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Nous avons analysé l'activité immortalisante de l'anugène grand T du virus du
polyome marin. Landgène grand T du virus du polyome est en mesure d'interagir
avec pRb in vitro et son activité immortalisante semble dépendre de sa capacité à lier
pRb par le biais d'une séquence contenue entre les acides aminés 141-146. Cette
région contient la séquence consensus de liaison à pRb (D/N-L-X-C-X-E) et est
homologue à la région conservée 2 de la protéine E1A d'adénovirus qui est non
seulement capable d'interagir avec pRb mais aussi avec la protéine pl 07 et pl 30.

Dans un premier temps, nous avons ciblé la région conservée 2 de l'antigène
grand T du virus du polyome. Nous avons démontré que la région conservée 2 de
l'antigène grand T du virus du polyome est nécessaire pour la liaison de pRb, pl 07
et pl 30 in vitro. Nous avons ensuite examiné la nature des interactions entre pRb,
pl 07 et la région conservée 2 de l'amigène grand T du virus du polyome marin et
corrélé la formation de complexes avec l'aaivité immortalisante de la protéine. Pour
ce faire, nous avons généré une série d'antigènes grand T mutants dans la région
conservée 2 en introduisant des mutations ponctuelles au coeur de la séquence
consensus de liaison à pRb et dans sa région C-terminale. Ces antigènes grand T
mutants nous ont permis de démontrer que chaque acide aminé conservé du coeur
de la séquence consensus de liaison à pRb (D/N-L-X-C-X-E) est absolument
nécessaire pour la liaison de pRb et de pl 07 in vitro. De plus, la substitution de
résidus non-conservés dans la région flanquant le coeur de la séquence de liaison à
pRb peut aussi influencer la liaison de pRb et de pl 07 à l'antigène grand T de
polyome in vitro. Les antigènes grand T mutants incapables de former des
complexes avec pRb à des niveaux significatifs in vitro, sont également incapables
d'immortaliser des cultures primaires de fibroblastes embryonnaires de rat in vivo.
Nos résultats suggèrent que la liaison de pl 07 nest pas nécessaire pour conférer à
l'antigène grand T de polyome l'habileté à immortaliser des cellules primaires de rat.
Nous avons donc pu démontrer qu'il y a une corrélation étroite entre la capacité de
l'antigène grand T de polyome à lier pRb in vitro et à immortaliser des cellules
embryonnaires de rat in vivo. Cependant le niveau absolu de liaison de pRb et de
pl 07 in vitro par l antigène grand T n'a aucune influence sur l'activité
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0 immortalisante de la protéine in vivo mais semble plutôt afFeaer les caractéristiques
de croissance des lignées cellulaires dérivées de ces transfections en leur permettant
d'atteindre de plus fortes densités de saturation.

Nous avons aussi démontré l'importance du motif de phosphorylation par
la CKII, flanquant la séquence consensus de liaison à pRb, dans l'activité
immortalisante de l'antigène grand T du virus du polyome. Ainsi, l'addition de
résidus acides dans ce motif vient doubler la fréquence d'immonalisation de la
molécule hybride. De plus, nous avons démontré que la région conservée 2 de
l'antigène grand T de SV40 peut remplacer la région conservée 2 de l'antigène grand
T du virus du polyome marin. La molécule hybride est en mesure d'immortaliser
des cellules embryonnaires de rat à une fréquence équivalente à l'antigène grand T
de polyome sauvage. La deletion des acides aminés correspondant à la position du
domaine de liaison à pRb chez l'antigène grand T de SV40 génère un antigène grand
T mutant qui est en mesure d'immortaliser des cellules embryonnaires de rat à une
fréquence deux fois plus élevée que l'anrigène grand T sauvage. Les lignées cellulaires
dérivées des transfections avec ces trois antigènes grand T mutants possèdent des
phénotypes particuliers. Ces lignées cellulaires sont toutes en mesure de former des
colonies en agar mou à une fréquence élevée.

L'ensemble de nos résultats révèle une corrélation intéressante entre la

capacité de lier les protéines pRb et pl 07 in vitro et l'activiré immortalisante de
l'antigène grand T de polyome in vivo. En efFet, les antigènes grand T mutants
capables de lier pRb à des niveaux équivalents ou supérieurs à la protéine sauvage et
dont la capacité de lier pl 07 est diminuée, démontrent tous une fréquence
d'immortalisation supérieure à l'anugène grand T sauvage. Ces observations nous
amènent à suggérer un modèle d'immortalisation cellulaire par l'anrigène grand T
de polyome où le rapport entre la quantité de pRb et de pl 07 lie par l'antigène
grand T du virus du polyome pourrait avoir un effet sur l'activité immortalisante de
la protéine.

u
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0 Dans la troisième partie de cette étude, nous avons examiné la contribution

du motif de doigt de zinc à l'activité immortalisante de l'antigène grand T de

polyome. Un fragment N-terminal de 219 acides aminés est en mesure

d'immonaliser des cellules embryonnaires de rat mais à une fréquence équivalente à

seulement 22% de l'antigène grand T sauvage. La formation de complexes de hauts

poids moléculaires, qui nécessite le motif de doigt de zinc, pourrait être importante

pour la pleine activité immortalisante de la protéine. Nous avons delete le motif de

doigt de zinc de l'antigène grand T de polyome et déterminé l'activité
immortalisante de la protéine in vivo. Nos résultats indiquent que la deletion du
motif de doigt de zinc ne diminue pas la capacité de l'andgène grand T mutant à
immortaliser des cellules embryonnaires de rat mais augmente plutôt sa fréquence
relative d'immortalisation. Le motif de doigt de zinc n'est donc pas nécessaire pour
l'immortalisation de cultures primaires de cellules embryonnaires de rat. Ces
résidtats suggèrent que d'autres domaines de la protéine sont néœssaires pour
conférer à l'antigène grand T de polyome sa pleine activité immortalisante.

0
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Il existe plusieurs évidences suggérant que le cancer se développe par un processus
impliquant plusieurs étapes. Ainsi l'analyse statistique de la fréquence de cancer en
fonction de l'âge chez les humains nous indique que cinq ou su événements
disunas sont nécessaires pour la formation d'une tumeur (Peto et at, 1975). La

nature séquentielle de la carcinogénèse est aussi suggérée par l'analyse d'échantillons
obtenus durant la progression tumorale. L'analyse moléculaire de œs échantillons
nous révèle que ces tumeurs sont généralement clonales à toutes les étapes, ce qui
suggère que la progression tumorale est due à un événement génétique rare dans une
seule cellule qui mène à l'étape suivante. Dans le modèle de progression tumorale le
plus connu, celui du cancer du côlon, on a pu définir une série d'étapes progressant
de l'hyperplasie au carcinome métastatique (Fearon et Vogelstein, 1990).

L'étude de cellules de rongeurs en culture nous indique que la
transformation cellulaire in vitro est un processus qui requiert au moins deux
événements distincts (Rassoulzadegan et ai, 1982) et coopératifs (Land et al.,
1983). Le premier événement, l'immonalisarion cellulaire, permet à la cellule
d échapper à la sénescence et d'acquérir un potentiel de croissance indéfinie in vitro.
Des événements additionnels, comme la coopération avec un deuxième oncogène,
amèneront la transformation cellulaire complète, ce qui permet à la cellule
d'acquérir des propriétés de croissance nettement tumorales ou néoplasiques. La
progression tumorale a souvent été caractérisée par des essais d'immonalisation et
de transformation in vitro. Ces études de complémentation in vitro ont mené à la
classification des oncogènes en deux catégories: les oncogènes immortalisants et les
oncogènes transformants (résumé parWeinberg 1985).

L'étude de souris trangéniques a aussi apporté plusieurs évidences suggérant
que la coopération entre oncogènes est un phénomène qui se produit aussi in vivo.
Les souris transgéniques exprimant un seul oncogène, sous le contrôle d'un
promoteur tissus-spécifîque ou ubiquitaire, démontrent généralement une
augmentation de l'inddence de cancer mais les tumeurs apparaissent normalement

à un âge avancé. Au contraire, quand deux lignées de souris transgéniques portant
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chacune un oncogène approprié sont croisées, l'apparition de mmeurs est souvent
accélérée. Ces études suggèrent deux choses. Premièrement, le développement de
tumeurs chez les souris porteuses d'un seul oncogène nécessite au moins un, et plus
probablement plusieurs événements génétiques additionnels. Deuxièmement, les
oncogènes exprimés dans les souris transgéniques de la première génération, FI,
sont en mesure de coopérer in vivo. Ainsi, les lignées de souris transgéniques
poneuses d'un seul oncogène nous fournissent un excellent modèle pour étudier la
progression tumorale parce qu'elles nous permettent d'identifier les événements
secondaires nécessaires à cette progression.

L'antigène grand T du virus du polyome marin est un oncogène
immortalisant (Asselin et Bastin, 1985; Rassoulzadegan et al., 1982;
Rassoulzadegan et al., 1983). On croit généralement que l'immorralisation
cellulaire est une étape importante de la carcinogénèse (Newbold, 1985). Cette
hypothèse découle des études sur le potentiel de replication limité observé chez les
fibroblastes humains en culture et des travaux avec des cellules primaires de rongeurs
qui ont démontré que l'immortalisation, ou rétablissement, est une étape essentielle
pour la transformation cellulaire. Puisque les événements mutationnels nécessaires à
la carcinogénèse sont "fixés" dans le génome durant la replication de l'ADN, il est
raisonnable d'assumer que les événements permettant à la cellule d'acquérir un plus
grand potentiel de prolifération peuvent contribuer à la carcinogénèsc. Une des
étapes critiques de la progression tumorale est donc pour la cellule normale
d'échapper aux limites de prolifération imposées par le processus de sénescence.
Ainsi, la compréhension des gènes et des mécanismes impliqués dans
l'immortalisation cellulaire pourra nous donner des informations essentielles sur
une des étapes critiques et peut-être limitantes de la carcinogénèse.

0
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1.0 LE VIRUS DU POLYOME MURIN

0

1.1 HISTORIQUE

Le potentiel oncogénique du virus du polyome murin a d'abord été identifié par Ludwik
Gross en 1953 (revue dans Gross, 1983). Le développement d'un système de culture du
virus in vitro (Stewart et at, 1958) a permis d'émdier sa stmcture et sa replication. Ce
système permettait la propagation du virus dans des cultures de œllules embryonnaires
de souris et a permis de démontrer que le virus pouvait induire la formation de tumeuis
dans plusieurs types d'organes d'où le nom polyome; du grec poly (plusieurs) orne
(tumeurs). La possibilité de produire une grande quantité de virus du polyome murin in
vitro a permis son analyse biochimique. Ces émdes ont démontré que la particule virale
consiste en une molécule circulaire d'ADN double brin, associée aux histones produits
par la celltde hôte pour former la chromarme virale, et qui est entourée d'une capside
iœsahédrale formée de 72 unités ou capsomères. Chaque capsomère est formé d'une
protéine majeure de la capside, VP1, et de deux protéines mineures de la capside VP2 et
VP3 (revue dans Tooze, 1980) .

0

1.2 STRUCTURE DU VIRUS

Le virus du polyome marin est un petit virus à ADN qui peut avoir deux types
d'interactions avec les œllules sensibles. Le premier type d'interacuon, le cyde lydque,
amène la producuon de nouvelles pamcules virales et mène évenmellement à la mort
œllulaire. Le cyde lyrique du virus du polyome marin se produit dans les œllules de souris
qui sont dites permissives. Le deuxième type d'interacdon mène à la transformation
néoplasique de k œiïule qui peut alors continuer à se diviser dans des œndidons qiu
inhibent la division œllulaire des œllules normales. In vitro, le vims du polyome murin
peut transformer une variété de cellules de rongeurs et ces œllules transformées peuvent
induire des tumeurs lorsque transplantées dans des animaux immunodéfidents.
L'infecuon par le virus du polyome se retrouve de façon endéniique dans une grande
propordon de souris autant sauvages (Rowe et ai, 1961) que chez les souris de
kboratoire. Ces souris ne démontrent œpendant aucun symptôme pathologique lié à
l'infecrion virale.
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La séquence complète du génome viral de la souche A2 a été déterminée et
conuent 5297 paires de bases (Soeda et ai, 1980). Le génome du vims du polyome
marin peut être divisé en deux parties: la partie codant pour les protéines exprimées
de façon précoce lors de l'infection virale et la partie codant pour les protéines
exprimées de façon tardive et est illustré à la figure l. La région codant pour les
protéines exprimées de façon précoce code pour trois protéines: les antigènes grand T,
moyen T et petit T. Ces antigènes T sont produits à partir d'un seul ARNm épissé de
façon difFerentielle. Leurs séquenœs ont été établies de façon précise après que les
ADNc, codant pour les messagers de la région précoce, furent donés et séquences
(Rassoulzadegan et al, 1982; Treisman et ai, 1981; Tyndall et ai, 1981). La
transcription, l'épissage difFérenriel et la traduction des ARNs messagers ont pour effet
de produire trois protéines contenant les mêmes acides aminés en position N-terminale.
Les trois protéines commencent au même codon d'inkiation (entre les nudéorides 173
et 175 selon la nomenclature de Soeda et ai, 1978) et partagent initialement le même
cadre de lecture. L'antigène grand T partage le même cadre de lecture que les antigènes
moyen T et petit T jusqu'au nucléoude 409 ce qui a pour effet de produire trois
protéines partageant les mêmes 79 premiers acides aminés.

La capacité du virus du polyome murin à induire la synthèse de l'ADN durant
l'infection lyrique est une observation qui a retenu l'attention des chercheurs depuis
fort longtemps (Dulbecco et ai, 1965) . Puisqu'un vims du polyome marin mutant,
codant pour une seule protéine de la région précoce, l'anrigène grand T, est en mesure
d'induirc la replication de l'ADN cellulaire (Schlegel et Benjamin, 1978) , l'antigène
grand T semble jouer un rôle œntral dans ce proœssus. La capacité de l'anrigène grand
T du virus du polyome à induire la synthèse de l'ADN se manifeste aussi dans d'autres
œntextes. La protéine peut aussi immortaliser des cellules primaires de façon
dépendante à son interaaion avec le produit du gène suppresseur du rétinoblastome
(pRb) (Larose et ai, 1991). Mais, l'interaction entre l'anugène grand T et pRb n'est
probablement qu'un des points d'intégiauon entre le cycle de vie du virus et de
l'induction du cyde œllulaire par le virus qui finissent par se chevaucher. D'autres
points pourraient inclure l'habiïeté des particules virales ou des protéines VP1 de k
capside à induire l'expression de gènes de la réponse immédiate œmme c-myc et c-fos
(Zullo étal, 1987). De plus, la capacité des antigènes moyen T et petit T d'induire
des gènes de la réponse précoce (Glenn et Eckhart, 1990; Schonthal et al., 1992;
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FIGURE 1

CARTE DU GÉNOME DU VIRUS DU POLYOME MURIN

Cette carte du génome du virus du polyome a été établie à partir des coordonnées
de Soeda et al., (1980). Le génome viral peut être divisé en deux panics qui peuvent
être séparées par la région contenant l'origine de replication. La première région
code pour les protéines qui sont exprimées de façon précoce au cours de l'infeaion
virale et qui comprend les antigènes grand, moyen et petit T. La deuxième région
code pour les protéines exprimées plus tard au cours de l'infection et comprend les
protéines de la capside: les protéines VP1, YP2 et VP3.

0
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n Zullo et ai, 1987) et le rôle de l'antigène moyen T dans la phosphorylarion de la
protéine VP1 et l'assemblage du virus (Garcea et aL, 1985; Garcea et Benjamin,
1983) jouent aussi un rôle dans la modulation du cycle cellulaire par le virus du
polyome murin.

1.3 L'ANTIGÈNE GRAND T DU VIRUS DU POLYOME MURIN

L'anugène grand T du virus du polyome murin est une phosphoprotéine nucléaire
de 785 acides aminés et dont le poids moléculaire varie de 90 à 100 kDa (Tooze,
1980). La protéine est impliquée dans plusieurs processus après {'infection virale
dont la stimulation de la synthèse de l'ADN de la cellule hôte, l'initiation de la
replication de l'ADN viral, la répression de l'expression des gènes codés par la région
précoce et la transition de l'expression des protéines codées par la région précoce vers
celles codées par la région tardive. De plus, l'antigène grand T du virus du polyome
est impliqué dans l'intégradon, l'excision et l'amplification de l'ADN viral dans le
chromosome de la cellule hôte lors des infections menant à la transformation

néoplasique (Fried et Prives, 1986).

1.3.1 Analyse des domaines fonctionnels de l'antigène grand T du virus du
polyome marin

Les analyses génétiques et biochimiques de l'anugène grand T du virus du polyome
murin ont démontré que cette protéine est multifonctionnelle et composée de
plusieurs domaines distincts. L'inkiation de la replication de l'ADN viral in vivo et
in vitro nécessite deux éléments: l'anugène grand T et une région de 95 paires de
bases du génome viral, l'origine de replication (Francke et Eckhart, 1973).
L'anugène grand T de polyome lie la séquence consensus 5'-G(A7G)GGC-3' dont
on retrouve plusieurs copies dans l'origine de replication (Cowie et Kamen, 1984;
Pomerantz et Hassell, 1984; Scheller et Prives, 1985). Cowie et al (1986) ont

démontré que l'introduction de mutations dans le domaine de liaison à l'ADN viral
rendait les antigènes grand T mutants incapables de lier et de répliquer l'ADN viral
mais n'affectait pas leur efïicacité d'immortaliser des cultures primaires de cellules
embryonnaires de rat (Cowie et al., 1986).
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L'anugène grand T de polyome possède aussi une activité hélicase dépendante
de l'ATP qui permet à k protéine de dérouler l'ADN double brin fWang et Prives,
1991). De plus, on y retrouve un domaine ATfase qui est le domaine le plus conservé
parmi les virus du polyome (Pipas, 1992). Ce domaine contient le motif œnsensus
GXXXXGK qui a été associé à la liaison de nudéotides chez plusieurs protéines.

L'anngène grand T du virus du polyome joue un rôle important dans la
l'immortalisation de œllules primaires et est en mesure de coopérer avec plusieurs autres
oncogènes, dont ras et moyen T, pour induire leur transformation complète (Land et
ai, 1983; Rassoulzadegan et ai, 1983) . L'andgène grand T de polyome est cependant
incapable de transformer des cellules par lui-même. Les œllules immortalisées par
l'antigène grand T de polyome ont donc un phénotype normal tel que défini par leur
capacité à se diviser à faible densité de saturation er d'etre dépendantes de la présence
d'un support pour se diviser. Cependant les cellules immortalisées par l'antigène grand
T de polyome ont la caraaéristique de pouvoir croître dans un milieu à faible
concentration de sérum, ce qui est une caractéristique inhabituelle pour les cellules
spontanément immortalisées comme par exemple les cellules NIH 3T3. Des résultats
similaires ont été obtenus en transfectant un antigène grand T du virus du polyome ne
codant que pour que la région N-ierminale de la protéine. Ainsi, un antigène grand T
tronqué, ne comprenant que les 334 premiers acides aminés, est suffisant pour
immortaliser des cultures primaires de œllules de souris ou de rat (Rassoulzadegan et

ai, 1983). Ces résultats ont suggéré que l'acrivké immortalisante de l'antigène grand T
de polyome réside dans la partie N-terminale de la protéine. Par la suite, on a déterminé

que les 219 premiers résidus de l'anugène grand T étaient suffisants pour immortaliser

des cellules embryonnaires de rat (Asselin et Basrin, 1985). Le même groupe a par la
suite examiné k corrélation entre l'acuvité immortalisante et l'activité trans-activatrice

de promoteurs viraux d'une série d'antigènes grand T mutants contenant des délérions
dans l'exon 2, qui conuent entre autre k CR2 (Larose et aL, 1990). Ces travaux ont
permis de démontrer que l'habileté à trans-activer des promoteurs viraux n'est pas
suffisante pour conférer à l'anugène grand T du virus du polyome la capacité
d'immortaliser des cultures primaires de cellules embryonnaires de rat. Finalement, k
deletion des acides aminés 141-146, qui correspond en fait au coeur de la séquence de
liaison à pRb, abolit l'activité immortalisante de la protéine mutante sans afFecter son
habileté à trans-acriver les promoteurs tardifs de polyome et du virus simien 40 ( SV40).

u



9

0

0

u

A la même époque, les travaux effectués sur les protéines E1A et l'anrigène
grand T de SV40 ont impliqué la liaison de ces oncoprotéines virales au produit du
gène suppresseur du rétinoblastome dans leurs activités oncogéniques. Le groupe de
Bastin et al, (1991) a par la suite démontré que l'immortalisarion de cellules
embryonnaires de rat dépendait de la liaison de l'antigène grand T du virus du
polyome à pRb (Larose et ai, 1991). Dans cette étude, les auteurs ont ciblé les
régions CRI et CR2 dont l'importance dans le processus d'immortalisation avait été
démontrée pour la protéine E l A d'adénovirus et l'antigène grand T de SV40. Cette
étude a démontré que la deletion des résidus 141 à 146 abolissait toute liaison à pRb
in vitro et l'activité immortalisante de la protéine in vivo. Il est intéressant de noter

que la deletion des acides aminées 152-155, qui affecte la région entre le coeur de
la séquence de liaison à pRb et le premier résidu du motif potentiel de
phosphorylation par la kinase à caséine II (CKII) (serine-155) diminue la fréquence
d'immortalisation de l'antigène grand T mutant à environ 40% de la fréquence de
l antigène grand T sauvage. Cet antigène grand T mutant code pour une protéine
stable qui est en mesure de lier pRb in vitro. Q^uand à la deletion des résidus 149 à
176, qui élimine entièrement le motif potentiel de phosphorylation par la CKII sans
toucher au coeur de la séquence de liaison à pRb, elle abolit complètement l'aaivité
immortalisante de la protéine. Malheureusement, les auteurs n'ont pas vérifié si cet
antigène grand T mutant code pour une protéine stable et s'il est en mesure de lier
pRb in vitro. Il est donc impossible de déterminer si ce mutant est incapable
d'immortaliser des cultures primaires de cellules embryonnaires de rat parce qu'il
n'est pas en mesure de lier pRb ou si le motif potentiel de phosphorylation par la
CKII joue un rôle dans l'immortalisarion cellulaire.

