCACATTATATTCACACGCAGTTCAAATACCACATTATATTCACACGCAG
TTCAAATACCACATTATATTCACAAGCAGTTCAAATACCACATTATATTCACACGCAGTTCARATACCACATTATA
TTCACACTCAGACACCTTCTCCGGTTTCTAAACTCTGATAATGGGTAAGCTCTGGTITACACGTCTGCACATGCTCC
GTAGCTTCTATTGTCGACGCTTTACATATTTTTTGAATACT TTCAAAGGTTTTTGTAGAGTTTTTTTATGCTGTTT
TTTTTAATGATTTTTTCACCGTTTCAAAGGTTTTAGT TTTAAGTTTTTCTTGTTTTTTCCACGTTTTTGTTACTTT
TTTCAACATTTTTATCGCTCATTGATCATTGAACTTTCTGCTGTGACTGACTTCTCTTTATCTTCATGATGATGAT
GATGATIAATAATGATGATGTTGTTTCCTCTCCACAG

Légende :
exon 11 exon 12 exon 19
Insertion T11l 203 (sens fw) Insertion T23 840/980 (sens fw)
Insertion T1ll 280 (sens fw) Insertion T23 1450 (sens rv)
Insertion T1ll 1750 (sens fw) Insertion T23 400 (sens fw)

| Insertion T13 610 (sens rv)



XXI1X

ll Insertion T11l 203 (sens fw)

[ACTCCCTCACAGTTGCTGIGGT GITGTGATICCTCTTCTGCAGAAGATAT TAATAAGGTGTATAACAGACAAATGT
GACTGGCCTGGGCTGCTTTCCTTTCTTCGAACATGGATATAAT TTAGATAAGT GAATTTGAATTAACACATHGCHA
GACCTTCCTCCAC[RGCGC

85% sur 26pb

I Insertion T1ll 280 (sens fw)

@CTCCCTCACAGTTGCTGTGGTGTTGTGATHCCTCTTCTGCAGAAGATATTAATAAAGTGTATAACAGACAAATGT
GACTGGCCTGGGCTGCTTTCCTTTCTTCGAACATGGATATAATTTAGATAAGTGAATTTGAATTAACAATTTCATT
CTATTTTTTATCTGTGACATATTCAGTCTCCAGTCTCACCTCGTGTCTCTCTATCTCAGTTCCGCGATCAGAGGAA
CGTCCACCTGAATAAGA&&TACTTCCTGCGTCATGCCTCAGq

100% sur 102pb

ll Insertion T11l 1750 (sens fw)

EACAGACAAATGTGACTGGCCTGGGCTGCTHTCCTTTCTTCGAACATGGATATAATTTAGATAAGTGAATTTGAAT
TAACATCCCATGAGGGAGATTAGTTTCCACAGTCGGTTTTATGCACATTAATGCGACATAAAGACCGTAAATAGAA
ACATATTTACATGGCAGCGGTGAGGAGTCTGGATGTAGAGAGTGATAGACGTCATGACAATGGTGAGGGCAAGGCG
TGTGTTCCCCCCCATTGTTGAACCCAAAGTTACGCCCTTGGCTGTTGCACAAATTARACATCTACTACCGTTGCTA
TGGCAGCGTTACCTTATCCTTCCAAAACAACAGCTCCAGCATCCTARACTGCT GGGTGAGAAAARCATATGGTICTCC
GGGGAGTAAACTCCCCAGAGCTAGGTTAGT GACAAGCATGTCTGGGACATGGATGCACCCAGATGGAAAGAGAGAG
GAGAGAGGAGCTCAGTGTGTCACAGGAAGTCCCCCGGCAGT CTAAAACTAGAACAGCAGAACTAAGAGCTGGTCCA
AGGCAGACCTGAGCCAGTTCTATAAGGAT TGGTAGATGAATCTGATGACTATGAAGACA

100% sur 510pb

| Insertion T13 610 (sens rv)

[GCTGTCTGGATTTACCCTGCAGAGATCTGRGGAGCAGTTAACCATAGTCCTCACARAATCCACCAGAGGT TAGAACG
CCAACACAGAGACAGAGGAAGGGGACGGACATCCGGT GGATCTTCCACGCGGCCGGAGCAATCCT GGAAGT GGAAC
GTTGTGGATATAGACTACAGAGTGAGACACATGCACAAGGTTGGGTTCACCGTCTACCAGCTCAGACAGCARCTTG
TACTGTTCAGTCCGGGCTGTTGGAGTTGCTTCAGGTTACACAGCGTGTACCACGTGACGTCTACGTCCAGGCGTCC
CTACAGGABTTCGATGCCTTTTTTTGTGATTGT TACAGCCCAAAT GCCTTAGT TTGT GGCAGCTTTTGTAAARAAA
AATTGCGACGTATTCTCTGTTGTCCTGCCTAACAGACGAAT TGAAACCCARGCTCCTTGGT GCTTTTTTGTGGATT
PTTTCATCGTGTTTTTGCGATGTTTTTGTGGCTTTTTCCTGAGCGAACT GAAAGAGGATCT CCTCGGCGGAGGTAA
AGAGCTCTTTGTTAACTCTCGTTCTTTCTTCTTGTTAATTCAAATTCACTTATCTAAATTATATCCATGTTCGAAG
AAAGGAAAGCAGCCCAGGCCAGTICACATTTGTCTGTT,