Un fragment N-terminal de 219 acides aminés de l'antigène grand T du
virus du polyome murin est suffisant pour immortaliser des cellules embryonnaires
de rat (Asselin et Bastin, 1985). Cependant, ce fragment possède une activité
immortalisante réduite correspondant à seulement 22% de l'activité de l'antigène
grand T sauvage (Asselin et Bastin, 1985) . Holman et ai, (1994) ont caractérisé un
fragment N-terminal contenant les premiers 259 acides aminés de l'antigène grand
T du virus de polyome (Holman et al., 1994). Ce fragment N-terminal de 259
acides aminés est sufîisant pour immortaliser des cultures primaires de cellules
embryonnaires de rat mais à une fréquence correspondant à 60% de l'activité de la
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protéine œmplète. Ces résultats permettent cependant de démontrer que le domaine
de liaison à l'ADN, qui est situé entre les acides aminés 282-398 (Sunstrom et ai,
1991) n est pas néœssaire pour l'immortalisation cellulaire. Cette étude a aussi permis

de démontrer que le même fragment N-terminal de l'anugène grand T du virus du
polyome est en mesure de lier pRb et pl 07. La région impliquée dans la liaison de ces
deux protéines n'a cependant pas été déterminée précisément. Il est cependant
intéressant de noter que l'andgène grand T complet lie quatre fois plus de pRb et 10
fois plus de pl07 que le fragment N-terminal de 259 acides aminés. Ces derniers
résultats sucèrent que la conformation de la protéine ou que d'autres séquences de
l'antigène grand T du virus de polyome pourraient aussi jouer un rôle dans sa liaison
avec pRb. La formation de complexes protéiques de hauts poids moléculaires pourrait
être importante pour atteindre la pleine acdvité immortalisante de l'anrigène grand T
de polyome, ce qui serait impossible pour les protéines tronquées amputées de leur

motif de doigt de zinc. Par ailleurs, le motif de doigt de zinc pourrait aussi contribuer
à la dissociation du complexe pRb/E2F comme c'est le cas pour la protéine E7 du virus
du papillome humain (HPV) de type 16 (Jewers état, 1992) .

1.3.2 Autres cibles potentielles: pl30 et p300

Les protéines E1A d'adénovirus, l'anugène grand T de SV40 et la protéine E7 de
HPV16 sont en mesure de lier les trois protéines de la famille de pRb; pRb, pl 07
et pl30 (Ewen étal., 1991; Whyte et ai, 1988). La liaison de pl07 et de pl30 à
l'antigène grand T de SV40 et à la protéine E1A d'adénovirus semble impliquer la
région conservée 2 (CR2) (Barbeau étal, 1994; Corbeil et Branton, 1994; Dyson
et al., 1989; Ewen et aL, 1989). La liaison de p300 à ces deux mêmes protéines
impliquerait quant à elle la région conservée l (CRI). Puisque l'anugène grand T
du virus du polyome marin démontre une grande homologie de séquence avec les
autres oncoprotéines virales dans les domaines impliqués dans la liaison à ces
protéines, il est possible qu'il puisse aussi lier ces protéines.

0
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1.4 ACTFVATION DE GÈNES IMPLIQUÉS DANS LA SYNTHÈSE DE L 'ADN ET A LA

PRODUCTION DES ENZYMES NÉCESSAIRES AUX PRÉCURSEURS PAR

L'ANTIGÈNE GRAND T DU VIRUS DU POLYOME

L'inducdon de l'expression de l'antigène grand T sous le œnu-ôle du promoteur MMTV,
induaible par les hormones stéroïdiennes, dans des fibroblasres de souris "Swiss 3T3" a

permis de démontrer que k protéine virale pouvait transacuver de façon œordonnée h
transcription de cinq gènes impliqués dans la synthèse de l ADN ou dans la producuon
d'emymes néœssaires à la synthèse de précurseurs (Mudrak et ai, 1994). On a ainsi
démontré que les gènes codant pour la dihydrofolate réducrase (DHFR), la thymidine
kinase (TîO, la thymidilare synthétase (TS), la polymérase à ADN alpha et l'andg'ne
nucléaire de proliféradon œllulaire (PCNA) pouvaient être stimulés à la frontière Gl/S
du cyde œllulaire par l'induction de l'expression de l'andgène grand T de polyome. De
façon intéressante, une lignée œllulaire codant pour une forme mutante de l'anrigène
grand T de polyome (Glu-146-Asp) est incapable de lier le produit du gène suppresseur
du rétinoblastome ou d'induire l'expression de œs mêmes gènes. Le promoteur de trois
de ces gènes, œux codant pour la DHFR, laTK et la polymérase à ADN-alpha, possèdent
des sites de liaison pour le faaeur de transcription E2F ce qui suggère que k formation
de œmplexes avec le facteur de transcription E2F est une cible pour l'anrigène grand T
de polyome dans sa régulation du cyde œllulaire.

0

1.5 SIMIUIARTTÉS ET DIFFÉRENCES ENTRE LES ANT[GÊNES GRAND T DE PODOME ET DE SV40

L'antigène grand T du polyome est uès similaire à l'antigène grand T de SV40 en terme
de séquence et de fonaion. Les deux protéines partagent une homologie au niveau de la
sequence d'acides aminés d'environ 60% (Soeda et ai, 1980). Ils sont tous deux
nécessaires pour la replication de l'ADN viral, possèdent une aaivité de liaison à l'ADN
(Scheller et Prives, 1985), une acdvké ATPase (Clenant et ai, 1984) et une acdvité

hélicase (Wang et Prives, 1991) similaire. Il eîdste aussi une importante conservation de
l'otganisauon et de la nature des difFérents domaines fonctionnels intrinsèques aux deux
protéines qui sont illustrés à la figure 2. Des difFérenœs importantes peuvent cependant
être observœs. L'anugène grand T de polyome possède une séquence de 154 acides aminés
qui lui est unique. De plus, le domaine de liaison à pRb, dans la CR2, se retrouve dans
une position qui n'est pas équivalente à la position du domaine de liaison à pRb de SV40.
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FIGURE 2

0

REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DES DOMAINES FONCTIONNELS DES
ANTIGÈNES GRAND T DE SV40 ET DU VIRUS DU POLYOME MURIN

Cette figure illustre la conservation de la nature et de la structure des domaines
fonctionnels à l'intérieur des antigènes grand T de SV40 et du virus du polyome.
Une homologie importante existe entre les deux protéines et dépend de
l'introduction d'un espace dans l'antigène grand T de SV40 afin d'accommoder une
sequence de 154 acides aminés unique à l'antigène grand T du virus du polyome
murin. CRI: région conservée l; CR2: région conservée 2; NLS: signal de
localisation nucléaire; Zinc: domaine du doigt de zinc; ATPase: domaine ATPase;
ADN: domaine de liaison à l'ADN.
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Malgré le fait que les deux protéines démontrent une certaine ressemblance,
elles possèdent des activités oncogéniques très difFérentes. L'antigène grand T de
SV40 est non seulement capable d'immortaliser des cellules primaires mais il est
aussi en mesure de les transformer (Caldas et al., 1994; Colby et Shenk, 1982; Jat

et Sharp, 1986) tandis que l'antigène grand T du virus du polyome est seulement
en mesure de les immortaliser (Livingston et Bradley, 1987). La liaison de deux
protéines cellulaires, p53 et pRb, a été impliquée dans l'activké transformante de
l'anrigène grand T de SV40 (DeCaprio et ai, 1988; Peden et at, 1989).
Cependant, un antigène grand T mutant, contenant seulement les 147 premiers
acides aminés est en mesure de transformer des cellules primaires en culture même
s'il est incapable de lier p53 (Sompayrac et Danna, 1991). De plus, des protéines
hybrides contenant la portion N-terminale de l'antigène grand T du virus du
polyome marin et la portion C-terminale de l'antigène grand T de SV40 sont
incapables de transformer des cellules primaires en culture malgré le fait qu'elles
puissent lier pRb et p53 (Manfredi et Prives, 1990). Le résultat de ces expérienœs
et ceux rapportés dans la littérature suggèrent donc que la liaison de pRb et de p53
est nécessaire mais non suffisante pour induire la transformation complète de
cellules primaires.

L'expression d'un antigène grand T hybride PyTï-^'Zï'^^ 336-7 08'
contenant la portion N-terminaie de grand T du virus du polyome marin (1-521)
et la portion C-terminale de l'antigène grand T de SV40 (336-708) modifie les
caractérisuques de croissance de œllules primaires de rat (Manfredi et Prives, 1993).
Cette construction hybride est capable d'immortaliser des fîbroblastes
embryonnaires de rat. L'analyse de lignées cellulaires établies dérivées de cellules
transfectées avec cet antigène grand T hybride a révélé qu'elles possédaient des
caractéristiques de croissance difFérenres. Si ces lignées cellulaires ne sont pas en
mesure de former des foyers, elles sont cependant capables de proliférer dans un
milieu pauvre en sérum et d'atteindre de fortes densités de saturation. Ces celltdes
sont aussi capables de former des colonies en milieu semi-solide mais les colonies

sont beaucoup plus petites que les colonies formées par des cellules transformées par
l'antigène grand T de SV40 sauvage. Manfredi et Prives (1993) suggèrent que la
portion N-terminale de la protéine hybride, qui contient les 521 premiers acides
aminés de l'antigène grand T du virus du polyome marin, ne possède pas toutes les

u
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n fonctions ou activités biochimiques qui sont nécessaires pour induire la
transformation complète des cellules primaires de rat. Mais, il est aussi possible que
la différence de potentiel oncogénique entre les antigènes grand T du virus du
polyome murin et de SV40 découlent de leurs domaines de liaison à pRb qui
possèdent des structures similaires mais qui ne sont pas identiques.

0

u
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n 2.0 CARCINOGÉNÈSE VIRALE

Les petits virus à ADN partagent plusieurs caractéristiques qui reflètent leurs besoins
de répliquer leurs propres génomes indépendamment des restrictions qui régissent
la replication de l'ADN de la cellule hôte. Ces virus ont développé une stratégie
commune qui leur permet d'exploiter les processus métaboliques de base de la
cellule en interagissant et contrôlant les mécanismes de régulation du cycle
cellulaire. A caiue de leur cycle de vie intimement lié à celui de la cellule et de
l'intérêt scientifique à propos des mécanismes régissant la replication de l'ADN, du
contrôle de la transcription, du métabolisme de l'ARN et de la carcinogénèse, les
petits virus à ADN ont été et restent un outil puissant nous permettant d'analyser
et de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle du cycle
cellulaire.

0

Même si ces virus sont très différents, Us partagent tous la propriété de coder
pour une ou plusieurs oncoprotéines virales capables de perturber le contrôle du cyde
œllulaire et d'induire la synthèse de l'ADN. Ainsi, la protéine E1A dadénovirus, k
protéine E7 du virus du papillome humain et les antigènes grand T de SV40 et du
virus du polyome marin ont toutes été impliquées dans la modulation des processus
métaboliques de base de la cellule et la transformation œllulaire (DeCaprio et aL,
1988; Dyson et aL, 1989; Whyte et al, 1988). Les onœprotéines virales sont des
molécules complexes composées de plusieurs domaines fonctionnels distincts qui sont
caractérisés par leurs activités biochimiques propres. Ces protéines fonctionnent en

partie en ciblant les régulateurs les plus importants du cycle cellulaire et en s'associant
à eux par contact direct protéine-protéine. Les oncoprotéines virales ciblent en
paruculier le produit de gènes suppresseurs tel pRb et de p53; les autres protéines de
la famiïle de pRb, pl07 et pl30; les cyclines A et E; et la kinase cdk2 (DeCaprio et
aL, 1988; Dyson etaL, 1989; Faha et ai, 1993; Giordano ^<?Z, 1989; Pines et Hunter,
1990;Whyte^^, 1988).

0



17

n

0

2.1 FORMATION DE COMPLEXES SPÉCIFIQUES ENTRE LES ONCOPROTÉINES

VIRALES ET pRb

La protéine E1A d'adénovirus, la protéine E7 du virus du papiiïome humain et les

antigènes grand T de SV40 et du virus du polyome marin lient la forme sous-

phosphorylée de pRb, qui est sa forme active retrouvée en phase GO et G l
(DeCaprio étal., 1988; Dyson étal., 1989; Harlow état, 1986; Larose etaL, 1991).
Cette interaction a pour effet d'inacriver la fonction de pRb d'une façon similaire à
l'efFet d'une mutation ou d'une deletion que l'on retrouve fréquemment dans
différents types de cancers humains (Cobrinik et ai, 1992; Goodrich et Lee, 1993).
De façon plus importante, cette interaction est nécessaire pour l'habileté de
cenaines de ces protéines virales à induire la transformation cellulaire dans les
cellules susceptibles (Chen et Faucha, 1990; Cherington et at, 1988; DeCaprio et
aL, 1988; Lillie etaL, 1987; Moran, 1988; Moran et Mathews, 1987; Whyte état,

1988; Whyte et ai, 1989). De plus, les oncoprotéines mutantes des virus à ADN

oncogènes ayant perdu leur capacité à former des complexes avec pRb ont toutes un

potentiel transformant diminué, ce qui suggère que la liaison à pRb est critique pour

leur activité oncogénique (résumé dansCobrinik étal, 1992; Goodrich et Lee, 1993).
L'activité transformante de ces oncoprotéines virales dépend donc, en panic, de leur
capacité à lier le produit du gène suppresseur du rétinoblastome, pRb.

L'analyse de l'interacoon des dlfFérentes onœprotéines virales avec pRb nous a
permis de œmer la relation existante entre k carcinogénène virale, la progression tumorale
et la régulation du cyde œiïulaire. Les premières émdes ont démontré que la protéine E1A
pou\^it former un complexe stable avec pRb et que k formation de ce complexe était
dépendante de séquences distinctes à l'intérieur de la protéine néœssaires à la
transfomiation œllulaire CWhyte et ai, 1988) . Par la suite, d'autrcs études ont démontré
que l'antigène grand T de SV40 (DeCaprio et al, 1988) et la protéine E7 de HPV
(Monger et ai, 1989) formaient aussi des complexes similaires avec pRb, et que la
formation de œs complexes dépendait aussi de séquenœs nécessaires pour leurs acuvités
oncogéniques.

Les séquenœs de la protéine E1A d'adénovirus impliquées dans la liaison à pRb
sont essentielles pour l'immonalisauon de œllules primaires en culture et pour sa capacité
à œopérer avec d'autres onœgènes. Ces mêmes séquenœs ont été impliquœs dans k
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n dissociation du complexe pRb/E2F (Cheiïappan et ai, ÏWï). Ces résultats suggèrent que
l'interacdon de pRb avec E2F est importante pour contrôler la prolifération cellulaire et
que la dissociation du complexe pRb/E2F est un mécanisme par lequel E1A est en mesure
d'macuver la foncdon de pRb. Plusieurs études ont démontré que pour la protéine E1A
et l'andgène grand T de SV40, les CRI et CR2 étaient néœssaires pour la dissociation du
œmplexe pRb/E2F. Les régions impliquées dans la dissociation du œmplexe pRb/E2F
par la protéine E7 de HPV16 semblent plutôt impliquer la CR2 et des séquence situées
en posiuon N-tenninale induant une partie d'un moufde doigt de zinc et fonnant la
région œnservée 3 (CR3) Qewers etai, 1992). Cependant, les CRI, CR2 et la CR3 de
la protéine E1A, des antigènes grand T de SV40 et du virus du polyome murin et de la
protéine E7 des HPV16 et 18, ont aussi toutes été impliquées dans l'immortalisadon ou
la transformation cellulaire. Nous allons donc tout d'abord décrire l'organisauon de ces
riions et leurs importances pour l'activité oncogénique de œs difFérentes protéines.

0

0

2.1.1 Regions conservées, immortalisation et transformation cellulaire

Pour la protéine E1A d'adénovirus, on a démontré que la séquence d'addes aminés de
deux régions difFéremes est nécessaire pour l'acdvité transformante du virus (Malley etaL,
1984; Moran et Zerler, 1988; Moran et ai, 1986; Subiamanian et ai, 1988; Whyte état,

1988; Zerler étal, 1986). Ces séquences ne sont pas continues (Whyte etaL, 1989) et

dies ont été désignées région conservée l et 2 (CRI et CR2). Ces séquences sont
essentielles pour la formation de complexes stables entre E 1A et diverses protéines
œllulaires dont pRb, pl07, pl30, p300, la cydine A et cdk2 (Ewen étal, 1991; Pines et
Hunter, 1990; Tsai et ai, 1991; Whyte et ai, 1988). Des séquenœs d'addes aminés
homologues à ces deux régions de la protéine E1A ont â:é identifiées dans plusieurs autres
onœprotéines virales, entre autre chez les protéines E7 des difFérents types de HPV et les
antigènes grand T des difFérents virus de polyome de primates (tel que SV40, BKV et
JCV) et de rongeurs (virus du polyome murin et de hamster) (Barbosa et ai, 1990;
DeCaprio etaL, 1988; Dyson et ai, 1989; Figge état, 1988; Phelps et ai, 1988).

Les séquences d'acides aminés conservées importantes pour une liaison de haute
affinité de E1A à pRb sont situées entre les résidus 30-60 (CRI) et 120-127 (CR2) (Egan
et ai, 1989; Egan et ai, 1988; Whyte et at, 1989). Les CRI et CR2 dc E1A ne
œnu-ibuent pas également à la liaison à pRb (Egan et ai, 1988). La protéine mutante
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n E1A où k CR2 a été délétée est incapable de œimmunoprécipirer avec pRb chez des
œiïules infecrœs par le virus (Egan et at, 1988; Whyte et aL, 1989). Cependant k
protéine E l A mutante dont la CRI a été délétée est encore en mesure de
coimmunoprécipker avec pRb, mais à un niveau fortement réduit (Egan et al, 1988;
Whyte et ai, 1989). En utilisant des peptides synthétiques correspondant aux CRI et
CR2 de h protéine E1A d'adénovuus, on a démontré que chacune de œs régions peut
lier pRb de façon indépendante. (Dyson etaL, 1992). Ces interacdons ont été analysées
dans des essais de compétition et de liaison in vitro. Dans les deux types d'essais, on a pu
démontrer que la CR2 lie pRb avec une plus grande affinité que la CRI. Cependant un
pepdde contenant le CRI et le CR2 démontre une plus forte affinité pour pRb. De plus,
les essais de compétition suggèrent que les CRI et CR2 sont des points de œntaa entre
la protéine E1A et pRb (Dyson etaL, 1992).

0

0

2.1.2 Région conservée l (CRI)

La séquence consensus de la CRI de la protéine E1A d'adénovirus œnsiste en la séquence
E-X-X-X-L-X-X-L On retrouve une séquence simUaire, la séquence L-X-X-L-L, qui est
œnservée dans tous les antigènes grand T des virus du groupe du polyome (voir figure 3).
Chez l'anugène grand T de SV40 cette séquence œrrespond aux acides aminés 9 à 19,
une région qui a été impliquée dans lacdvité transformante de la protéine (Peden et ai,
1990; Yaciuk et ai, 1991). Un antigène grand T de SV40, contenant les acides aminés
82-708, peut lier pRb, pl07 et p53 mais est quand même incapable de transformer des
œllules en culture. Par contre, l'anrigène peut T est en mesure de œmplémenter cette
fonction (Monrano et ai, 1990). La CRI de la protéme E1A d'adénovirus est en mesure
de lier la protéine cellulaire p300 qui est nécessaire à son activité oncogénique CWhyte et

ai, 1989). Yaciuk et ai, (1991) ont démontré que l'anugène grand T de SV40 est en
mesure de complementer en trans un mutant de k protéine E1A incapable de lier p300
pour restaurer son aaivité transformante. Cette œmplémentarion est abolie par la
deletion des acides aminés 17-27 de grand T de SV40. Ces résultats suggèrent que
l'antigène grand T de SV40 est aussi en mesure d'interagir avec la protéine p300.

L'antigène grand T du virus du polyome murin contient aussi cette CRI
mais elle a été peu caraaérisée. Cette séquence conservée se retrouve aussi entre les
acides aminés 9 et 19. On a démontré que la deletion des acides aminés 13 à 17,ou
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FIGURE 3

0

AUGNEMENT DES SÉQUENCES DE LA CRI D'ONCOPROTÉINES DE
DIFFÉRENTS VIRUS À ADN ONCOGÈNES

Cette figure illustre la conservation de la CRI que l'on retrouve chez différentes
oncoprotéines de virus à ADN oncogènes. Les acides aminés conservés apparaissent
en caractères gras et la séquence consensus est notée au bas de la figure. E1A:
protéine E1A d'adénovirus de type 5; E7: protéine E7 de HPV16; SV40: antigène
grand T du virus simien 40; BICV: antigène grand T du virus BK; JCV: antigène
grand T du virus JC; LPV: antigène grand T du virus du polyome lymphotropique;
PyV: antigène grand T du virus du polyome murin; HaPV: antigène grand T du
virus du polyome de hamster. Cons: séquence consensus.
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la substitution des résidus Leu-13 ou Leu-16 pour une valine, avait pour efFet de
diminuer considérablement ou d'abolir l'activité immortalisante de la protéine sans
aflfecter grandement la liaison à pRb (Larose etaL, 1991). Les auteurs suggèrent que
la liaison à pRb est essentielle mais non suffisante pour l'acrivké immortalisante de
la protéine. Aucune interaction entre l'anrigène grand T de polyome et p300 n'a
cependant été rapportée jusqu'à présent dans la littérature.

0

2.1.3 Région conservée 2 (CR2)

La CR2 contient une séquence d'environ 10 acides aminés que l'on retrouve dans

toutes les oncoprotéines virales et chez quelques protéines cellulaires liant pRb (figure

4). Les cyclines de type D, par exemple, contiennent aussi ce modf (Dowdy et al,

1993; Ewen etaL, 1993). Au œeur de cette région, on retrouve la séquence conservée

L-X-C-X-E (DeCaprio étal, 1988; Dyson état, 1989; Figge et aL, 1988; Phelps et
ai, 1988).On a démontré que cette séquence est essentielle pour l'interaaion entre
le produit du gène suppresseur du rérinoblastome et la protéine E7 de différents types
de HPV, la protéine E1A d'adénovirus, et des antigènes grand T de SV40 et du vims
du polyome murin (Dyson et Harlow, 1992; Imai et ai, 1991; Larose et aL, 1991;
Ludlow^dZ, 1989).

La CR2 de la protéine E1A et de l'antigène grand T de SV40 sont des points
de contact pour pRb (DeCaprio et at, 1988; Dyson et ai, 1992) . Pour la protéine
E1A d'adénovirus, la deletion des acides aminés 122 à 129, soit le coeur de la séquence
de liaison à pRb, résulte dans l'abolition du virus à induire des foyers dans des cultures
de cellules de rein de souriœau QWhyte et ai, 1988).

La séquence œnsensus se retrouve entre les résidus 102-107 de l'anrigène
grand T de SV40 et est présente dans tous les antigènes grand T des vims du polyome
à l'exception du virus BFDV (Pipas, 1992). On a démontré que les antigènes grand
T de SV40, de BKV, de ]CV et du virus du polyome marin formaient des complexes
stables avec pRb in vitro (Dyson et ai, 1990) ou in vivo (DeCaprio et ai, 1988;
Khandjian etTremblay, 1992; Resnick-Silverman et ai, 1991).

u
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FIGURE 4

0

AUGNEMENTS DES SÉQUENCES DE LA CR2 D'ONCOPROTÉINES DE
DIFFÉRENTS VIRUS À ADN ONCOGÈNES

Cette figure illustre la conservation de la CR2 que l'on retrouve chez différentes
oncoprotéines de virus à ADN oncogènes. La CR2 est divisée en trois motifs: le
coeur de la séquence de liaison à pRb qui est constitué des résidus D/N-L-X-C-X-E, la
région flanquant le coeur de la séquence consensus de liaison à pRb contenant de 3
à 8 acides aminés et le motif de phosphorylation par la CKII qui contient la
sequence minimale reconnue par l'enzyme S/T-X-X-D. Les acides aminés conservés

du coeur de la séquence consensus de liaison à pRb apparaissent en caractères gras
à l'intérieur de la boîte grise foncée. La séquence reconnue par la CKII apparaît à
l'intérieur de la boîte grise pâle et les résidus pouvant être phosphorylés sont en

caractères gras.
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2.1.4 Motif de phosphorylation par la kinase à caséine II (CKII)

Le coeur de la séquence de liaison à pRb des onœprotéines virales E1A d'adénovirus de
type 5, des protéines E7 de la plupart des types de HPV, et les antigènes grand T de tous
les virus du groupe des virus du polyome est flanqué d'un motif de phosphorylation par
la CKII (figure 4). La CKII est un kinase dont l'acdvité est indépendante des nudéotides
cycliques et du calcium et qui est en mesure de phosphoryler les serines et les thréonines
présentes sur difFérentes protéines (Blumenthal et aL, 1987). La CKII est une enzyme
exprimée de façon ubiquitaire que l'on retrouve dans le cytoplasme et dans le noyau
(Hathaway et Traugh, 1982). La CKII est en mesure de phosphoryler plus de 100
substrats difFérents dont plusieurs ont été impliqués dans le contrôle du cycle
cellulaire et de la transduction des signaux (revue par Allende et Allende, 1995). La
CKII phosphoryle entre autre plusieurs facteurs de transcription {c-myc, c-myb, le
SRE, N-myc, c-jun), les gènes suppresseurs pRb et p53, les kinases p34cdc2 et PKC,
les oncoprotéines virales E1A, E7 et l'antigène grand T de SV40. La CKII
phosphoryle plusieurs protéines nucléaires, incluant les topoisomérases à ADN de
type I et II (Ackerman et aL, 1985; Durban etaL, 1985), l'ARN polymérase l et II
(Dahmus, 1981; Duceman et aL, 1981), et des protéines qui contribuent à la
regulation de la synthèse de l'ARN. De plus, la CKII possède une homologie de
sequence importante avec l'enzyme cdc28 de levure, une kinase impliquée dans la
regulation du cycle cellulaire (Takio état, 1987). Il est aussi intéressant de noter que
l'activité de la CK3I est rapidement augmentée dans les cellules traitées avec une dose
physiologique d'insuline ou de facteur de croissance de l'épiderme (Epidermal
growth factor: EGF) (Sommercorn et ai, 1987). Finalement, on a aussi démontré
que la CKII est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire puiqu'elle est
nécessaire pour la transition des phases GO/G1 et Gl/S (Rainer état, 1994).

La caséine n'est probablement pas un substrat physiologique pour la CKII
mais elle constitue un outil important pour en détecter l'activité. L'examen des sites

phosphorylés par la CKII dans la caséine a révélé qu'ils partageaient une
caraCTéristique commune soit de se trouver dans une séquence contenant plusieurs
résidus acides (Chan et ai, 1986; Meggio étal, 1978; Pinna etaL, 1979;Tuazon et
aL, 1979; Walton etaL, 1985) . La spécificité de la CKII a aussi été étudiée avec laide
de peptides synthétiques. La séquence consensus minimale reconnue par l'enzyme est
S/T-X-X-D/E, où les résidus serine ou thréonine peuvent être phosphorylés (Kuenzel
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étal., 1987). On a démontré qu'à l'intérieur d'une séquence acide, un résidu serine
était phosphorylé 10 fois plus rapidement qu'un résidu thréonine (Kuenzel et at,
1987). De plus, la présence d'un résidu acide en position n+3 est nécessaire pour que
le peptide soit reconnu comme un substrat (Kuenzel et aL, 1987) . Dans une étude
similaire, on a mesuré l'effet du nombre de résidus acides en position C-terminale du
site de phosphorylation (Marin et ai, 1986). Ainsi, cette étude a démontré qu'un
peptide contenant un groupe de 5 résidus acides en position C-terminale du site de
phosphorylation est phosphorylé 10 fois plus rapidement qu'un peptide ne
contenant que 3 résidus acides.

L'importance de ce motif de phosphorylation dans le processus
d'immortalisation ou de transformation cellulaire a été peu étudiée mais un survol
de la littérature scientifique et l'examen des résidtats obtenus par difFérents mutants
des oncoprotéines virales nous permettent d'en apprécier l'importance.

Pour la protéine E1A de l'adénovirus de type 5, la deletion des acides aminés
133 à 142, qui a pour efFet d'amputer le motif CIQI de ses résidus acides, entraîne
la diminution de la formation de foyers après infection de cellules de rein de
souriceau à 6% des niveaux observés avec le virus sauvage CWhyte et al, 1988).
L'imponance du motif de phosphoryladon par la CKII a été étudiée plus en détail
chez HPV et a été impliquée dans son potentiel oncogénique. La protéine E7 de la
plupart des types de HP V contient aussi un motif de phosphorylation par la CKII
en aval de la séquence impliquée dans la liaison à pRb (Barbosa et ai, 1990). Cette
étude a démontré que les résidus sérine-31 et -32 de la protéine E7 du HPV16 sont
phosphorylés in vitro et que cette phosphorylation est inhibée à de faibles
concentrations d'héparine, un inhibiteur connu de la CICII, et se produisait aussi
bien en présence de GTP que d'ATP, ce qui suggère que la caséine kinase est
responsable de cette activité. La protéine E7 contenant la double mutation sérine-
31/32 n'esr pas phosphotylée par la CKII purifiée ou par des extraits de cellules
HeLa qui sont en mesure de phosphoryler la protéine sauvage. De plus,
l'interruption de la séquence de cinq acides aminés acides par l'imroduction d'un
résidu aspartate en position 35 et d'un résidu hisridine en position 36, ce qui réduit
à trois le nombre d'acides aminés acides en aval des résidus serines, a pour eflFet de
réduire de façon drastique la phosphorylation de la protéine mutante.
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L'aaivité biologique des protéines mutantes a aussi été mesurée dans des
essais de transformation cellulaire. La protéine E7 sauvage peut induire la croissance
de cellules NIH 3T3 en absence de support. La substitution d'un seul résidu serine
(31 ou 32) a un efFet marginal sur la capacité de la protéine mutante à induire la
croissance de cellules NIH 3T3 en absence de support alors qu'une double
substitution (arginine-31/proline-32) réduit cette activité à 19% de celle de la
protéine sauvage (Barbosa et at, 1990) . La mutation du résidu cystéine-24 ou de
l'acide glutamique-26, deux résidus conservés de la séquence liaison à pRb, a pour
effet d'abolir la liaison de pRb in vitro. Cependant, aucune des mutations dans le
domaine de phosphorylation CKII n'afFecte l'association de pRb à la protéine E7 de
HPV16. Ces résultats démontrent que les mutations des serines 31 et 32 n'ont pas
d'efFet sur la liaison de pRb mais réduisent néanmoins l'activité biologique de la
protéine et suggèrent que la liaison à pRb n'est pas suffisante pour la pleine aaivité
biologique de la protéine E7 de HPV16.

La capacité de la protéine E7 du VPH16 à coopérer avec l'oncogène ras
active a été mesurée dans des essais de co-transformation dans des cellules de rein de

rat (Baby rat kidney cells: BRK) (finhff et al., 1991). Les substitutions des résidus

sérine-31 et -32 par des résidus alanines, ou les substitutions des sue résidus acides

du site de phosphorylarion CKII par des résidus glycines, ont pour effet d'abolir la

capacité de la protéine E7 à coopérer avec un oncogène ras activé. Il est intéressant

de noter qu'il a été impossible d'établir des lignées cellulaires immortelles à partir de
cellules transfectées avec un vecteur codant pour l'une ou l'autre de ces différentes

mutations alors que cela est possible avec un vecteur codant pour la protéine E7

sauvage.

La liaison des difFérents mutants de la protéine E7 de HPV16 à pRb a par la
suite été mesurée et on ne trouve aucune différence significative dans la capacité de lier
pRb chez les trois protéines. Cependant, comme le notent les auteurs, œs expériences
n'éliminenr pas la possibilité de difFérenœs mineures dans l'affinité de liaison à pRb des
trois protéines.

Le site de phosphorylarion pour la CKII a d'autre part été associé à la cinétique
du transport vers le noyau de l'antigène grand T de SV40 (Jans et Jans, 1994) . La
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n substitution des résidus serines 111 et 112 par des résidus non-phosphorylables, ou
la mutation des résidus (Asp-113-Asp-Glu) faisant partie du motif reconnu par la
CKII, diminuent le taux d'importation au noyau à 4% de la molécule sauvage.

0
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2.1.5 Région conservée 3 (CR3); domaine du doigt de zinc

Les oncoprotéines virales E7 de HPV, la protéine E1A d'adénovirus et l'antigène
grandT de polyome sont des protéines qui peuvent lier le zinc (Barbosa état, 1989;
Bergqvist etaL, 1990; Culp et ai, 1988). Elle contiennent toutes des motifs qui ont
été impliqués dans la liaison d'un atome de zinc grâce à des résidus cystéines et
histidines, qui forment une structure appelée doigt de zinc. Il existe plusieurs types
de motifs doigt de zinc que l'on retrouve au sein de difFérents types de protéines
comme certains facteurs de transcription, des enzymes et des récepteurs hormonaux
(Berg, 1986; Coleman, 1992).

Les doigts de zinc retrouvés chez tous les antigènes grand T du groupe des
virus du polyome ont un motif C2H2 illustré à la figure 5A (Pipas, 1992). Ce
motif contient des paires de cystéines et d'histidines qui sont séparées par une boucle

de 11 à 17 acides aminés. On peut imaginer cette structure comme une boucle

d'acides aminés ancrée par un atome de zinc (voir figure 5B). Tous les antigènes

grand T contiennent aussi un troisième résidu histidine. Bien que les motifs doigt

de zinc aient été souvent impliqués dans la liaison à l'ADN, ils peuvent aussi jouer

un rôle dans les interactions protéines-protéines (Berg, 1986; Coleman, 1992) . On

a démontré que la région contenant le doigt de zinc de l'anugène grand T de SV40
était nécessaire pour la formation d'hexamère et la dénamration de l'origine de
replication (Loeber et aL, 1991). En présence d'ATP, il y a formation de complexes
protéiques composés d'un double hexamère d'antigène grand T qui possèdent une
plus grande affinité pour l'origine de replication virale que l'antigène grand T non-
complexé (Borowiecet Hurwitz, 1988; Dean étal., 1987; Deb ctTegtmeyer, 1987;
Mastrangelo et ai, 1989). Le motif de doigt de zinc joue aussi un rôle important
dans l'aaivité transformante du virus puisque la mutation d'un seul résidu cystéine
ou histidine diminue l'efficacité de transformation de cellules primaires de souris par
environ 50% (Loeber et al., 1989). Ludlow et aL, (1990) ont démontré que la
formation de complexes entre l'antigène grand T de SV40 et pRb impliquait les
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FIGURE 5

A) ALIGNEMENT DES MOTIFS DOIGT DE ZINC DES ANTIGÈNES GRAND T
DU GROUPE DES VIRUS DU POLYOME

SV40: virus simien 40; BKV: virus BK; JCV: virus JC; LPV: virus du polyome

lymphotropique; PyV: virus du polyome murin; HaPV: virus du polyome de
hamster; KV: virus K; BPV: virus du polyome bovin; BFDV: virus de la maladie de

l'oiselet de la perruche.

0
B) REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DU DOIGT DE ZINC DE L'ANTIGÈNE
GRAND T DU VIRUS DU POLYOME MURIN

Le motif de type C2H2 comprend les résidus cystéine-452 et -455 et hisudine-469
et -472 qui sont séparés par une boucle de 13 acides aminés.
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formes oligomériques de la protéine virale (Ludlow et al, 1990) . Si l'analyse de
l'antigène grand T de SV40 a démontré l'importance du motif du doigt de zinc pour
la formation d'hexamères impliqués dans la replication de l'ADN viral, ces études
n'ont cependant pas examiné la liaison du zinc par la protéine virale.

La protéine E7 est la principale protéine transformante des HPV de type 16 et
18. La protéine E7 est une phosphoprotéine de 98 acides aminés et d'environ 11 k0a
qui est aussi en mesure de lier le zinc par deux motifs Cys-X-X-Cys dans sa portion
C-terminale (Barbosa et Schlegel, 1989; Smotkin etWettstein, 1987). La protéine
E7 des HPV16, 18, 31 et 33 est capable d'immonaliser des cellules primaires de
cellules de rongeurs et peut coopérer avec la forme activée de l'oncogène ras pour
induire leur transformation complète (Mûnger état, 1989). L'expression continue
de E7 est nécessaire à la conservation d'un phénotype transformé chez les cellules
primaires de rongeurs (Crook et ai, 1989). Plusieurs études ont démontré que
l'immortalisation de kératinocytes primaires humaines néœssite les protéines E7 et
E6 des HPV du groupe à haut risque (Barbosa et Schlegel, 1989; Manger et al.,
1989). De plus, le motif de doigt de zinc de la protéine E7 a aussi été impliqué dans
l'activité immortalisante ou transformante de la protéine. L'introduction de
mutations dans le motif doigt de zinc présent dans la portion C-terminale de la
protéine E7 entraîne l'éliminadon de l'activité immortalisante sur des kéradnocytes
CTewers et ai, 1992) et l'inhibition complète ou partielle de la transformation dans
les cellides de rongeurs (Edmonds etVousden, 1989). Mclniyre état, (1993) ont
démontré que la protéine E7 de HPV18 est en mesure de former un homodimère
par son interaction avec le zinc (Mclntyre et ai, 1993). Les mutants E7 possédant
une mutation dans l'un ou l'autre des motifs Cys-X-X-Cys de la protéine sont
incapables de former des homodimères et de transformer, en coopération avec le
gène ras activé, des cultures primaires de cellules embryonnaires de rat. Ils n'ont
cependant observé aucune altération dans l'habileté de la protéine à lier pRb.

On a démontré que l'antigène grand T du virus du polyome était aussi en
mesure de former des complexes oligomériques d'environ 670 kDa ce qui
correspond à la taiïle d'un hexamère composé de sue unités de 90 à 100 kDa chacune
CWang et Prives, 1991). Le motif de doigt de zinc est œnstitué des résidus ç^stéines 452
et 455 ainsi que les résidus hisridines 465-469 et 472. Rose et SchafBiausen (1995) ont
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n démontré qu'une mutation ponctuelle impliquant un des quatre résidus conservés
(Cys-452, Cys-455, His-465 et His-469) bloquait l'habileté de l antigène grand T à
répliquer l ADN viral sans empêcher la liaison de l'antigène grand T à l'ADN (Rose
et Schafîhausen, 1995). Ces antigènes grand T mutants sont aussi incapables de
s'associer pour former des complexes de hauts poids moléculaire. Le motif de doigt
de zinc de l'anugène grand T du virus du polyome est donc essentiel pour la
replication du génome viral. Mais pour l'antigène grand T du virus du polyome
marin, l'importance du motif de doigt de zinc dans l'immortalisation cellulaire n'a
pas été étudiée directement.

0

2.1.6 Région entre les acides aminés 256 et 272

Cette région de l'anugène grand T de polyome, entre les acides aminés 256 et 272,
correspond à la position du domaine de liaison à pRb chez l'antigène grand T de
SV40. On y retrouve deux des quatre acides aminés de la séquence consensus de
liaison à pRb soit; D-X-X-C-X-X. Pour ces raisons, nous avons désigne cette région
comme site "potentiel" (cryptic) de liaison à pRb. Cette région de l'antigène grand
T du virus du polyome a été peu étudié. Backus et ai, (1987) ont démontré que
cette région est un site majeur de phosphorylation des résidus serines et thréonines
mais son imponance pour l'activité biologique de la protéine reste inconnu.

2.2 DISSOCIATION DU COMPLEXE pRb/E2F

Plusieurs oncoprotéines virales sont en mesure de dissocier le complexe pRb/E2F.
L'interaction de haute afiiriiré entre le domaine A/B de pRb et les oncoprotéines
virales se fait par le motif L-X-C-X-E dans la CR2 des protéines E1A d'adénovirus
CWhyte et ai, 1988), la protéine E7 de HPV (Mûnger et ai, 1989), et les
antigènes grand T de SV40 (Ludlow et at, 1989) et du virus du polyome murin
(Larose et ai, 1991; Pilon et al, soumis). Le facteur de transcription E2F-1 ne
contient pas le motif L-X-C-X-E mais le complexe pRb/E2F-l peut être dissocié in
vitro par un peptide contenant ce motif (Helin et ai, 1992; Kaelin et at, 1992) .
Seul le domaine A/B de pRb est nécessaire pour la liaison du facteur de transcription
E2F tandis que la formation d'un complexe pRb/E2F et DNA nécessite aussi le
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domaine C-terminal de pRb (Hiebert, 1993; Q.ian état, 1992; C^in état, 1992).

Bien que le peptide contenant le motif L-X-C-X-E puisse dissocier le complexe

pRb/E2F il n'est pas en mesure de dissocier le complexe pRb/E2F/ADN (Huang et
aL, 1993; Ikeda et Nevins, 1993; Wakon etaL, 1985).

Comment les oncoprotéines virales dissocient-elles le complexe
pRb/E2F/ADN? Pour la protéine E1A d'adénovirus, on a démontré que la CRI et
la CR2 sont nécessaires pour la dissociation du complexe pRb/E2F (Ikeda et
Nevins, 1993). Pour la protéine E7 de HPV16, on a démontré que la dissociation
du complexe pRb/E2F nécessitait plutôt les CR2 et CR3 (Huang étal, 1993). On
a proposé un modèle de la dissociation du complexe pRb/E2F par les oncoprotéines
virales qui est illustré à la figure 6 (Fattaey et al., 1993; Ikeda et Nevins, 1993).
Premièrement, le motif L-X-C-X-E de la CR2 permet à l'oncoprotéine virale de
cibler pRb par une interacton de haute afiinité avec le domaine A/B de pRb. Cette
interaction permet ensuite une interaction plus faible de la CRI de E1A, ou la CR3
de E7, qui permet de déplacer le facteur de transcription E2F de pRb (Fattaey et
aL, 1993; Ikeda et Nevins, 1993).

u
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FIGURE 6

0

MODÈLE DE LA DISSOCIATION DU COMPLEXE pRb/E2F, pl07/E2F PAR
LA PROTÉINE E1A D'ADÉNOVIRUS.