100% sur 534pb

Légende :

exon 12

: amorces

en gris : séquence du LTR

en 1 : différences avec la séquence de calpain
(un x correspond & une délétion)




XXX

l Insertion T23 1450 (sens rv)

GACAACTTTGHGGCTGTTEGTTCGCCTGGAGACCATGTTCAGTGAGTCCACACAGT CCTCCCACTCAGAGCGCTR
ACACGCAGTTCAAATGCCACATTATATTCACACGCAGTTCAAATECCACATTATATTCACAHGCAGTTCARATACC
ACATTATATTCACACGCAGTTCAAATACCACATTATATTCACACGCAGTTCARATACCACATTATATTCACAHGCA
GTTCAAATACCACATTATATTCACAAGCAGTTCAAATACCACATTATATTCACAHGCAGTTCAAATACCACATTAT
ATTCACACTCAGACACCTTCTCHGGTTTCTAAACTCTGATAATGGGTAAGCTCTGGT TACACGTCTGCACATGCTC
CGTAGCTTCTATTGTCGACGCTTTACATATTTTTTGAATACTTTCAAAGGTTTTTGTAGAGT TTTTTTATGCTGTT
TTTTTTAATGATTTTTTCACCGTTTCARAGGTTTTAGTTTTAAGT TTTTCTTGTTTTTTCCACGT TTTTGTTACTT
TTTTCAACATTTTTATCGCTCATTGATCATTGAACTTTCTGCTGTGACTGACTTCTCTTTATCTTCATGATGATGA
TGATGATTGTTAATTCAAATTCHCHTATCTAAATTATATCCEATGTTCGAARGARARIGAAR GCAGCCCAGGCCAGT]
[CACATTTGTCTGTT]

99% d’'homologie sur 539pb

l Insertion T23 400 (sens fw)

| GTGAGCTGCTCATCTATTGTACA
TTACACATTTATAAATATRNATATATATATETATATATGTATAT GRERMTATATATATATGTGTATATGTARRIGT
GTGTATATATATATATGAGAAACTAATTTTTGTTATTTTATTATGTTCTTATATTCGCTTAGCTATTCT TAAATTG
TTAGTAAGGTGACATATGCATTTCTTCTGATACATGCTTTTTCTATGTTGTGT TAAACTATGTTATGTAACCGGTT
ACTGCCAGACGCTGTATACTGACTCATATGTAACCGTAAAGGCCTATAAAAAGATACGCTGATCCCAGATCAGCAT
GGTGCICAGATGCTAGTAGACGCTAARCCACATATAR

94% d’'homologie sur 133pb

[ Insertion T23 840 (sens fw)

[AACAGACAAATGT GACTGGCCTGGGCTGCTIITCCTTTCTTCGAACATGGATATAATT TAGATAAGTGART TTGAAT
TAACAGACAGATAGTCTAGCTAGCT GTCTGGATTTACCCTGCAGAGATCTGAGGAGCAGTTAACCATAGTCCTCAC
AAATCCACCAGAGGTTAGAACGCCAACACAGAGACAGAGGAAGGGGACGGACATCCGGTGGATCTTCCACGCGGCT
GGAGCAATCCTGGAAGT GGAACGTTGTGGATATAGACTACAGAGT GAGACACATGCACAAGGTTGGGTTCACCGTC
TACCAGCTCAGACAGCAACTTGTACTGTTCAGTCCGGGCTGTTGGAGTTGCTTCAGGTTACACAGCGTGTACCACG
TGACGTCTACGTCCAGGCGTCCCTACAGGATTTCGATGCCTTTTTTTGT GATTGTTACAGCCCAAATGCCTTAGTT
TGTGGCAGCTTTTGTHAAARAAAAATTGCGACGTATTCTCT GTTGTCCT GCCTAACAGACGAATTGAAACCCAAGC
TCCTTGGTGCTTTTTTGTGGATTTTTTCATCGT GTTTTTGCGATGTTTTTGTGGCTTTTTCCTGAGCGARCTGAAA
GAGGATCTCCTCGGCGGAGGTARAGAGCTCTTTGITAACTCTCGTTCTTTCTTCTGT TGCAGGTTCCTGATGAGGT
ACGGCCATCTTCCTGCAGCTCACAGTTTGTTGCTCAACATTTCATTCTATTTTTTATCTGTGACATATTCAGTCTC
CAGTCTCACCTCGTGTCTCTCTATCTCAGTTCCGCGATCAGAGGAACGTCCACCTGAATAAGAMCTACTTCCTGCG

CATGCCTCAGC

100% d’homologie sur 767bp

Légende :
exon 11 exon 12 exon 19
: amorces

: séquence du LTR

en gris

différences avec la séquence de calpain
{(un x correspond & une délétion)
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