La protéine E1A interagit avec les protéines pRb (ou pl 07) par deux régions
difFérentes, la CRI et la CR2. La CR2 permet l'interaction initiale avec le complexe
pRb/E2F. La dissociation du complexe se fait dans des conditions d'équilibre
normales grâce à la CRI qui déplace E2F et lie pRb (ou pl 07) empêchant ainsi le
complexe de se former à nouveau. La protéine E1A entraîne l'équilibre de cette
reaction vers la dissociation des complexes pRb/E2F (ou pl07/E2F) et la présence
de facteur de transcription E2F libre.
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3.0 SÉNESCENCE ET IMMORTALITÉ

Chez les eucaryotes, la capacité de la plupart des cellules différenriées à proliférer est
limitée; une cellule normale est capable d'efFectuer un nombre déterminé de
divisions cellulaires. Ce processus, appelé vieillissement ou sénescence cellulaire, a
d'abord été décrit il y a plus de trente ans par Hayflick et Moorhead et est caraaérisé
par l'arrêt de croissance chez des fibroblastes en culture (Hayflick et Moorhead,
1961). Ils ont observé que les cellules normales en culture étaient capables
d'efFectuer un nombre déterminé de divisions cellidaires, démontraient des

changements morphologiques particuliers et cessaient toute prolifération (Hayflick,
1976). Cependant, une cellule peut occasionellement échapper au processus de
sénescence et acquérir une capacité de prolifération apparemment illimitée, ce qui
donne naissance à une lignée cellulaire immonelle.

Il existe plusieurs raisons de croire que la sénescence cellulaire se produit
aussi in vivo. Par exemple, il y a une étroite corrélation entre la capacité des cellules
à se diviser en culture et l'âge du donneur duquel ces cellules sont dérivées (Martin
et al., 1970). Cette corrélation a aussi été démontrée pour plusieurs tissus chez la

souris (Cameron, 1972) et de l'épiderme chez l'humain (Grove et Klingman,
1983). Des cellules dérivées de glandes mammaires normales de souris,
transplantées en série, démontrent une capacité de prolifération limitée tout comme
les cellules de la moelle osseuse (Daniel, 1972).

3.1 GÉNÉTIQUE ET SÉNESCENCE.

Plusieurs études ont démontré que la fiision d'une cellule normale et d'une cellule
immortelle résulte en une cellule hybride sénescente (Koi et Barrett, 1986; Pereira-
Smith et Smith, 1988). Ces résultats suggèrent que le phénotype de sénescence est
dominant et le phénotype de l'immortalité cellLdaire est récessif. L'explication la plus
simple de cette observation est que l'immortalisation cellulaire nécessite la pêne des
deux allèles d'un gène dominant. Mais il est peu probable que le processus de
sénescence soir sous le contrôle d'un seul locus puisque:

0
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n l- Des études portant sur la fusion cellulaire ont établi que chez les cellules
humaines il existe au moins quatre groupes de complémentation pour
l'immorralité cellulaire (Pereira-Smith et Smith, 1988).

2- Le transfert de chromosome a démontré que des gènes impliqués dans
la sénescence étaient présents sur les chromosomes humains l, 4 et X
(Klein etal.,l39Ï; Ning etaL,ï991; Suguwara étal., 1990). Toutefois,
l'identité et la fonction de ces gènes sont encore inconnues.

3- Les oncogènes immortalisant les cellules humaines codent généralement
pour des protéines nucléaires multifonctionelles qui lient et inactivent
au moins deux protéines, en particulier le produit des gènes
suppresseurs, pRb et p53.

0

0

3.2 IMMORTALISATION CELLULAIRE.

La fréquence d'immonalisation cellulaire spontanée dépend de l'espèce animale

dont originent les cellules. Pour la plupart des cellules de rongeurs, la fréquence à

laquelle un variant immortel apparaît spontanément dans une culture cellulaire

sénescente est un événement rare mais mesurable, se produisant à une fréquence de

à 1x10~° (Todaro et Green, 1963). La fréquence d'immortalisation peut

être augmentée de façon significative par le traitement des cellules avec des agents
cancérigènes ou par la transfection d'oncogènes (Chang, 1986). Les oncoprotéines
virales des virus à ADN oncogènes tel que l'andgène grand T de SV40 (Todaro et
Green, 1964), l'anugène grand T du virus du polyome murin (Rassoulzadegan et
at, 1983), la protéine E7 de HPW (Manger et aL, 1989) et la protéine E1A
d'adénovirus (Zerler et ai, 1986) sont très efficaces pour immortaliser ou
transformer les cellules de rongeurs.

Cependant, chez les cellules humaines, la sénescence est virtuellement

complète, l immortalisation spontanée de fibroblastes humains nayant jamais été
rapportée dans la littérature et sa fréquence est probablement moins de 1x10'J
(McCormick et Campisi, 1991). Les cellules humaines peuvent être immortalisées

par de fortes doses d'agenrs cancérigènes ou par l'introduction d'oncogènes viraux
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mais la fréquence d'immonalisation reste très faible, de l'ordre de 1x10~0 à 1x10"
(McCormick et Campisi, 1991). Plusieurs études de l'immortalisation de cellules
humaines par l'anugène grand T de SV40, suggèrent que celle-ci nécessite au moins
deux altérations génétiques pour développer un phénotype d'immortalité (Radna et
^,1989; Wright ^^,1989).

3.3 LA RÉGULATION DE LA SÉNESCENCE SE FAIT PAR UN MÉCANISME COMPORTANT

DEUX ÉTAPES: Ml ET M2.

Les cellules humaines sont résistantes aux traitements (agents mutagènes,
cancérigènes et transfection d'oncogènes) qui immortalisent les cellules de rongeurs.
Les cellules humaines peuvent être immortalisées par l'anrigène grand T de SV40 à
une fréquence faible de 1x10~/ mais ce système est quand même utile pour étudier
l'immortalisation cellulaire. La fonction immortalisante de SV40 réside dans son

antigène grand T. Plusieurs groupes ont démontré que l'expression continue de
l'antigène grand T était nécessaire pour la prolifération des fibroblastes humains
immortalisés. En effet, ces cellules arrêtent de se diviser aussitôt que l'expression de
grand T est arrêtée ou inactivée par l'incubation des cellules à la température
restrictive, si elles ont été immortalisées par un antigène grand T thermosensible
(Radna et al., 1989; Wright et aL, 1989). Les cellules prennent alors une

morphologic typique des cellules sénescentes et expriment une série de marqueurs
associés à la sénescence.

0

Les fibroblastes humains transfectés avec l'anrigène grand T de SV40 voient
leur durée de vie prolongée d'environ 20 doublements de population (Ide et ai, 1984;
Stein, 1985). Après œtte période, la culture entre dans une période de crise où les taux
de replication et de mon cellulaire sont d'abord équivalents et la taille de la populadon
cellulaire reste la même puis décline. A une fréquence d'environ lxl0'/, une cellule
échappe à cette période de crise pour donner naissance à une colonie qui
éventuellement produira une lignée cellulaire éablie (Shay et Wright, 1989) . Les
cellules transfectées avec un antigène grand T inductible sont dépendantes de
l'expression de l'antigène grand T pour leur prolifération cellulaire non seulement
durant la période où leur durée de vie est prolongée mais aussi après la période de crise,
alors qu'elles forment des lignées cellulaires (Ide et ai, 1984; Wright état, 1989).
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Shay et at, (1989, 1991) ont décrit un modèle en deux étapes de la
sénescence cellulaire afin d'expliquer ces observations (Shay et aL, 1991; Wright et
at, 1989). Durant la première étape de mortalité (Ml), certaines molécules sont
présentes et empêchent la division cellulaire. En liant et inactivant ces molécules,
l'antigène grand T de SV40 contourne ce mécanisme et permet aux cellules de se
diviser, ce qui prolonge leur durée de vie, jusqu'à ce que la deuxième étape de
mortalité (M2) soit induite. M2 cause la crise et l'inactivation d'un gène critique,
possiblement par une mutation, et permet aux ceUides d'échapper au mécanisme
M2 et de devenir immortelles. Ces cellules immortelles ont cependant conservé un
mécanisme Ml intact et nécessitent donc l'expression continue de l'antigène grand
T pour bloquer son action.

Ainsi, la difFérence observée entre la fréquence d'immortalisarion des cellules
humaines et de rongeurs pourrait être expliquée par le nombre d'événements requis
pour l'immonalisauon cellulaire (McCormick et Maher, 1988; Shay et Wright,
1989). Selon cette hypothèse, l'immorralisation des cellules de rongeurs se fait par
un mécanisme en une seule étape, un seul événement étant suffisant pour
contourner le mécanisme de sénescence Ml. Cette hypothèse suppose que les
cellules de rongeurs possèdent un mécanisme M2 beaucoup moins efficace
puisqu'elles n'entrent pas en crise et semblent être immortalisées direaement.
D'autre part, l'immortalisation de cellules humaines nécessiterait l'inactivation des
mécanismes Ml et M2.

0

Les gènes "suppresseurs" pRb et p53 ont été ainsi nommés à cause de leur
capacité à induire un arrêt de la croissance cellulaire lorsqu'ils sont exprimés dans
des lignées cellulaires immortelles (Finlay et aL, 1989; Huang et ai, 1988). Les
oncoprotéines virales de plusieurs virus à ADN oncogènes (DeCaprio et aL, 1988;
Manger étal., 1989; Whyte et ai, 1988) lient et inacdvent p53 et pRb in vivoet la
perte de ces interactions résulte en l'abolition de leur activité immortalisante (Larose
et al., 1991; Shay et al., 1991; Whyte et ai, 1989). Nous considérons
l'immortalisation cellulaire comme un processus où l'activation d'un ou plusieurs
gènes cellulaires entraîne la perturbation du cycle cellulaire et la replication de
l'ADN de façon continue et ce, de façon indépendante de stimulateurs exogènes.
Chez beaucoup de types cellulaires, la cellule perçoit cette perturbation du cycle
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cellulaire où deux signaux physiologiques s'opposent, prolifération cellulaire et arrêt
du cycle cellulaire, et répond en activant son programme de mort cellulaire ou
apoptose. Il n'est donc pas étonnant de constater que la plupart des virus à ADN
oncogènes possèdent la capacité de lier ou d'inactiver p53 qui est nécessaire pour
certaines voies d'apoptose.

Un rôle important pour pRb et p53 dans le processus d'immortalisadon
cellulaire nous est suggéré par plusieurs expériences récentes. Christensen et al.,
(1995) ont établi des lignées cellulaires de fibroblastes provenant d'embryons
normaux pour le gène Rb (pRb +/+) et d'embryons homozygotes pour une
mutation dans ce même gène (pRb -/-) (Christensen et Impériale, 1995). Ils notent
que les cellules dérivées d'embryons Rb -/- n'entrent pas en crise et s'établissent
facilement, alors que les cellules Rb +/+ entrent en crise avant qu'une minorité de
cellules donnent naissance à des lignées cellulaires. De plus, les cellules Rb -/- ont
tendance à atteindre de fortes densités de saturation et à former des foyers. Les
auteurs ont pensé que la mise en culture des cellules aurait pu avoir pour effet de
sélectionner les cellules ayant acquis une mutation dans le gène p53. L'analyse de
p53 dans ces cellules a indiqué que le gène était sauvage. Ces résultats suggèrent
donc que pRb est impliqué dans le processus de sénescence cellulaire.

Harvey et aL, (1993) ont caractérisé la croissance de cellules embryonnaires
de souris isolées d'embryons homozygotes pour une mutation dans le gène p53
(p53 -/-) (Harvey etaL, 1993) . Leur étude a démontré que les fibroblastes de souris

homozygotes p53 -/- croissent rapidement et atteignent plus de 50 passages sans
jamais entrer en crise comme le font les cellules isolées d'embryons hétérozygotes
p53 +/- et normaux p53 +/+. De façon surprenante, les cellules hétérozygotes p53 +/-
perdent l'allèle sauvage du gène p53 très tôt pendant leur passage en culture et
malgré cela, la plupart de ces cellules entrent en sénescence. Ces résultats suggèrent
que la perte de p53 n'est pas suffisante pour conférer l'immortalké cellulaire et n'a
pour effet que de faciliter d'autres altérations génétiques nécessaires à
l'immortalisation.

u
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3.4 SÉNESCENCE, IMMORTALISATION ET CYCLE CELLULAIRE

Les fibroblastes sont parmi les cellules les plus faciles à propager en culture et pour
cette raison, elles sont fréquemment utilisées dans l'étude du processus de
sénescence. Elles sont aussi les cellules les plus souvent utilisées pour étudier les
mécanismes moléculaires de contrôle de la croissance cellulaire. Ainsi, les progrès les
plus récents de notre compréhension de la sénescence découlent de la fusion de ces
deux champs d'études.

L'étude des gènes impliqués dans le contrôle de la croissance cellulaire
suggère que les gènes induits pendant la transition de la phase GO à la phase G l et
S du cycle cellulaire peuvent être classifies en trois catégories selon l'ordre temporel
de leur expression:

l- Les gènes de la réponse précoce sont induits l à 2 heures après la
stimulation mitogénique et de façon indépendante à l'expression
antérieure d'autres gènes.

2- Les gène exprimés à partir du milieu de la phase G l jusque tardivement
en G l, qui sont induits plusieurs heures après la stimulation par des
agents mitogènes et qui nécessitent la synthèse de protéines de nova.

3- Les gènes de la réponse tardive en G l qui sont exprimés tout juste avant
le début de la phase S (Herschmann, 1991).

On croit généralement que les cellules sénescenres sont arrêtées en phase
GO/Gl du cycle cellulaire parce qu'elles contiennent une quantité d'ADN
correspondant à ce stade (Yanishevsky et at, 1974). L'induction de certains gènes
de la réponse précoce et du milieu de la phase G l dans les cellules sénescentes sans
l'entrée dans la phase S du cyde cellulaire, suggère que les cellules sénescenies sont
efFectivement bloquées en G l. L'incapacké d'induire l'expression des gènes codants
pour cdc2, la cycline A et de phosphoryler pRb chez les cellules sénescentes (Futreal
et Barren, 1991; Richter étal., 1991; Stein étal., 1990; Stein étal., 1991) sont des

observations en accord avec l'hypothèse selon laquelle les cellules sénescentes sont

arrêtées tard en G l, près de la frontière Gl/S. Il est donc possible que le produit des

gènes impliqués dans la sénescence soient des régulateurs négatifs qui arrêtent les
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n cellules de façon permanente en G l en interférant avec les protéines impliquées
dans la progression du cycle cellulaire de la phase G l à la phase S.

0

3.5 LES VOIES DE TRANSDUCTION DES SIGNAUX RÉGULÉES PAR LES AGENTS

MITOGÈNES SONT PERTURBÉES DANS LES CELLULES SÉNESCENTES

Les fibroblastes humains diploïdes (Human Diploid Fibroblasts: HDF) entrent dans
une phase de quiescence (GO), quand ils atteignent une forte densité celltdaire ou si
ils sont privés de sérum. Les cellules quiescenres et sénescentes bloquées en GO/Gl
ont beaucoup en commun. Cependant une différence importante existe entre elles;
les cellules quiescentes peuvent quitter cet état quand elles sont stimulées par le
sérum alors que les cellules sénescentes en sont incapables. Ainsi, la stimulation par
le sérum de HDFs quiescentes induit une cascade de signaux culminant par l'entrée
des cellules en phase S après 12 à 18 heures. Par contre, les HDFs sénescents sont
incapables de passer en phase S après une stimulation par le sérum. Ainsi, en
comparant la réponse des deux populations, on a pu déterminer des diflFérences
importantes dans leurs réponses respectives face à des agents mitogènes et ainsi
déterminer les voies de transduction des signaux non fonctionnelles.

3.5.1 Déficience des voies de régulation des gènes de la réponse précoce dans les
cellules sénescentes

Les œUules HDFs sénesœntes sont incapables d'exprimer c-fos lorsqu'eiïes sont
stimulées par le sérum (Seshadri et Campisi, 1990). La protéine c-fos fait partie du
faaeur de transcription AP-1 dont l'activité est requise pour entrer en phase S chez les
fibroblastes stimulés par le sérum (Riabowol etaL, 1992). Cependant, l'induction de
l'expression de c-fos et de l'aaivité AP-1 dans les HDFs sénescents par la microinjeaion
d un oncogène roï activé n'entraîne pas la synthèse de l'ADN ce qui suggère la présence
d'autres mécanismes empêchant la progression du cycle œllukire (Rose etaL, 1992).

L'élément de réponse au sérum (Serum Responsive Element: SRE) du
promoteur de c-fos lie plusieurs faaeurs de transcription dont le facteur de réponse au
sémm (Serum Response Factor: SRF) qui est hyperphosphorylé dans les œllules



43

n

0

sénesœntes (Aradja état, 1994). La forme hyperphosphorylée du SRF est incapable de
lier le SRE ce qui suggère que œtte altération pourrait être responsable de la diminution
de lexpression de c-fos dans les ceUides sénesœntes stimulées par le sérum.

Les esthers de phorbol, qui sont des acdvateurs de la protéine kinase C (PKC),
peuvent induire l'expression de c-fosàans les cellules quiesœntes et les œllules sénescentes
(DeTata et al, 1993; Riabowol et al, 1992). Ces résuluts suggèrent que les cellules
sénesœntes sont déficientes dans l'acdvation de la PKC en réponse à la stimulation par
le sérum. De plus, les œllules sénesœntes sont incapables d'activer la phospholipase D,
ce qui entraîne l'incapacké de générer des quantités suffisantes de diaglycérol qui est
l'activateur endogène de la PKC C/enable etaL, 1994).

Les MAP kinases font parde d'une voie de transducdon des signaiK essentielle
à la progression cellidaire et qui est induite par les agents mitogènes (Hall, 1994). Cette
voie biochimique implique l'activation séquentielle de Ras, Raf, et des MAP kinase
kinases qui acdvent alors les MAP kinases en les phosphotylant. Une des foncuons de la
MAP kinase activée est de phosphoryler le complexe ternaire qui lie le promoteur de c-
fis (Gille et ai, 1992), ce qui suggère que le manque de sdmulation de c^ pourrait
dépendre d'une MAP kinase inaaive. Dans les cellules sénesœntes, la forme de MAP
kinase de 42 kDa n'est pas phosphorylée après la stimulation par le sérum alors que cette
même protéine est phosphorylée dans les cellules quiesœntes (Afshari etaL, 1993).

3.5.2 Événements de la phase Cl tanlive déficients dans les œllules sénesœntes

Les cellules sénescenres stimulées par le sérum sont incapables d'exprimer plusieurs gènes
de la phase G l tardive (résumé à la figure 7). Parmi œs gènes, on retrouve ceux codant
pour TK, la DHFR, le PCNA, la polymérase à ADN alpha, la cycline A, cdc2, de même
que les histones (Chang et Chen, 1988; Pang et Chen, 1994; Pang et Chen, 1993; Stein
etaL, 1991). Ces résultats suggèrent que les cellules sénescentes sont incapables de passer
le point de restriction (R). Le point R a été défini comme un événement ou un
mécanisme qui engage les œiïules dans leur progression dans la phase de synthèse de
l'ADN et de la division cdlulaire sans le besoin ultérieur de sdmulauon mkogénique
(Pàrdee, 1989).

u



0

44

FIGURE 7

0

SOMMAIRE DES ÉVÉNEMENTS PHYSIOLOGIQUES INDUITS PAR LE SÉRUM
DANS LES FIBROBLASTES HUMAINS DIPLOÏDES (HDFS) SÉNESCENTS ET
QUIESCENTS

Les HDFs qulescents stimulés par le sérum induisent l'expression des gènes et
effectuent les activités biochimiques qui apparaissent à la figure l tandis que les
HDFs sénescenrs sont incapables d'induire l'expression des gènes ou des événements
biochimiques qui sont marqués d'une crouc en traits pointillés. On observe aussi
chez les HDFs sénescents des niveaux élevés de p21 et des cyclines D l et E avant et
après stimulation par le sérum, soulignés par les flèches en caractère gras. Tous les
événements du diagramme représentent l'induction de la synthèse d'ARNm et/ou
de protéines.

0
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n La phosphorylation de pRb pourrait faire partie du mécanisme contrôlant le
point R. On a démontré que ces gènes sont tous régulés, ou potentiellement régulés,
par le facteur de transcription E2F (Dalton, 1992; Nevins, 1992; Yamamoto état,
1994). Puisque pRb est sous-phosphorylé de façon constitutive dans les cellules
sénescentes (Stein et ai, 1990), le facteur de transcription E2F pourrait être régulé
continuellement de façon négative par pRb. Cette hypothèse est en accord avec
l'observation que l'expression de l'ARNm de E2F-1, un membre de la famille des
facteurs de transcription E2F, est réprimée dans les cellules sénescentes (Dimri étal.,
1994). De plus, l'expression de E2F-1 est régulée de façon dépendante du cycle
cellulaire et atteint son plus haut niveau à la frontière Gl/S (Shan et ai, 1992;
Slansky et ai, 1993). Cette observation renforce l'hyporhèse selon laquelle E2F
exerce son action principalement à cette période du cyde cellulaire et que la
transcription régulée par E2F-1 pourrait être une étape limitante de la prolifération
cellulaire.

0

0

Les travaux de Singh et ai, (1994) ont été les premiers à impliquer
directement l'expression non-contrôlée de E2F-1 et la prolifération cellulaire. Ainsi,
la surexpression du facteur de transcription E2F-1 dans des cellules embryonnaires
de rat entraîne leur transformation néoplasique complète (Singh étal., 1994) . Ces
résultats suggèrent que E2F-1 est un élément clé contrôlant la progression du cycle
cellulaire. Le potentiel oncogénique de E2F-1 est dépendant de l'intégrité des
domaines de liaison à l'ADN et de transactivation mais n'est pas dépendant de sa
capacité à interagir directement avec pRb (Singh et ai, 1994) . L'expression du
facteur de transcription E2F-1 est aussi suffisante pour induire l'entrée en phase S
de cellules quiescentes Oohnson et ai, 1993; Qin et ai, 1994; Shan et Lee, 1994;
Singh et aL, 1994). De plus, E2F-1 est en mesure de coopérer avec l'oncogène ras
activé pour transformer des cellules embryonnaires de rat 0°hnson et at, 1994).
Cependant, si l'expression du faaeur de transcription E2F-1 induit la synthèse de
l'ADN il semble aussi induire l'apoptose dans certaines lignées cellulaires (Kowalik
et at, 1995; Q.in et at, 1994; Shan et Lee, 1994). Finalement, l'expression
ectopique de E2F-1 dans deux lignées cellulaires humaines et dans une lignée
œllidaire marine n'est pas en mesure d'induire la synthèse de l'ADN. Ces observations
suggèrent que œrtaines cellules nécessitent des facteurs positifs additionnels ou
l'inacuvation de facteurs négatifs de régulation (Dimri et ai, 1994).
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pRb est phosphorylée par un complexe cycline D et une kinase dépendante
des cyclines 4 (CDK4), ou cycline E/CDK2, qui sont activés au cours de la phase
G l (Sherr, 1994). Les cellules sénescentes contiennent une forte concentration d un

inhibiteur des CDKs connu sous le nom de p21SDI,CIPl,WAFl ou simplement,
p21 (Noda et ai, 1994) . Le niveau d'ARNm de p21 est de 10 à 20 fois plus élevé
dans les cellules sénescentes que dans les cellules en prolifération. De plus, Stein et
Dulic (1995) ont observé que le niveau d'expression du gène pl6INK4 (Serrano et
at, 1993), un autre inhibiteur des complexes cycline/CDK, est aussi plus élevé dans
les cellules sénescentes (Stein et Dulic, 1995). Puisque p53 est en mesure de
transactiver l'expression de p21 (El-Deiry et al, 1993), il est possible que
l'augmentation de l'expression de l'ARNm de p21 dans les cellules sénescentes soit
dépendante de p53. Bien que des expériences antérieures aient démontré qu'il y a
peu de difFérence entre le niveau d'expression de p53 dans les cellules sénescentes et
les cellules quiescentes (Afshari et al., 1993), p53 joue clairement un rôle dans le
proœssus de sénescence cellulaire puisque les cellules homozygotes pour une
mutation dans p53 ont une durée de vie prolongée et peuvent entrer en crise (Bond
et ai, 1994; Shay et aL, 1993) . Cependant l'effet sur p21 n'est pas nécessairement
lié direaement à p53 car il existe des voies d'induction de l'expression de p21 qui
sont indépendantes de p53 (Michieli état, 1994).

u

3.6 TÉLOMÈRES ET ACTP^TÉ TÉLOMÉRASE

Les télomères des HDFs en culture perdent de 50 à 65 paires de bases à chaque fois
que l'ADN cellulaire est répliqué puisque œs cellules n'ont pas d'activité télomérase
(Counter et aL, 1992; Harley et aL, 1990). Les cellules humaines cancéreuses et
immortelles possèdent une activité télomérase et sont capables de maintenir
l'intégrité de leurs télomères indépendamment du nombre de divisions cellulaires
(Counter étal., 1992; Harley et ai, 1990). L'érosion des télomères dans les cellules

normales pourrait servir d'horloge biologique reflétant le nombre de divisions
qu'une cellule a accompli. Une hypothèse intéressante du processus de sénescence
est présentée à la figure 8 et émerge des experiences récentes qui ont démontré que
les dommages à l'ADN induits par les radiations ionisantes amènent un arrêt en G l
dépendant de p53 et associé à l'induction de p21, à l'inactivarion du complexe
cycline E/CDK2 et à la sous-phosphorylation de pRb (Dulic etaL, 1994). Puisque
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FIGURE 8

0

MODÈLE D'INHIBITION DE LA SYNTHÈSE DE L'ADN CHEZ LES HDFS

SÉNESCENTS

Le niveau élevé de l'inhibiteur de CDK p21 bloque l'activité des complexes
cyclines/CDKs qui normalement phosphorylenr et inaaivent pRb. D'autres
inhibiteurs de CDKs pourraient aussi jouer un rôle dans l'arrêt en G l des cellules
sénéscentes. Le blocage de la phosphotylauon de pRb empêcherait l'expression de
gènes de la phase G l tardive dont le produit est nécessaire à la progression en Gl/S.
Les points d'interrogations des voies biochimiques à partir du processus de
sénescence indiquent que les mécanismes par lesquels le niveau de p21 est plus élevé
dans les HDFs sénescentes sont inconnus. Il est possible que ces mécanismes soient
similaires à ceux qui entraînent une augmentation du niveau de p21 après des
dommages à l'ADN qui causent un arrêt en G l. L'érosion des télomères pourrait
être perçue par la cellule comme une forme de dommage à l'ADN.

0
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les cellules sénescentes démontrent les mêmes caractéristiques, il est possible que ces

cellules perçoivent l'érosion des télomères comme une forme de dommage à l'ADN

et provoquent un arrêt en Gl par l'intermédiaire de p21 (DiLeonardo et ai, 1994;
Dvdicetal., 1994).

Dans les cultures primaires de fibroblasres embryonnaires de souris, la
longueur des télomères diminue aussi à chaque division cellulaire (Prowse et
Greider, 1995). Cependant, dans les lignées cellulaires immortalisées de façon
spontanée, la longueur des télomères est sable et on peut détecter dans ces cellules
une activité télomérase. De façon intéressante, ce groupe a noté que contrairement
aux tissus humains, plusieurs tissus chez la souris possédaient une activité
télomérase. Les auteurs de cette étude suggèrent que la présence de œtte aaivité
télomérase pourrait expliquer la facilité avec laquelle on peut immortaliser des
cellules de souris en culture alors que l'immonalisation de cellules humaines est

beaucoup plus rare.

Quelle est donc la significadon de cette limite à la proliféiation cellulaire? La
sénesœnœ peut être vue comme une manifestation, au niveau cellulaire, du
vieillissement d'un organisme. Cette idée découle en partie de l'observation que pour
une population cellulaire donnée, le nombre maximum de divisions cellulaires est
généralement inversement proportionnel à l'âge du donneur et directement
proportionnel à la durée de vie maximale de l'espèce. De plus, les cellules dérivées de
patients atteints du syndrome de Werner, qui vieillissent de façon prématurée, senescent
généralement après moins de doublements de population que les cellules dérivées de
donneurs sains du même âge (Martin et cd., 1970; Salk, 1982). D'autre part, la
sénesœnce peut être vue comme un mécanisme ayant pour but de contrôler la
croissance cellulaire et de prévenir l'apparition de tumeurs. Cette théorie découle de
1 observation selon laquelle les événements qui confèrent à une cellule un potentiel de
croissance infinie, augmentent de façon significative la susceptibilité à la
transformation. Ces deux points de vue ne sont pas mutuellement exclusifs et suggèrent
que le phénoiype de croissance œllulaire est contrôlé génétiquement. L'inacdvadon de
gènes impliqués dans le contrôle du proœssus de sénescence cellulaire pourrait
permettre à œrtaines cellules d'échapper aux limites de prolifération ceUulaire et de
devenir immortelles, favorisant ainsi la progression néoplasique.

u
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RÉTINOBLASTOME
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4.1 HISTORIQUE

Le rétinoblastome se manifeste par l'apparition de tumeurs malignes intraoculaires
qui se développent tôt au cours de l'enfance (revue dans Goodrich et Lee, 1993). Il
existe deux formes distinctes de la maladie: une forme héréditaire et une forme

sporadique. Sous sa forme héréditaire, laquelle représente près de 40% des cas, les
tumeurs apparaissent de façon bilatérale, peuvent se présenter en foyers multiples,
et apparaissent à un très jeune âge. Des rétinoblastomes bilatéraux sont quelques fois
diagnostiqués chez des nouveaux-nés. Sous la forme sporadique, les tumeurs sont
unilatérales, à foyer unique et apparaissent généralement vers l'âge de deux ans.

L'observation de rérinoblastomes au sein d'une même famille a été rapponée
dans la littérature depuis 1821 et ces cas familiaux suggéraient que la susceptibilité
au rétinoblastome pouvait être transmise par les cellules germinales (Vogel, 1979).
Par analyse statistique, Knudson avait prédi que ce cancer était produit par deux
événements génétiques successifs qui donnaient naissance au phénotype néoplasique
(Knudson, 1971). Par la sake, Commings (1973) a suggéré que les deux mutations
inactivaient les deux allèles d'un seul gène responsable de la suppression du
rétinoblastome (Commings, 1973). Ces observations ont permis d'établir le
modèle suivant. Dans les cas familiaux, une de ces mutations serait transmise par les
cellules germinates, la deuxième apparaissant de façon indépendante durant le
développement. Dans les cas sporadiques, les deux allèles du même gène suppresseur
seraient inactivées dans une même cellule par des mutations indépendantes au cours
du développement.

Des analyses de caryotypes sur des patients atteints de la forme héréditaire
du rétinoblastome ont démontré que les deux événements successifs se produisaient
en position 13ql4 (Benedict étal., 1983). Le gène du rétinoblastome humain a été
clone grace à ces informations (Dryja et al., 1986; Friend et al., 1986; Fung et al.,
1987; Lee et aL, 1987). Il couvre 200 kb d'ADN et contient 27 exons qui codent
pour une phosphoprotéine nucléaire de 928 acides aminés, qui est exprimée de
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n façon ubiquitaire (Friend etaL, 1987; Lee etaL, 1987). Puisque la perte de Rb était
associée au développement de rérinoblastome, les chercheurs ont alors suggéré que
le gène était impliqué dans le contrôle de la croissance cellulaire. Depuis, des
mutations dans le gène du rétinoblastome ont été impliquées dans plusieurs cancers
chez l'humain dont les ostéosarcomes, le cancer du poumon, du sein, de la vessie et

de la prostate (revue par Weinberg, 1991). Une preuve plus directe du rôle de Rb

comme gène suppresseur a été apportée par l'introduction du gène du

rétinoblastome dans une lignée cellLdaire Rb -/- qui résulte en sa perte de

tumorigénécité (Bookstein étal., 1990; Huang et ai, 1988).

4.2 DOMAINES FONCTIONNELS DE pRb

On a démontré que le produit du gène suppresseur du rétinoblastome interagir avec

plusieurs protéines cellulaires et virales. Des études de liaison in vitro ont permis de

définir plusieurs domaines fonctionnels de pRb impliqués dans les interactions

protéines-protéines. La figure 9 illustre les difFérencs domaines structuraux de la

protéine et permet de mieux visualiser ses interacdons avec d'auttes protéines cellulaires

ou virales. Le premier domaine à être décrit est le domaine A/B ou poche T/E1A, qui

œmprend deux régions distinaes de la protéine le domaine A et le domaine B, séparés

par une séquence simée entre les acides aminés 573 et 645. Le deuxième domaine est

le domaine C-terminal, entre les acides aminés 768 à 928, lequel fonctionne de façon

indépendante du domaine A/B. Finalement, le domaine N-terminal de la protéine,

entre les acides aminés l et 378, est aussi impliqué dans les inreraaions protéines-

protéines.

0

4.2. l Domaine A/B

Le premier domaine identifié chez pRb est consdtué de deux régions disdnaes d'acides
aminés, le domaine A (entre les acides aminés 379 et 572) et le domaine B (entre les

acides aminés 646 et 772) qui forment une structure propice à la liaison de protéines

et que l'on appelle la poche A/B ouT/ElA. Cette stmcture a d'abord été définie comme

site de liaison pour deux oncoprotéines virales, E1A et l'andgène grand T de SV40 (Hu

etaL, 1990; Huang etaL, 1990; Kaelin et ai, 1990).



0

53

FIGURE 9

0

REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DE LA STRUCTURE DE LA PROTÉINE
Rb HUMAINE.

La protéine peur être divisée en au moins quatre domaines qui sont représentés par

les portions ombragées. Le domaine N-terminal (les acides aminés 1-379) est
important pour l'oligomérisation de la protéine in vitro et n'est pas nécessaire pour
son activité suppressive dans les cellules SAOS-2. Le domaine A/B, ou pochette
T/E1A, est formé de deux régions non continues, les sous-domaines A (entre les
acides aminés 379-572) et B (entre les acides aminés 646-772) et est nécessaire pour

la liaison du fàaeur de transcription E2F et des diverses oncoprotéines virales. Les

sous-domaines A et B sont séparés par le domaine de l'espaceur (entre les acides
aminés 572-646) qui n'inreragit avec aucune protéine. Le domaine C-terminal
(entre les acides aminés 772-928) possède des résidus qui peuvent contribuer à la
liaison de protéines par le domaine A/B, est en mesure d'interagir avec la protéine
kinase c-abl et contient un signal de localisation nucléaire. Les sites potentiels de
phosphorylation sont indiqués par la lettre P, de même que la position des résidus
serine et thréonine correspondants. Tiré de Goodrich et Lee (1993).
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Le domaine A/B interagit avec plusieurs protéines cellulaires dont le fàaeur de
uanscripuon E2F (Chellappan et ai, 1991; BCaelin et ai, 1991). Toutes les muations
naturelles ayant pour efFet la perte de foncdon de pRb donnant une protéine stable se
situent dans le domaine A/B, ce qui en souligne l'imponance (Bookstein et ai, 1990;
Horowitz et ai, 1989; Hu et ai, 1990; Huang et ai, 1990; Kaelin etaL, 1990;Templeton
<ïûZ, 1991). De plus, tous œs mutants sont mcapables de lier les oncoprotéines virales et
ne sont pas phosphorylés pendant le cyde cellulaire.

Un domaine A/B foncdonnel est nécessaire, mais n'est pas suffisant, pour que
pRb ait une acdvité suppressive de la croissance cellulaire. L'expression de la protéine pRb
œmplète cause un arrêt en G l lorsquelle est exprimœ de façon ectopique dans des
œllules Saos-2 (une lignée cellulaire qui n'expnme pas de pRb endogène) mais l'expression
d'une protéine tronquée contenant seulement le domaine A/B est sans efFet sur k
progression du çyde œllulaire (Hieberr, 1993; Qin et al, 1992) . Dans les cellules
Saos-2, l'an-êt du cyde œllulaire en G l nécessite l'ocpression eaopique de pRb œntenant
non seulement le domaine A/B mais aussi le domaine C-terminal (Hiebert, 1993).

Il est maintenant ckir que le produit du gène suppresseur du rédnoblastome fait
partie d'une famille de protéines contenant un domaine A/B. Deux de ces protéines ont
été donœs, pl 07 et pl 30, grâce à l'homologie qu'elles démontrent dans les domaines A
et B (Mayol etaL, 1994; Zhu etaL, 1993).

u

4.2.2 Le domaine de l'espaœur

Les domaines A et B sont séparés par une séquence de 75 acides aminés (Hu état, 1990;
Huang et ai, 1990). De peures deletions dans cette séquence n'afFectent pas l'acdvité de
pRb, mais sa déléuon complète inaaive la capacité de pRb à lier les protéines virales (Hu
étal, 1990; Huang etaL, 1990) . La séquence de l'espaœur peut être rcmplacœ par une
sequence aléatoire de longueur identique, ce qui restaure l'acdvité de la protéine (Hu et
al, 1990; Huang état, 1990; Qian étal, 1992). Ces résultats suggèrent que la foncuon
de l'espaœur est de garder un espace déterminé entre les domaines A et B, néœssaire à la
formauon de la poche A/B. Aucune protéine connue n'interagk avec ce domaine de pRb
mais les domaines de l'espaceur des autres protéines de la famUle de Rb, pl07 et pl 30,
sont en mesure de lier la cydine A (Ewen étal, 1992; Faha et ai, 1992).
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4.2.3 Le domaine C-terminal

La région de pRb nécessaire à sa phosphorylarion a été carcographiée à l'extérieur du
domaine minimal A/B (Hamel étal., 1990; Hamel état, 1992; Lees etaL, 1991).

Les régions à l'extérieur du domaine minimal de liaison semblent déterminer la
conformation de pRb et réguler sa fonction. Ainsi, plusieurs études révèlent une
correlation entre la grande poche de pRb (les domaines A et B ainsi que toutes les
séquenœs C-terminales de la protéine) et plusieurs propriétés biologiques et
fonaionnelles de pRb. Par exemple, la grande poche est suffisante pour conférer la
capacité d'inhiber la croissance cellulaire par pRb (Goodrich état, 1991; Qin état,
1992), pour interagir avec le facteur de transcription E2F in vitro (Hiebert et al.,
1992; Qin état, 1992) et pour interagir avec les cyclines de type D in vitroet in vivo
(Dowdy et at, 1993; Ewen étal, 1993).

Le domaine C-terminal de pRb, entre les acides aminés 768-928, a
également la capacité d'inteiagir avec la tyrosine kinase c-abl CWelch et Wang,
1993). La liaison de c-abl à pRb se fait par un mécanisme différent de la liaison du

facteur de transcription E2F ou de la cycline D. En effet, la liaison de c-abl n'est pas

afFeaée par les oncoprotéines virales qui déplacent les protéines liées à la poche

T/E1A. Les domaines A/B et C-terminal peuvent donc interagir avec différentes

protéines de façon simultanée (Welch et Wang, 1993). En effet, pRb peut lier

l'antigène grand T de SV40 et c-abl simultanément (Welch et Wang, 1993).

4.3 pRb ET LE CONTRÔLE DU CTCLE CELLULAIRE

Le gène suppresseur du rétinoblastome exerce son influence au début de la phase G l
du cycle cellulaire. Dans la phase G l du cycle cellulaire, on retrouve pRb sous une
forme sous-phosphorylée. Par ailleurs, l'analyse de pRb pendant les dernières heures de
la phase G l, indique que la protéine est au contraire hyperphosphorylée. La protéine
pRb maintient cet état d'hyperphosphorylation au cours du reste du cycle cellulaire
juqu'à la phase M où elle est subitement déphosphorylée.

0
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Plusieurs évidences suggèrent que la forme sous-phosphorylée de pRb est
responsable de son activité inhibitrice à la progression du cycle cellulaire:

l- les oncoprotéines virales éliminent la fonction biologique de pRb en
liant et séquestrant la forme sous-phosphorylée de pRb, ignorant les
formes hyper-phosphorylées.

2- la forme sous-phosphorylée contrôle un cenain nombre de protéines
cellulaires, dont particulièrement certains facteurs de transcription
nécessaires à la progression du cycle cellulaire.

3- les conditions responsables de la phosphoryladon de pRb entraînent la
proliferation cellulaire.

L'érat de phosphoryladon de pRb suggère un modèle fonctionnel de
regulation du cycle cellulaire. La cellule qui passe à travers la phase G l du cycle
cellulaire arrive à une porte, le point R, qui est fermée par pRb. Si les conditions
sont propices, pRb est phosphorylé et inactive, ce qui permet à la cellule d'avancer
en phase G l vers la phase S. Ainsi, l'inactivation de pRb permet aux celltdes de
traverser la phase G l vers la phase S sans le contrôle normalement imposé par Rb et
sans les influences qui régissent sa phosphorylation. Les facteurs qui inHuencenr la
phosphorylation de pRb incluent des facteurs qui promouvoient la croissance
cellulaire tels que les agents mitogènes de même que les agents inhibiteurs de la
croissance comme le TGFfi et l'inhibition de contact. En perdant pRb, ces signaux
physiologiques perdent leur habileté à contrôler la progression du cycle cellulaire de
façon ordonnée.

u

4.3.1 Contrôle de la phosphorylation de pRb

L'analyse phosphopeptidique de pRb suggère que plus d'une douzaine de sites, des
serines et des thréonines, sont phosphorylés. La nature des kinases impliquées dans
ces événements de phosphorylation est encore inconnue.

Les séquences en acides aminés des sites de phosphorylation de pRb sont
typiques à celles modifiées par les CDKs (Lees état, 1991) . Les cyclines de la phase
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G l, qui servent d'éléments de régulation de leurs CDKs respectives, déterminent la
spécificité de l'holoenzyme pour leurs substrats.

Les cydines de type D (D l, D2 et D3), lesquels roulent l'aaion des kmases
CDK4 et CDK6, sont les plus susœpribles d'êa-e impliquées dans la phosphorylauon de
pRb. L'incubadon de cydines D avec CDK4 ou 6 et une protéine de fusion GST/Rb
entraîne sa phosphorylauon in vitro (Ewen et al, 1993; Kato et ai, 1993). De plus,
différents régulateurs physiologiques qui interfèrent avec l'acdon des CDKs bloquent
aussi la phosphorylation de pRb in vivo. Les cydines de type D sont uniques à cause de
leur capadté à former des œmplexes avec pRb par la séquence conservée L-X-C-X-E, ou
Xpeut-ctre n'importe quel acide aminé (Dowdy et ai, 1993; Ewen etaL, 1993).

Le œmplexe cycline E/CDK2 pourrait aussi phosphoryler pRb in vivo.
L'expression eaopique de k cycline E dans des œllules humaines dérivées d'ostéosarcomes
induit la phosphorylauon de pRb (Hinds et al, 1992). De plus, dans la plupart des
œllules, le niveau d'ARNm codant pour la cycline E augmente de façon dramadque au
milieu de la phase S, au même moment où pRb est phosphorylé ÇKo ff et ai, 1991; Lew
^âZ, 1991).

Il est intéressant de noter que pRb est phosphorylé normalement dans les œllules
transformées par les virus à ADN oncogènes (DeCaprio et at, 1989) . Dans œs cellules,
l'onœprotéine vu'ale occupe chez pRb le site que les çydines de type D occupent
normalement (DeCaprio et al, 1989). Ces résultats suggèrent que certams œmplexes
cydine/CDKs, qui ne dépendent pas de leur association à pRb, peuvent aussi participer
à sa phosphorylauon en phase G l. En parriculier, le complexe cydine E/CDK2 pourrait
pardciper à la phosphorylauon de pRb de façon tardive en phase G l du cyde cellulaire.

La nature précise de k collaboration entre les complexes cydines D et E/CDKs
dans la phosphoryladon de pRb reste obscure. Un modèle simple de la régulation de la
phosphorylation de pRb suggère que les complexes enclines D/CDK4 ou CDK6 sont
responsables de k phosphorylarion initiale de pRb. Les résidus phosphorylés sont
maintenus dans cet état par le complexe cycline E/CDK2. D'autre part, les complexes
cyclines D/CDK4 ou D/CDK6 pourraient modifier pRb de façon que celui-ci
devienne un substrat plus spécifique pour le complexe çycline E/CDK2.
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Un aspect intéressant de la régulation de pRb par la phosphorylauon est sa
localisation cellulaire en fonction de sa phosphorylation. Durant la phase G l, alors
que pRb est hypophosphorylé, la protéine est ancrée au noyau et la phosphorylation
dc pRb en Gl/S entraîne la perte de cette association (Mittnacht et Weinberg,
1991;Templeton, 1992;Templeton état, 1991). Les mutants du domaine A/B, qui
sont incapables de lier les oncoprotéines virales, sont transportés vers le noyau mais
n'y sont pas ancrés (Mittnacht et Weinberg, 1991; Templeton et ai, 1991).
L'association au noyau semble être régulée par l'état de phosphoryladon de pRb.
Lincubation de pRb hypophosphorylé avec des noyaux déficients pour pRb amène
son association avec le noyau alors que l'addition de pRb hyperphosphorylé
n entraîne pas son association au noyau (Templeton, 1992). De plus, les noyaux de
cellules quiescentes ou de cellules en G l, qui ne contiennent que pRb
hypophosphorylé, démontrent un marquage beaucoup plus intense en
immunofluorescence que les cellules en phase S ou G2 (Mirrnacht et Weinberg,
1991). On a démontré que les lamines A et C peuvent interagir avec pRb in vitro
(Mancini et ai, 1994). La capacité de pRb à s'associer au noyau pourrait donc être
une caractéristique importante de pRb nécessaire à la régulation du cycle cellulaire.

u

4.3.2 Fonction biochimique de pRb: contrôle de la transcription par E2F

La forme sous-phosphorylée de pRb est capable de lier et de former un complexe
avec le facteur de transcription E2F (Chellappan étal., 1991). La phosphorylation
de pRb modifie l'interaction entre pRb et E2F. Cette modification résulte en la
dissociation du complexe pRb/E2F ce qui libère le facteur de transcription qui est
alors en mesure d'activer la transcription des gènes sous son contrôle (Chellappan
étal, 1991). Il est maintenant établi que E2F est en fait une famille de facteurs de
transcription étroitement liés. Le facteur de transcription E2F est un hétérodimère
formé d'une protéine de la famille E2F (E2F-1,2,3,4 ou 5) et d'une protéine de la
fàmUle DP (DPI, 2 ou 3) (LaThangue, 1994). Le facteur de transcription E2F lie
la séquence consensus TTTCGCGC qui a été identifiée dans plusieurs promoteurs
de gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire et de la synthèse de l'ADN
dont notamment c-myc, B-myb, cdc2, DHFR, TK, TS et les promoteurs du facteur
de transcription E2F-1 lui-même (La Thangue, 1994; Nevins, 1992). Selon le
modèle actuel, illustré à la figure 10, pRb régule l'expression de certains gènes
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FIGURE 10

0

REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DES COMPLEXES CYCLINE/CDKS

IMPLIQUÉS DANS LA PHOSPHORYLATION DE pRb AU COURS DU CYCLE
CELLULAIRE ET DE L'INTERACÏÏON ENTRE pl30, pRb, pl07 ET DU
FACTEUR DE TRANSCRIPTION E2F

Le complexe pl30/E2F (E2F-5) se retrouve principalement au cours de la phase GO
et au début de la phase G l. Le complexe pRb/E2F est présent au cours de la
transistion Gl/S et est phosphorylé par le complexe cycline D/CDK4, cycline
D/CDK6 ou cycline E/CDK2. Ces complexes pourraient aussi collaborer pour
phosphoryler pRb. La déphosphorylation de pRb libère le facteur de transcription E2F
(E2F-1, -2, ou -3) qui est alors en mesure d'activer la transcription des gènes
nécessaires à la progression Gl/S. PP-1 représente la protéine phosphatase de type
l qui lie pRb et pourrait catalyser sa déphosphorylation. pRb déphosphorylé est de
nouveau en mesure de lier et d'inhiber l'activité transcriptionnelle de E2F. On
retrouve le complexe pl07/E2F (E2F-4 ou -5) en Gl/S et G2. Les conséquences
fonctionnelles de la phosphorylation de ce complexe pl07/E2F par le complexe
cycline A/CDK2 n'est pas connue. La lettre P indique la phosphoryktion.

(J
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impliqués dans la progression du cycle cellulaire et de la synthèse de l'ADN en
séquestrant le facteur de transcription E2F. Mais ce scénario est maintenant
beaucoup plus complexe avec l'arrivée en scène des protéines de la famille de pRb:
pl 07 et pl 30. Ces protéines régulent aussi l'activité transcriptionnelle des membres
de la famille du facteur de transcription E2F et leur surexpression peut causer un
arrêt du cycle cellidaire en G l. La protéine pl 30 semble impliquée dans la
regulation de l'activité transcriptionnelle pendant la transition GO/G1 du cycle
cellulaire (Cobrinik étal., 1993) alors que pl 07 exerce son influence au cours de la
transition G 1/S et en G2. Des cinq facteurs de transcription de la famille E2F, E2F-
l, E2F-2 et E2F-3 lient la forme hypophosphorylée de pRb alors que E2F4 et E2F5
ne lient pRb que faiblement. E2F4 et E2F5 lient fortement pl07 et pl30
(Beijersbergen et ai, 1994; Cao et al., 1992; Cobrinik et al, 1993; Dyson et al.,
1993; Ginsberg et ai, 1994; Lees et aL, 1993; Shirodkar état, 1992) . Il est donc
possible que deux voies biochimiques parallèles existent et cette possibilité soulève
beaucoup de questions. Il n'est pas clair si les différents facteurs de transcription E2F
ciblent les même gènes ou s'ils sont spécialisés dans le contrôle d'un sous-groupe de
gènes pouvant répondre à E2F. De plus, comme nous l'avons illustré à la figure 4,
chaque protéine de la famille de pRb forme des complexes spécifiques à des périodes
précises du cycle cellulaire, ce qui suggère que les difFérents complexes pourraient
assurer le contrôle de gènes spécifiques durant cette période.

La nature du mécanisme de régulation des facteurs de transcription de la
famille E2F est aussi beaucoup plus subtile que la simple séquestration et libération
du facteur de transcription pendant le cycle cellulaire. Plusieurs études ont
démontré que les complexes pRb/E2F, pl07/E2F et pl30/E2F pouvaient lier la
sequence consensus TTTCGCGC que l'on retrouve dans plusieurs promoteurs sous
le contrôle de E2F (LaThangue, 1994; Nevins, 1992). Ces résultats suggèrent que
la liaison à pRb, pl07 ou pl30 n'empêche pas le facteur de transcription E2F de se
lier à l'ADN. pRb peut donc agir directement sur le promoteur en utilisant E2F
pour se lier. Ainsi, plusieurs expérienœs suggèrent que pRb peut efFectivement
réprimer la transcription de gènes où le complexe pRb/E2F est lié. La dissociation
du complexe pRb/E2F de l'ADN du site de liaison E2F peut par la suite libérer ce
promoteur de la répression transcriptionnelle médiée par pRb (Hiebert et ai, 1992;
Lam et Watson, 1993; Weintraub et aL, 1992).

u
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4.3.3. Autres voies biochimiques régulées par pRb

Le rôle de pRb ne se réduit pas à la simple régulation du facteur de transcription
E2F. pRb est une protéine nucléaire qui est deux fois plus abondante que le facteur
de transcription E2F QWsinberg, 1995) . pRb a été impliqué dans la régulation d'un
certain nombre d'autres molécules efFectrices dont Elf-1, MyoD, PU.l, ATF-2, et c-
abl CWang et ai, 1994) . L'eflFet de la plupart de ces implications reste inconnu.
Linteraction de pRb avec c-abl est paniculièrcment intéressante. Le domaine C-
terminal de la forme sous-phosphorylée de pRb lie directement le domaine
catalytique de la kinase c-abl et bloque sa fonction tandis que la forme
hyperphosphorylée de pRb perd cette habileté CWelch et Wang, 1995; Welch et
Wang, 1993). Ce domaine C-terminal est unique à pRb et ne se retrouve pas chez
les autres membres de cette famille de protéine comme pl07 (Ewen et aL, 1991).
De plus, la capacité du domaine C-terminal de pRb à lier c-abl n'est pas affectée par
les oncoprotéines virales (Welch et Wang, 1993).

En liant plusieurs effecteurs comme E2F et c-abl, pRb pourrait être en
mesure de moduler l'activité de plusieurs voies biochimiques différentes. Ainsi, pRb
peut interagir avec différentes protéines cellulaires de trois façons différentes:

l - Par le domaine A/B, comme le font les oncoprotéines virales et le facteur

de transcription E2F.

2- Par les domaines A/B et C-tenninal par son interaction avec les cyclines de

type D.

3- Par le domaine C-terminal par son interaction avec la protéine kinase c-abl.

Cependant, plusieurs évidences suggèrent que la régulation de l'activité
transcriptionnelle de E2F par pRb est sa fonction la plus importante. L'exprcssion
ectopique du facteur de transcription E2F-1 seul permet aux cellules de quitter l'état
de quiescence et de traverser la phase G l pour atteindre la phase S et induire la
synthèse de l'ADN Oohnson et ai, 1993; Q.in etaL, 1994; Shan et Lee, 1994). De
plus, l'inrroduction d'un veaeur permettant l'expression de E2F-1 dans des cellules
humaines, dérivées d'un ostéosarcome, permet d'outrepasser un bloc de la
proliferation cellulaire imposé par pRb (Qin et ai, 1994). Un lien direct entre E2F-1
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n et le cancer vient d'etre établi par Sako et ai, (1995) qui ont décrit l'amplificadon
du gène codant pour le facteur de transcription E2F-1 et sa sur-expression dans la
lignée cellulaire erythroleucémique HEL (Sako et al., 1995). Ces résultats
suggèrent que la modulation de l'expression de E2F est un événement déterminant
de la progression en G l vers la phase S et pourrait même être le seul efFecteur
limitant la progression du cycle cellulaire par l'action de pRb en G l.

0

4.3.4 pRb, intégrateur des signaux positifs régulant la croissance œllulaire

pRb est à la croisée des chemins régissant le cycle cellulaire, recevant d'une part une
série de signaux convergeant vers lui et répondant à ces signaux en régulant l aaivité
d'un certain nombre d'efFecteurs, comme E2F et c-abl, situés en aval dans cette voie

biochimique.

Les signaux physiologiques qui favorisent la prolifération cellulaire devraient
entraîner la phosphorylation de pRb. La plupart de ces signaux originent des agents
mitogènes qui interagissent avec les récepteurs de la membrane cellulaire et activent
différentes voies cytoplasmiques impliquées dans la transduction de signaux, pour
finalement apporter le signal stimulant la croissance cellulaire jusqu'au noyau. La
relation existant entre les différentes voies biochimiques impliquées dans la

transduction de signaux est encore bien peu connue.

Faction de la cycline D est la plus connue. La cycline D contribue de façon
imponante à la phosphorylauon de pRb par sa liaison avec les CDKs. Comme la
protéine c-myc, sa demi-vie est très courte, de l'ordre de 15 minutes, et son niveau
d'expression décline rapidement lorsqu'on enlève les agent mitogènes du milieu de
culture (Matsushime et ai, 1931; Sherr, 1993). Ces résultats suggèrent qu'au maieu de
k phase G l, quand pRb est sur le point d'etre phosphorylé, la machinerie cellulaire est en
mesure d'évaluer le niveau d'agents mitogènes présents dans l'environnement
extracellulaire en déterminant le niveau de cyclme D l. Des niveaux de cydine D

dépassant un seuil critique favoriseraient la phosphorylation de pRb et des niveaux de

cydïne D l sous le seuil critique rendraient cette étape difficile.

0
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0 L'acdvité d'une CDK est contrôlée par son assodauon avec les çyclines et par la
phosphorylauon du polypepude CDK lui même. Par exemple, le résidu thréonine 160
de k CDK2 est phosphorylé et œtte modification est essentieUe pour son acdvité
enzymauque (Desai et cd., 1992; Solomon et al, 1992). Cette phosphorylarion est
efFectuée par un complexe eiizymatique appelé CAK (Cydin-dependant Kinase-
acdvadng kinase) qui est lui même constitué d'une CDK (Mo 15, maintenant appelé
CDK7) et d'une cydine (la cydine H) (Fisher et Morgan, 1994; Mâkalâ et ai, 1994).

0

u

4.3.5 pRb, intégrateur des signaux négatifs régulant la croissance cellulaire

Nous savons que plusieurs signaux physiologiques inhibent la phosphoiylarion de pRb et
de œtte façon bloquent la progression du çyde œllulaire à travers le point R et
tardivement en Gl CWang et ai, 1994). Ces signaux ne semblent pas agir sur pRb
direaement mais modulent plutôt l'acdvité des œmplexes cydine/CDKs qui sont
responsables de sa phosphorylation. On a démontré que trois mécanismes moléculaires
pouvaient bloquer h phosphorylation de pRb: la régulation par TGFfi, par l'AMP
cyclique (AMPc) et par l'inhibition de œntact. Dans chaque cas, un signal de croissance
négatif mobilise un inhibiteur de CDK (un Cydin-dependent kinase inhibitor, ou
CDKI) qui s'associe avec la CDK ou avec le œmplexe cycline/CDK et bloque sa fonction.

Trois mécanismes moléculaires ont été proposés pour expliquer la capadté de
TGFfi de bloquer la phosphorylarion de pRb. Le premier implique p27Kpl, un CDKI
qui interagit avec CDK2, CDK4 et CDK6 et qui empêche leur acdvation par CAK
(Polyak étal, 1994; Slmgerland étal, 1994; Toyoshima er Hunter, 1994) . Alors que les
niveaux de p27Kipl ne sont pas afFeaés parTGFfi, la CDK2 de œllules traitées auTGFfi
est associée à p27Kipl, ce qui suggère une forme de régulation post-transcriprionnelle
(Ewen et ai, 1993; Polyak etaL, 1994).

Un deuxième mécanisme est suggéré par la découverte que TGFfi peut induire
l'esyression de pl5INK4B, un autre CDKI, par un facteur de plus de 30 fois. pl 5 cible
CDK4 et CDK6 en compétitionnant avec les cyclines D pour la liaison à CDK4/6
(Hannon et Beach, 1994). Des résultats plus récents suggèrent que pl 5 et pl6INK4A
peuvent seulement inhiber la prolifération œllulaire de cellules possédant une protéine
Rb fonctionnelle (Guan et ai, 1994; Serrano et ai, 1995). Ces résultats suggèrent que
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la seule cible physiologique des complexes cyclines D/CDK4 ou CDK6 est pRb.
Ainsi l'augmentation de l'expression de pl 5 parTGFfi et l'inhibirion des CDK4 et
CDK6, ont pRb comme cible finale.

TGFfi réduit aussi de façon dramatique le niveau de CDK4 dans certains
types de cellules (Ewen et al., 1993). Cela a aussi pour effet de bloquer la
phosphorylation de pRb par le complexe cyclineD/CDK4. Le niveau de CDK4
ainsi réduit peut entraîner la libération de p27Kip inhibant ainsi l'aaivité d'autres
CDKs. L'inhibition de contact et l'AMPc semblent aussi impliquer p27Kip (Kato
et ai, 1994; Polyak et ai, 1994). Les résultats de ces diffërents mécanismes
d'inhibition de croissance sont les mêmes: ils convergent tous vers pRb en bloquant
sa phosphorylation et prévenant ainsi le passage par le point R, la progression du
cycle cellulaire et la synthèse de l'ADN.

Les radiations et autres agents pouvant causer des dommages à l'ADN
{auvent aussi bloquer la phosphorylation de pRb par un autre CDKI appelé p21,
WAF, Cipl ou SDI (Dulic état, 1994; El-Deiry étal, 1993; Harper et ai, 1993). La
cellule ayant subi des lésions génétiques en S, G2, M ou en début de la phase G l
est bloquée en G l par pRb ce qui permet à la machinerie cellulaire impliquée dans
la réparation de l'ADN de restaurer l'intégrité génomique. Une fois les lésions à
l'ADN réparées, le bloc imposé en G l par pRb est enlevé ce qui permet à la cellule

de progresser en phase S et de répliquer son génome. Si les lésions à l'ADN sont
irréparables, la cellule peut alors s'engager dans la voie de la mort cellulaire

programmée, ou apoptose.

Dans ces mécanismes de régulation de pRb face au dommages à l'ADN, un
autre gène suppresseur, p53, joue le rôle d'intermédiaire. Après des dommages
infligés à l'ADN, le niveau protéique de p53 augmente rapidement et sa demi-vie,
qui est normalement d'environ 15 minutes, est sûbilisée. On sait maintenant que
p53 active l'expression de la CDKI p21 et que p21 bloque l'activité de CDK2,

CDK4 et CDK6 (Hall étal, 1993; Kasran étal., 1991). Comme les autres signaux
négatifs de prolifération cellulaire, ce mécanisme a pour effet de prévenir la
phosphorylation de pRb et de bloquer le passage de la cellule au point R.

0
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4.4 MODÈLE DE LA RÉGULATION DU CYCLE CELLULAIRE PAR pRb

L'interacdon des cyclines, des CDîCs, des CDKI et de pRb a pour efFet d'établir une
horloge biologique qui règle la progression ordonnée du cycle œllulaire. Ce modèle,
utilisant les difFérentes œmposantes de l'horloge biologique, permet d'imaginer divers
types de r^uladon pou^nt expliquer la progression du cycle œllulaire.

Le premier mécanisme opérerait au miïieu de la phase G l et utiliserait l'acdvadon
de la cydine D/CDK4 et D/CDK6 comme événement déclencheur de la progression du
cyde cellulaire. Ce modèle, illustré à la figure 11, propose que l'inhibkeur de CDK,
p27Kip, est exprimé à des niveaux œnstants au œurs de h phase G l. Tôt en G l, tous les
œmplexes cyclines D/CDK4 et D/CDK6 présents sont assodés et inaaivés par p27IQp,
qui est initialement présent en excès. Les niveaux de cydme D/CDK4 et D/CDK6
augmentent graduellement au cours de G l et finissent évenmeiïement par excéder un
seuil critique où ils ne sont plus en mesure d'etre inhibés par p27Kip. Cet excédent de
œmplexes cyclmes D/CDK4 et D/CDK6 est alors capable d'etre phosphorylé par CAK
et ainsi acdvé, initie la phosphotyladon de pRb et permet de passer le point R.

Un deuxième mécanisme impliquerait la CDKI pl6INK4 qui lie CDK4 et
CDK6 et est illustré à la figure 12. On a découvert que p 16 est surexprimé dans les cellules
qui sont transformées par les virus à ADN oncogènes et qui contiennent un pRb macdvé
(Serrano et ai, 1993). De plus, pRb régule négadvement le promoteur du gène codant
pour pl6 CLi etaL, 1994) . Finalement, l'expression de pl6 augmente fortement à la fin
de G l, après que pRb ait été inactive par sa phosphorylation (Tarn et ai, 1994).

Ces observations permettent de suggérer le modèle suivant::

l- Le complexe cycline D/CDK4, ou D/CDK6, entraîne la phosphorylation
depRb.

2- pRb, maintenant inactive induit la transcription de pl 6.

3- pl 6 lie les complexes cyclines D/CDK4 et D/CDK6 en déplaçant la
cycline D et en inactivant ainsi le complexe.

0
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FIGURE 11

0

MODÈLE DE LA RÉGULATION DE L'ACTIVITÉ CYCLINE D/CDK4 AU

COURS DE LA PHASE Gl

A) A l'entrée des cellules en G l, le niveau de p27Kipl décline alors que celui de
p21Cipl augmente. Le niveau de ces deux protéines établit un seuil critique
d'inhibiteur d'activité kinase. L'augmentadon progressive du niveau de cyd'me
D/CDK4 au cours de la phase G l parvient à titrer ces inhibiteurs, jusqu'à ce que les
niveaux de cycline D/CDK4 soient en mesure d'excéder ce seuil critique.

B) Plusieurs signaux antiprolifératifs peuvent affecter ce seuil critique. Les niveaux
de p21Cipl augmentent en réponse à l'induction de p53. Des analogues de l'AMP
cyclique (AMPc) peuvent induire la synthèse de p27Kipl dans certains types
cellulaires. Le TGF-fi (transforming growth factor-fi) inhibe la synthèse de CDK4
et induit l'expression de pl5INK4b ce qui inhibe la formation de complexes
cyclines D/CDK4 et permet à l'inhibiteur de kinase p27Kipl d'inhiber l'activité du
complexe cydine E/CDK2.

u
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HGURE 12

0

MODÈLE DU CONTRÔLE DU POINT DE RESTRICHON EN Gl PAR LA

CyCLINE D

Les agents mitogènes induisent la synthèse de la cycline D et régulent son
assemblage avec CDK4 (et CDK6 qui n'est pas représenté). Le complexe cycline
D/CDK4 est activé par CAK et le complexe fonctionel est en mesure de
phosphoryler pRb. La phosphorylation de pRb libère le faaeur de transcription E2F
qui active les gènes nécessaires à la progression du cycle cellulaire et de la synthèse
de l'ADN. Le complexe cycline E/CDK2 (qui n'est pas représenté) pourrait aussi
contribuer à ce processus. De façon hypothétique, la transcription de pl6INK4a
permettrait d'inactiver CDK4 et d'induire la dégradation de la cycline D pendant la
phase S. Dans les celltdes où Rb est inactive, les niveaux d'ARNm et de protéines
pour la cycline D sont grandement diminués. L'expression ectopique de pRb dans
ces cellules induit la synthèse de la cycline D l endogène ce qui suggère que pRb
régtde positivement la transcription de la cycline D l par un mécanisme encore
inconnu. Les cellules tumorales qui n'expriment pas pRb expriment pl6INK4a
constkutivement et cet inhibiteur de kinase se retrouve complexé avec CDK4 au
detriment des cydines de type D. De plus, ces cellules n'ont plus besoin de cycline
D l pour entrer en phase S. FT: facteur de transcription.

0
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n 4- La çycline D, qui n'est plus protégée par son association avec CDK4 ou
CDK6, est dégradée, ce qui coïncide avec la fin de son activité tard en
Gl {Tarn et al., 1994).

Ce mécanisme permet la participation de la cycline D dans la régulation du
cycle cellulaire dans une fenêtre qui débute juste avant le point R et qui se termine
à la fin de la transition des phases Gl/S.

0

4.5 pRb ET LE CANCER

Plusieurs voies biochimiques qui sont perturbées dans de nombreux cancers chez

l'humain convergent en fait vers le gène suppresseur du rétinoblastome et sont
illustrées à la figure 13.

Chez le rétinoblastome, le cancer du poumon à petites cellules, et chez
plusieurs sarcomes, il y a pêne de fonction de pRb suite à une mutation (Horowkz
et ai, 1990). Dans la grande majorité des cancers du col de l utérus, linactivarion
de pRb implique la protéine E7 du virus du papillome humain (Dyson étal, 1989;
zur Hausen, 1991). Dans plusieurs cancers de l'oesophage, du sein et des
carcinomes à cellules épidermoïdes, le gène de la cycline D est amplifié Cfiang étal.,
1992; Lammie état, 1991). La cycline Dl est surexprimée dans les lymphomes des
cellules B à cause d'une translocation chromosomique (Motokura et aL, l99ï). Le
gène CDK4 est amplifié dans plusieurs glioblastomes et dans quelques gliomes (He
etaL, 1994; Schmidt et aL, 1994) . On a aussi démontré que les gènes codant pour
pl5 et pl 6 peuvent être deletes dans plusieurs cancers, tel les carcinomes à cellules
épidermoïdes de l'œsophage, glioblastomes, cancers du poumon, de la vessie et du
pancréas (Caldas etaL, 1994; Jen étal, 1994; Kamb étal, 1994; Mon étal, 1994;
Nobori état, 1994; Schmidt et ai, 1994; Zhou et aL, 1994). De plus, des formes

mutantes de pl5 ou pl6 sont présentes dans les cellules germinates de familles à
haut risque de développer des mélanomes (Hussussian et aL, 1994; Kamb et aL,
1994). Finalement, on a observé que le gène codant pour le facteur de transcription
E2F-1 est amplifié dans les lignées cellulaires érythroleucémiques HEL (Saito étal.,
1995).

0
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HGURE 13

0

VOIES BIOCHIMIQUES CONVERGEANT VERS pRb QUI SONT PERTURBÉES
DANS PLUSIEURS TYPES DE CANCER CHEZ L'HUMAIN

Chez le rétinoblastome, le cancer du poumon à petites cellules et chez plusieurs

sarcomes, la fonction de pRb est perdue directement suite à une mutation. Dans la

majorité des cancers du col de l'utérus, pRb est inactive par la protéine E7 de HPV.

Chez plusieurs cancers de l'oesophage et de carcinomes à cellules épidermoïdes, il y

a amplification du gène codant pour la cycline D l. Le gène CDK4 est amplifié dans

plusieurs glioblastomes et dans quelques gliomes. Les gènes codant pour pl 5 et pl6
sont deletes dans plusieurs types de cancers tel les carcinomes à cellules
épidermoïdes de l'oesophage, des glioblasromes, des cancers du poumon, de la vessie
et du pancréas. Finalement, le gène codant pour E2F-1 est amplifié dans les cellules
érythroleucémiques HEL.
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L'importance de cette voie biochimique de contrôle du cycle cellulaire par
Rb et de sa deregulation est soulignée par l'étude de 55 cancers du poumon à petites
cellules. Dans ces tumeurs, l'expression de pRb était anormale dans 48 échantillons
mais démontrait une expression normale de pl6. Sue des sept échantillons qui
exprimaient pRb à des niveaux normaux démontraient une deletion de pl6
{Otterson et aL, 1994).

Ainsi, dans tous les types de cancer énumérés plus haut, toutes les voies

biochimiques penurbées convergent vers pRb et résultent en son inactivation

fonctionelle, soit par sa séquestration par une oncoprotéine virale, soit par la

deregulation de sa phosphorylation ou finalement, par son inactivation génétique
par le biais d'une mutation. Ces événements ont pour conséquence directe la

liberation du facteur de transcription E2F et permettent le passage de la phase G l
en phase S en absence d'un élément de contrôle du cycle cellulaire.

Finalement, Almasan etaL, (1995) ont examiné la participation du gène de
susceptibilité au rétinoblastome à contrôler la transition Gl/S (Almasan et al.,
1995). Ils ont utilisé des fibroblastes embryonnaires de souris (Mouse embryo
fibroblasts: MEF) dont l'une (pRb +/-) ou les deux (pRb -/-) allèles du gène Rb
étaient inactivées pour déterminer la contribution spécifique de Rb à la progression
du cycle œllulaire et l'expression de gènes exprimés au cours du cycle œllulaire. Les
MEFs dont les deux allèles du gène Rb sont inactivés entrent en phase S en présence
d'un inhibiteur de la DHFR, le méthotrexare. Deux gènes cibles du facteur de
transcription E2F, DHFR et la TS ont des niveaux élevés d'ARNm et de protéines
dans les cellules pRb -/-. Puisque l'absence d'une protéine pRb fonctionnelle dans
les MEFs est suffisante pour l'entrée en phase S dans des conditions limitant la
croissance, ces résultats suggèrent que le complexe pRb/E2F, et non les complexes
pl07/E2F ou pl30/E2F, est un faaeur limitant dans la transition Gl/S. Ces
résultats sont en contradiction avec les études suggérant que pRb est un facteur
mineur dans la formation de complexes avec E2F et que pl07 et pl30 sont les
éléments majeurs des complexes avec E2F en GO et au début et la fin de la phase G l
(Cobrinik et ai, 1993). Cependant, la perte de Rb a été impliquée dans de
nombreux cas de cancer (Wang et ai, 1994) tandis que l'inactivation de pl07 n'a
été rapportée pour aucun cancer chez l'humain (Almasan et al., 1995). De plus,
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0 aucun phénotype particulier n'a été observé chez les souris transgéniques déficientes
pour pl07 (Almasan étal., 1995) . Il est toutefois possible que pl07 et pl30 jouent
un rôle important dans la transition Gl/S chez d'autres types cellulaires ou dans des
conditions difFérentes que celles testées parAlmasan et aL, (1995).

La présence de drogue andnéoplasique cause une accumulation de p53 dans
les noyaux des cellules pRb +/+ et pRb -/-. L'induction de p53 entraîne l'apoptose
dans les cellules pRb-/- mais non dans les cellules pRb+/- ou pRb +/+ qui
démontrent un arrêt en G l. Ces résidrats suggèrent que les difFérents signaux de
croissance convergent vers pRb pour réguler l'entrée en phase S et qu'en absence de
pRb, ces signaux activent une réponse d'apoptose dépendante de p53.

0

0

4.6 RÔLE BIOLOGIQUE DE pRb AU COURS DU DÉVELOPPEMENT ET DE LA
DIFFERENTIATION

La compréhension du rôle biologique de pRb a été grandement illuminée par les
résultats d'expériences où Rb est inactive chez diverses lignées de souris
transgéniques. Les embryons homozygotes mutants pour Rb se développent de
façon normale jusqu'au jour 12-13 de gestation où ils meurent et démontrent des
anomalies du système hématopoïétique et du développement du système nerveux
(Clarke et at, 1992; Jacks et aL, 1992; Lee et al., 1994). A ce stade de

développement, la plupart des décisions morphogénétiques ont été prises et
effectuées en absence de pRb, une protéine qui est normalement exprimée de façon
ubiquitaire et devrait contrôler la prolifération cellulaire dans l'embryon. Deux
hypotheses peuvent expliquer œs résidtats. Il pourrait exister d'autres voies
biochimiques, indépendantes de pRb, pouvant réguler la progression du cycle
cellulaire et la differentiation. D'autres protéines de la famille de pRb,pl07 et pl30,
sont d'intéressants candidats puisque toutes deux peuvent lier certains membres de
la famille des facteurs de transcription E2F et les complexes CDK2/cycline A et
CDK2/cycline E (Cao et ai, 1992; Chittenden étal, 1993; Cobrinik état, 1993;
Devoto etaL, 1992; Ewen étal., 1992; Faha etai, 1992; Lees étal., 1992; Shirodkar

et aL, 1992). D'autre part, la fonction de gène suppresseur de Rb pourrait être
dépendante du type de cellule. Ainsi, les individus poneurs d'une mutation dans Rb
dans leurs cellules germinales ne développent pas de leucémie à un taux supérieur à
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n la population en général, même si les leucémies sont les formes de cancers les plus
répandues chez les enfants (Hamel étal., 1993). Pourtant, la fréquence de mutation
des rétinoblastes et des cellules souches du système hématopoïétique devraient être
les mêmes. pRb semble jouer un rôle important dans le développement des cellules
souches du système hématopoïéuque. Chez les embryons homozygotes contenant
une mutation dans le gène codant pour pRb, les érythrocytes sont immatures, étant
incapables de perdre leurs noyaux ce qui pourraient causer une anémie entraînant la
mort de l'embryon (Jacks et ai, 1992). Ces deux hypothèses n'étant pas
mutuellement exclusives, pRb pourrait jouer un rôle différent dans différent types
cellulaires en étant impliqué dans le contrôle de la prolifération cellulaire ou dans la
differentiation.

0

Cette hypothèse nous permet de œncilier les observations in vivo qui sont en
apparente œntradiaion avec plusieurs autres résultats indiquant que pRb joue un rôle
dans la prolifération et la différenuauon œllulaire. Par exemple, le niveau d'exprcssion de
pRb augmente fortement pendant la difFérentiauon des kératinoçytes et des cellules des
cryptes intestinales (Szekely et ai, 1992) . De plus, dans un système in vitro, le niveau de
CDK4, pour qui pRb semble être le seul substrat, diminue fortement pendant l'inducrion
de la difFércnuadon des œllules érythroleucémiques (Kiyokawa etaL, 1994). Cette perte
de CDK4 rendrait la œiïule incapable de phosphoiyler pRb et on peut efFeaivement
observer dans ces cellules une aœumularion de pRb hypophosphorylé pendant la
difFérentiarion. On peut prévenir la difFérendarion de œs œllules en exprunanr CDK4 de
façon constimrive (Kiyokawa et ai, 1994) . Il semble donc que le bloc du cyde œiïukire
au milieu de la phase G l soit nécessaire pour pemiettre à œs cellules de se différencier.

Chez un autre modèle de difFérentiauon in vitro impliquant des cellules
myéloides, on peut induire leur difFérentiarion en neutrophiles. Dans œ cas, l'exprcssion
de la cydine D et de CDK4 est diminuée alors que les œllules atteignent un œnain état
de différendadon et l'exprcssion eaopique de la cydine D2 et D3 empêche la
difFérentiation (Kato étal, 1993). L'inhibiuon de la phosphotylation de pRb bloque les
cellules en G l et semble donc essentielle pour leur difFérention subséquente.

u



78

n

0

Ces différentes observations ont permis d'élaborer un modèle du
fonctionnement de Rb qui est illustré à la figure 14. Il est clair que pRb peut interagir
avec plusieurs protéines différentes grâce à ses difFérents domaines fonctionnels.
L'interacdon la plus connue est certainement œiïe du domaine A/B avec le faaeur de
transcription E2F et les oncoprotéines virales. Ce type d'interaction ne néœsske que les
sequences du domaine A et du domaine B. Un deuxième type d'interaaion avec les
cydines de type D et les complexes E2F/ADN néœsske les domaines A/B et une partie
du domaine C-terminal. Le domaine C-terminal peut, quand à lui, interagir avec la
protéine c-abl de façon indépendante du domaine A/B. Finalement, la région
N-terminale de pRb est aussi en mesure de lier un certain nombre de protéines.

Puisque pRb conuent plusieurs domaines indépendants lui pennettant de lier des
protéines difFérentes, il pourrait servir à recruter et à assembler des œmplexes contenant
des protéines qui n'interagissent pas du-eaement entre elles. Ainsi, des protéines
pourraient lier les domaines A/B, C-termmal et N-tenninal formant ainsi un complexe
multiprotéique œmme on l'a démontré pour Rb/c-abl/SV40LT dans les œllules Cos- l
(Welch et Wang, 1993). Cette hypothèse est intéressante puisqu'elle permet d'expliquer
pourquoi pRb lie un si grand nombre de protéines (Voir tableau l). Ce modèle où le rôle
de pRb est d'assembler des complexes protéiques pourrait aussi expliquer sa fonction
spécifique à certains types cellulaires. Ainsi, pRb pourrait interagir avec MyoD dans les
œllules exprimant œ faaeur de transcription (Edmondson et Oison, 1993), avec le
faaeur de transcription elf-1 dans les lignées cellulaires lymphoïdes (Thompson et ai,
1992), ou finalement avec le facteur de transcription PU. l dans les macrophages et les
œllules B (Klemsz etaL, 1990) . Donc, selon la disponibilité de œnaines protémes, pRb
pourrait assembler difFérent complexes protéiques qui auraient des effets spécifiques sur la
régulauon du cyde œllulaire ou sur la difFérendation œllulaire.

0
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FIGURE 14

0

MODÈLE DU RÔLE BIOLOGIQUE DE pRb

Le rôle de pRb pourrait être d'assembler des complexes par l'interaction simultanée
de ses domaines fonctionnels avec différentes protéines. Dans ce diagramme, pRb
est en mesure de lier trois protéines (X, Y, Z) par le domaine N-terminal, le domaine
A/B et le domaine C-terminal. Les complexes assemblés sont représentés sur l'ADN
parce que plusieurs protéines liant pRb sont en mesure de lier l'ADN. Les protéines
liées par pRb ne sont pas nécessairement situées de façon colinéaires sur l'ADN; pRb
pourrait coordonner l'interaction de protéines qui sont situées à de grande distance
entre elles sur la molécule d'ADN. Par ailleurs, les complexes protéiques assemblés
par pRb pourraient être associés aux structures nucléaires puisque pRb est en mesure
d'interagir avec certaine protéines de la matrice nucléaire.

Dans ce modèle, l'activité de chaque domaine est régulée par la phosphorylation de
ses résidus serines et thréonines. Les bandes que l on peut observer en phase S et G2
représentent les difFérentes formes de pRb où l'un ou l'autre de ses domaines sont
inactivés par la phosphorylation. La phosphorylation de ces domaines fonctionnels
de pRb n'entraîne pas nécessairement la dissociation de la protéine liée à pRb. Par
exemple, la phosphorylation du domaine C-terminal peut mettre fin à l'inhibition
de la protéine kinase c-abl et la protéine modifiée peut phosphoryler une protéine
liée au domaine A/B afin de modifier sa fonction. Bien sûr, les oncoprotéines virales
déplacent les protéines telles E2F liées au domaine A/B.

0
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0 DESCRIPTION DU PROJET DE RECHERCHE

0

Une des étapes critiques de la carcinogénèse est pour la cellule normale d'échapper
aux limites de prolifération imposées par le processus de sénescence. L'étude des
gènes et des mécanismes moléculaires impliqués dans l'immortalisation cellulaire est
donc essentielle à notre compréhension d'une des étapes critiques et peut-être
limitante de la carcinogénèse. Les petits virus à ADN oncogènes ont été et restent
un outil puissant nous permettant de disséquer et de comprendre les mécanismes
moléculaires impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire. En particidier, l'analyse
des interactions entre les oncoproréines virales et le produit de gènes suppresseurs a
permis d'érablir un lien entre la carcinogénène virale, la progression tumorale et la
regulation du cycle cellulaire.

L'antigène grand T du virus du polyome marin immortalise des cellules
primaires en culture et coopère avec plusieurs oncoprotéines pour induire leur

transformation complete (Land et ai, 1983; Rassoulzadegan et ai, 1983).

Cependant, on connaît peu de chose des domaines fonctionnels impliqués dans

l'activité immortalisante de la protéine. L'antigène grand T du virus du polyome

interagit avec pRb in vitro (Dyson et al., 1990) et son activité immortalisante

semble dépendre de sa capacité à lier pRb par une séquence contenue entre les acides

amines 141-146 (Larose étal., 1991) . Cette région contient la séquence consensus
de liaison à pRb (D/N-L-X-C-X-E) (Figge état, 1988) et est homologue à la CR2
de la protéine E1A d'adénovirus qui est non seulement capable d'interagir avec pRb
mais aussi avec les protéines pl07 et pl30 impliquées dans la régulation du cycle
cellulaire (Mayol etaL, 1994;Whyte et ai, 1989). Un fragment N-terminal de 259
acides aminés de l antigène grand T du virus du polyome marin interagit avec pl 07
mais la localisation précise du domaine de liaison n'a pas été établie (Holman et ai,
1994). Cependant on ne sait pas si l'anugène grand T de polyome est en mesure
d'interagir avec pl 30. Ce projet de recherche a pour but de définir plus précisément
la contribution des différents domaines fonctionnels de l'antigène grand T du virus
du polyome à son activité immortalisante.

vj
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Dans k première partie de cette étude, nous avons ciblé la CR2 de l'anrigène
grand T du virus du polyome et examiné sa conmbuuon à l'activité immortalisante de la
protéine. La CR2 peut être divisée en trois sous-régions: le coeur de la séquence de liaison
à pRb, sa région adjaœnte et le motif de phosphoiylation par la CKII. Nous avons généré
une série d'anugènes grand T mutants où chacun des acides aminés conservés du coeur
de la séquence de liaison à pRb ont été subsumes (D/N-L-X-C-X-E). De plus, nous
avons substitué quelques acides aminés non-conservés entre le coeur de la séquence
de liaison à pRb et le domaine de phosphorylarion par la CKII. Nous avons aussi
apponé des modifications importantes au motif de phosphorylation par la CKII de
l'antigène grand T du virus du polyome murin. Nous avons également introduit des
modifications plus importantes dans la CR2 de l'anrigène grand T du virus du
polyome murin pour produire des molécules hybrides. Ainsi, nous avons remplacé
la CR2 de l'antigène grand T de polyome par celle de SV40. De plus, nous avons
introduit une deuxième CR2 dans l'anugène grand T de polyome afin de
déterminer si la quantité de protéine liée pouvait avoir un effet sur l'activké
immortalisante de la protéine. Finalement, nous avons delete les acides aminés
correspondant à la position du domaine de liaison à pRb chez l'andgène grand T de
SV40, entre les acides aminés 256 et 272 de l'antigène grand T de polyome, et qui
contient deux des quatre acides aminés de la séquence consensus de liaison à pRb.

Ces antigènes grand T mutants ont été utilisé pour émdier les interactions entre
pRb, pl 07 et la CR2 de l'anrigène grand T de polyome in vitro. La formation de
complexes entre les antigènes grand T mutants et hybrides et les protéines pRb et pl 07
in vitro a été carrelée par la suite avec l'activké immortalisante de la protéine dans des
essais d'immortalisadon de cellules embryonnaires de rat in vivo. Nous avons ainsi
determine de façon plus précise les résidus de la CR2 imponants pour la liaison de pRb
et pl 07 in vitro et pour l'aaivité immortalisante de la protéine in vivo.

Dans la deuxième partie de cette étude, nous avons examiné l'interaction de
l'antigène grand T du virus du polyome murin et de la protéine pl 30 in vitro. Ces
travaux ont permis de déterminer que la CR2 de l'antigène grand T de polyome est
nécessaire pour lier les trois protéines de la famille de pRb; pRb, pl07 et pl30
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Dans la troisième partie de cette étude nous avons examiné la contribution
du motif de doigt de zinc à l'activité immortalisante de l'antigène grand T du virus
du polyome. Ce motif est extrêmement conservé et retrouvé chez les antigènes grand
T de tout le groupe des virus du polyome et est nécessaire à la formation de
complexes protéiques de hauts poids moléculaires impliqués dans la replication de
l'ADN viral (Pipas, 1992). Plusieurs groupes ont démontré que le motif du doigt
de zinc pouvait aussi jouer un rôle important dans l'activité oncogénique
d'oncoprotéines virales (Loeber etaL, 1989; Ludlow etaL, 1990; Peden état, 1989;
Tack et ai, 1989). L'antigène grand T du virus du polyome forme des complexes
oligomériques d'environ 670 kDa ce qui correspond à la taille d'un hexamère
composé de sue unités de 90 à 100 kDa chacune CWang et Prives, 1991). Un
fragment N-terminal ne contenant que les 219 premiers acides aminés de l'antigène
grand T du virus du polyome est suffisant pour immortaliser des REFs mais a une
fréquence équivalente à 22% de l'antigène grand T sauvage (Asselin et Bastin,
1985). La formation de complexes de hauts poids moléculaires pourrait donc être
importante pour la pleine activité immortalisante de la protéine. Pour rester cette
hypothèse, un antigène grand T mutant où seul le motif de doigt de zinc a été delete
fut généré. Nous avons pu ainsi déterminer l'imporrance du motif de doigt de zinc
dans l'activké immortalisante de la protéine par des essais d'immortalisation de
cellules embryonnaires de rat.

u
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Abstract

In this study, we have extensively modified the Rb-binding domain of

polyomavirus large T-antigen. Mutant polyomavirus large T antigens were tested for

their ability to bind pRb and pl 07 in vitro and assayed for their capacity to

immortalize primary rat embryo fibroblasrs in vivo. Polyomavirus large T antigen

bound pRb and pl07 through a common region located between amino acid 141-

158 containing the consensus Rb-binding sequence D/N-L-X-C-X-E. Substitution

of any amino acid within the core Rb-binding sequence abolished Rb and pl 07

binding in vitro and immortalization activity in vivo. Substitution of amino acids

outside the core Rb-binding sequence reduced Rb and pl 07 binding in vitro and

decreased or abolished immortalization of rat embryo fibroblasts in vivo. Although

duplication of the Rb-binding domain within polyomavirus large T antigen results

in a molecule that can bind at least nvice as much Rb in vitro, this mutant displayed

essentially wild-type levels of immortalization activity. More imponantly, we found

that the addition of acidic residues within the casein kinase II consensus

phosphorylation region flanking the Rb-binding domain, or the deletion ofamino

acids 256-272, increased the immortalizing activity of the mutant polyomavirus

large T antigen while retaining wild-type levels of Rb binding in vitro. These two

mutants displayed a decreased affinity for pl 07 binding in vitro. These results

indicate that polyomavirus large T antigen immortalization activity depends direcdy

on its ability to interact with the product of the retinoblastoma tumor supressor

gene. However, the ability of some polyomavirus large T antigen mutants to bind

pRb at levels above that of the wild-type large T antigen does not correlate with an

increased immortalization activity.

0
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Introduction

Central to the transforming potential ofDNA tumor viruses is the ability of

one or more of their encoded proteins to form specific complexes with cellular

proteins, and in particular to target the products of tumor suppressor genes, such as

Rb and p53. The oncoproteins encoded by several tumor viruses share regions of

sequence similarity, designated conserved region l (CRI) and conserved region 2

(CR2), that are implicated in cellular transformation. Several groups have shown

that the conserved Rb-binding motif in the CR2 (Fig. 1), consisting of the amino

acids D/N-L-X-C-X-E (the "core" Rb-binding sequence), is essential for the

interaction between Rb and various viral oncoproteins (14, 19). The capacity of

these various oncoproreins to transform cells has been linked to their ability to bind

pRb (20,35,40,41,54,55,57).

The Rb gene product plays an important role in regulating the cell cycle (42).

At inteiphase, it is believed that pRb maintains cells in a quiesœnt state by repressing

transcription of genes required for œiï cycle progression (25). It has been shown that

pRb exerts its influence in part through its interaaion with the E2F transcription factor

(l, 8, 9). The interaction of the viral oncoproteins with pRb results in the release of

E2F, which is required for the expression of cell cyde genes (2, 25). While pRb is

clearly involved in the control of the transcriptional activity of the E2F complex in the

late Gl/S phase of the cell cycle (25) it has become increasingly clear that E2F is also

a cellular target for the "pRb-related proteins", pl07 and pl 30, which also possess the

E1A/T binding pocket (l l, 34). Both pRb-related proteins bind E2F (7,11,47), and

pl07 also regulates E2F-specific transcriptional acdvity in vivo (30). pl07 and pl30

have been shown to inhibit cell proliferation suggesting a tumor suppressor-like acdvity

(10, 58). The interaction ofpRb, pl 07, pl 30 with the E2F transcription faaor is

required to effect progression through the œll-cycle.
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The large T antigen ofpolyomavirus (Py LT-Ag) plays an important role in the

immortalization of primary œlls and is required to œmplement the ability of several other

onœproteins to achieve full transformarion (31,45). However, PyLT-Ag cannot induce

œllular transformadon by itsel£ Thus, Py LT-Ag provides a unique opportunity to smdy

the mechanisms of immortalization independent oftransformadon. Py LT-Ag binds to

pRb in vitro (15) and in vivo (28), bur unlike SV40 large T antigen (SV40 T), no

interacdon with p53 has bœn deteaed (53). Mutations in Py LT-Ag CR2 that abolish

pRb binding in vitro also abolish its ability to unmortalize primary rat embryo fibroblasts

(REF) and mutations within CR1 may also decrease immortalization acuvity (32). Py

LT-Ag and SV40 T share significant homology across their entire length exœpt for a 154

amino acid insert unique to Py LT-Ag (48). There is significant conservation of both the

nature and organization of the various funcdonal domains intrinsic to these large T

antigens (Fig. 2). The CR2 Rb-binding domain is an exœption; this legion is displaced

in Py LT-Ag relative to SV40 T antigen. The net efFea of displacing the Rb-binding

domain is to maintain equivalent spacing between the CR1 and CR2 domain. Amino

acids in Py LT-Ag which are poskionally equivalent to the SV40 Rb-binding domain

mamtain some, but not all, the features of a consensus Rb-bmdmg domain and fonn

what we refer to as polyomavirus "cryptic" Rb-binding domain.

Py LT-Ag and SV40 T antigen display very difFerent oncogenic potential: SV40

T antigen is a "dual" oncogene, capable of both immortalizing and cransforming primary

cells in vitro whereas Py LT-Ag possesses only immortalizing acdvity (38). The binding

of two œllular proteins, p53 and pRb, has been implicated in the transforming activity of

SV40 T antigen (13, 43). However, an SV40 mutant enœding a tmncated laige T

antigen that is only 147 amino acids long is able to transform primary REF despite the

faa that it does not bind p53 (49). Additionally, hybrid molecules, œnraining Py LT-Ag

N-terminal and SV T antigen C-terminal sequenœs, are unable to transform primary
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REF despite the fact that they bind both pRb and p53 (36). This chimaeric protein may

possess partial transforming functions as œil lines expressing this fusion protein dispky

altered growth charaaerisucs (37). Therefore, the simple binding ofpRb and p53 to this

hybrid molecule is not sufficient to bring about full œllular transformauon.

Diflfcrenœs in the oncogenic potential of the two laige T antigens may also stem

from the fact that although their Rb-binding domains are simUar in srmcture, they are

not identical. Within the primate polyomaviruses k has been shown that the SV40 T

antigen Rb-bmdmg domain binds to pRb more dghdy than does the JCV large T andgen

(51). Additionally, there is a tight correlation between the onœgenic potential of the

HPV6, 16 and 18 viruses, the rate ofphosphorylarion of the casein kinase II (CKII) site

flanking the Rb-binding site, and the amount of pRb binding (4). HPV18 E7,

œnsidercd the most oncogenic, is phosphorylated faster and binds pRb more efRdently

than HPV6 E7, which is prmcipally associated with benign lesions. These results indicate

that pRb binding and CKII phosphorylauon represent two distinct but interrelated

biological funcdons in HPV. Mutations in the CKII domain ofSV40 T andgen has not

been associated with its transformadon acdvity but rather seems to influence the kinetics

of nudear transport (46).

The N-terminal region of Py LT-Ag contains sequenœs between amino acids

141-146 required for Rb binding and immortalization (32). However, the predse

œordinates of the Rb-binding domain have not been determined. Furthermore, whereas

Py LT-Ag binds pl 07 through a sequence located within its first 259 amino acids (26) it

is not known whether the Rb and pl 07 bmding domains overlap or constitute separate

entities. In the present smdy, we have extensively modified the Rb-binding domain ofPy

LT-Ag. These mutant Py LT-Ag were tested for their ability to bind pRb and pl 07 in vitro

and assayed for their capacity to immortalized primary rat embryo fibroblasts (REF).

0
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Materials and methods.

0

0

Plasmîds construction and site directed mutagenesù.

The structure of the recombinant plasmids and the experimental strategy

used in this study are illustrated in Fig. 3. The expression vector pPyLT has been

described elsewhere (50). pPyLT-1 was generated by inserting a Bamtîî/BgllïlXhoî

linker in pPyLT, destroying the first Xho\ site. A Xho\-Kpn\ fragment containing the

pRb-binding site was excised from pPyLT and re-cloned into pBluescript-SK-

(Stratagene) to produce pSKLT. Single stranded DNA was prepared as described

previously (39).

Oligonucleotide-directed site-specific mutagenesis was performed using

either the in vitro mutagenesis system (Amersham), on single-stranded DNA, or in

the case of one mutant (PyLT-A 141-15 8) by the Transformer site-directed

mutagenesis kit (Clontech) on double stranded DNA (pPyLT-1). PyLT-Ag mutants

were screened by difFerenual hybridization, sequenced and the mutant Xh<A-KprS.

fragment recloned into pPyLT-1. The Py LT-Ag mutants are listed in Fig. 4. PyLT-

D 14l E, replaces aspanic acid-14l by a glutamic acid; -L 142V, replaces leucine-142

by a valine; -C144S, replaces cysteine-144 with a serine; -E146N, replaces glutamic

acid-146 with an asparagine; -E146W, replaces glutamic acid-146 with a

tryptophan; -L149H, replaces leucine-149 with an histidine; -N153Y, replaces

asparagine-153 with a tyrosine residue; -A 141-148, deletion ofamino acid 14l to

158; -A256-272, deletion ofamino acid 256-272. PyLT-RbC replaces amino acid

256 to 272 ofPy LT-Ag with amino acid l4ltol58ofPy LT-Ag thus creating a

duplication of the Py LT-Ag CR2. In addition, PyLT-CKII replaces amino acid 157

to 161 ofPy LT-Ag with amino acid 33 to 37 of the E7 protein of human papilloma

virus 16. PyLT-SV40C replaces amino acid 141 to 158 of PyLT-Ag with amino acid
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102 to 118 of SV40 T antigen while PyLT-SV40CdlC/S carries the same

modification as P/LT-SV40C except that cysteine-105 and serine-106 ofSV40 T

antigen were deleted.

BapSV40Ttsa58A was a gift from Dr. R- MacKay. It contains the ts58A

temperature sensitive allele of SV40 T antigen (52), under the control of the fi-

actin promoter. BPyLT was construaed by excising the SV40 T antigen coding

region with BamHI and replacing it with the BamHI fragment from pPyLT-1

containing the Py LT-Ag sequences. Because this vector proved to be more efficient

at immortalizing primary REF than pPyLT-1 all Py LT-Ag mutants were recloned

in the BPyLT vector as BamHI fragments and sequenced.

In vitro binding assays.

pGEX-Rb was produced by inserting a 3.7 kb EcoRI fragment encoding

residues 301-928 of human Rb (33) , into the Smal site ofpGEX-3X (Pharmacia)

in frame with the glutathione S-transferase (GST) gene. pGex-107 was produced by

inserting a fragment encoding residues 228-1078 of human pl07 (58). The GST-

Rb and GST-107 fusion proteins were expressed in Escherichia coll BL21 (DE3)

after induction with 0.5mM isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) for 2.5

hours at 37 C. The cells were pelleted and resuspended in 1/100 culture volume of

ice cold PBS supplemented with ImM phenyl-methylsulfonyl fluoride (PMSF),

Ipg/mlleupeptin, Ipg/mlaprotinin, Ipg/mlpepstatin, ImMEDTAand l % Triton

X-100. The cells were lysed by mild sonicauon for 1 minute on ice. The lysate was

cleared by centrifugation at 12,000xg for 5 minutes at 4 C and incubated with

glutathione-Sepharose beads (Pharmacia; 1ml per liter of culture) for 2 hours at

4 C. The beads were collected by centrifugation, washed extensively with ice cold

PBS containing protease inhibitors and the proteins analyzed by SDS-PAGE.

Complementary RNAs were synthesized from linearized pSKLT templates {NsiT)
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according to standard in vitro transcription methodology. •5-?S-methionine labeled

proteins were synthesized by the in vitro translation of 2 pg cRNA in 35 pl of rabbit

reticulocyte lysate as directed by the supplier (Pro mega). Synthesis of large T antigen

proteins were monitored by TCA. precipitation and liqmd scintillation counting.

The integrity of large T antigen was determined by SDS-PAGE.

Equal amounts ofGST, GST-Rb or GST-107 fusion proteins (2 pg) bound

to glutathione-Sepharose beads (5-10 pl) were diluted with 500 pl of binding buffer

(50 mM HEPES pH 7.0; 250 mM NaCl; 0.1% (v/v) Nonidet P-40). Equal

numbers ofTCA-precipitable counts (3 x 10-? c.p.m.) of->-?S-labeled proteins were

added and the mbcmre was rocked at 4°C for three hours. The beads were collected

by centrifugarion and washed four times with 1.0 ml of binding buffer at 4°C.

Bound proteins were elated by boiling the beads in SDS sample bufFer and

subjeaed to SDS-PAGE and fluorography.

The Py LT-Ag mutants were translated in vitro in the presence of

methionine and tested for their ability to interact with immobilized GST-Rb or

GST-107. Aliquots of the lysate were either direcdy loaded onto SDS-PAGE (Input:

1/10 of the amount used in the binding reactions) or incubated with GST, GST-RB

or GST-107 glutathione-Sepharose beads. Bound proteins were elated and analyzed

by SDS-PAGE. For titration experiments, the •5-5S-labeled proteins were serially

diluted in binding buflFer before incubation with the fusion proteins. Interactions

betsveen Py LT-Ag mutants and pRb or pl 07 protein binding was quantkated by

two methods: densitometry of the autoradiograms and direct quantification of

elated proteins in a liquid scintillation counter.

Cell lines and immortalization assays.

All cells were grown at 37°C in Dulbecco modified Eagle medium

(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum and maintained in a 5%
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CÛ2 atmosphère. Primary cultures ofREFs were isolated from 16-day-old Fisher rat

embryos obtained from Charles River (St-Constant, Quebec). Embryos were

minced and placed in DMEM containing 200 units of crude collagenase for one

hour at 37°C. The cells were dispersed by pipetting, washed and plated in complete

medium. Cells were plated at a density of 7 x 10-? cells per 100 mm plates and

transfeaed by the calcium phosphate-DNA co-precipitauon method (56). The

wild-type or mutant DNA to be assessed (10 pg) was precipitated with 10 pg of

pSV2Neo and left on the cells for 16 hours. Cells that were transfected with

pSV2Neo alone were incubated in the presence of lOpg ofpSV2Neo and 10 pg of

salmon sperm DNA (Pharmacia). The cells were then washed twice with PBS and

complete medium was added. After 24 hours the cells were passaged at a 1:5

dilution and replated in complete medium containing G418 (400 pg/ml).

Approximately 4 weeks later, individual G-418 resistant colonies (50-200 colonies)

were picked and transferred to 24-well plates. These clones were expanded before

reaching confluence. Cell strains were considered immortal if they could be

passaged in 100 mm plates 5 or more times, at a 1:5 dilution.

Growth characteristic assays.

Growth in low serum of primary REF, wild-type and mutant Py LT-Ag

immortalized cells was determined by plating cells at an initial density of l x

cells/60 mm plates in DMEM containing 0.5% FBS. Growth curves were generated

by monitoring cell growth by trypsinizing and counting cells using an

hemacytometcr at 2 days intervals for 12 to 15 days. Doubling times were

determined by analysis of the growth curves using data from the exponential phase

of growth. Similarly, growth in complete medium was determined by plating cells

in DMEM containing 10% FBS and generating growth curves for the various cell

lines. Saturation densities were determined by analysis of the growth curves.
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Cell lines were also assayed for their abUiry to grow with anchorage

indépendance by plating l x 10-' cells in 0.33 % agar in complete medium

(DMEM, 10% FBS) on a bed of 0.66 % agar also in complete medium (DMEM,

10% FBS). After 2 to 4 weeks colonies were visualized and counted.

0

0
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Results.

Modifications ofPy LT-Ag.

Py LT-Ag carrying mutations within CR2 were generated to assess its

importance in the immortalizing activity of the protein (Fig. 4). Mutant PyLT-

A141-158 carries a deletion of the entire Rb-binding domain from amino acids 141

to 158. A second deletion mutant was made in which the portion that corresponds

to the location of the Rb-binding site in SV40 T antigen was deleted (PyLT-A256-

272). We also introduced different point mutations (mutants PyLT-D141E, -

L142V, -C144S, -E146N and E146W) affecting conserved residues in the core Rb-

binding sequence. Single amino acid substitutions were introduced in non-

conserved residues flanking the core Rb-binding sequence (PyLT-L149H and -

N153Y). To assess the importance of the putative CKII phosphorylation site

flanking the pRb-binding region, acidic amino acids were substituted in the CKII

phosphorylation motif to mimick that ofHPVl6 E7 CKII phosphoryladon motif

(PyLT-Ciai). In order to determine whether Py LT-Ag and SV40 T antigen Rb-

binding domains possess equivalent activities, mutant PyLT-SV40C was generated

in which Py LT-Ag Rb-binding domain was replaced by SV40 T antigen Rb-

binding domain. Finally, an hybrid molecule where Py LT-Ag Rb-binding domain

is duplicated within the molecule (PyLT-RbC) was constructed to determine if the

amount of Rb protein bound to Py LT-Ag could influence its immortalization

potential.

To ensure that the various Py LT-Ag were expressed at equivalent levels and

produced stable proteins their synthesis was monitored by immunoprecipitation

after transfection of Cos-1 cells. All mutants expressed a unique species ofPyLT-Ag

corresponding to its expected size (data not shown). The protein stability ofPyLT-

Ag mutants PyLT-CKII, PyLT-SV40C and PyLT-RbC and PyLT-A256-272 were
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assessed and compared to the stability of the wild-type protein. Densitometry was

performed on autoradiograms to estimate protein half-lives. All the proteins tested

showed comparable half-lives (data not shown).

0

0

In vitro pRb and pl 07 binding.

The various Py LT-Ag mutants were tested for their ability to associate with

GST-Rb and GST-pl07 fusion protein in vitro. Recombinant GST-Rb and GST-

107 fusion proteins were synthesized in E. coli BL21, purified and immobilized on

glutathione-Shepharose beads. The GST-pRb or GST-pl07 beads were mbîed with

radioactively labelled wild-type or mutant Py LT-Ag and incubated at 4°C for three

hours. Bound proteins were elated by boiling the beads in SDS sample buffer and

applied to SDS-polyacrylamide gels. Results of representative experiments are

shown in Fig. 5 and summarized in Table 1. These experiments demonstrate that

any mutation in the consensus Rb-binding sequence abolished pRb and pl 07

binding in vitro, although some residual pRb binding activity was retained by

mutant PyLT-Cl44S and PyLT-Dl4lE. Mutations in residues flanking the core Rb-

binding sequence also affected pRb binding in vitro. For example, substitution of a

leucine for a histidine at position 149 (PyLT-Ll49H) or substitution of an

asparagine for a tyrosine at position 153 (PyLT-N153Y) substanthlly reduced pRb

binding to 20 (PyLT-Ll49H) and 28 % (PyLT-N153Y) of the level seen with wild-

type Py LT-Ag. Both mutants also displayed a decrease in pl07-binding to less than

1% for P/LT-L149H and 25% for PyLT-N153Y ofwild-type levels, indicating that

mutations outside the core Rb-binding motif influenced both pRb and pl 07

binding in vitro but to a difFerenr extent. Deletion of the entire Rb-binding domain

(mutant PyLT-Al4l-158) completely abolished pRb and pl 07 binding. This

mutant retains the "cryptic" Rb-binding site between aa 256-272. Deletion of
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amino acids 256-272 (PyLT-A256-272) resulted in a mutant that bound three times

as much pRb than the wild-type Py LT-Ag (Fig. 5A; lane 13 vs 15) but only 22%

ofwild-type levels ofpl07 in vitro (Fig. 5B: lane 13 vs 15). Similarly, substitution

of acidic residues in the putative CKII phosphorylation domain (PyLT-CIQI)

increased pRb binding in vitro to levels approximatively 2 times that of the wild-

type Py LT-Ag (Fig. 5A: lane 4 vs 6) but decreased pl 07 binding to 23% ofwild-

type levels (Fig. 5B: lane 4 vs 6). Thus, the effect of these mutations is to

significantly decrease pl 07 binding to approximatively 20-25% that ofwiïd-type Py

LT-Ag while retaining wild-type levels ofpRb binding in vitro. Replacement of the

Py LT-Ag Rb-binding domain with that of SV40 T antigen yielded a molecule

(PyLT-SV40C) that bound both pRb and pl 07 at levels approximately 3 times that

of wild-type Py LT-Ag. Duplication of the polyomavirus Rb-binding domain

resulted in a molecule that bound 4 times more pRb as well as pl 07 in vitro as did

wild-type Py LT-Ag. These results were confirmed by titration assays and by direct

quantitation ofeluted proteins in a liquid scintillation counter (data not shown).

Immortalization assays.

To learn whether there was any correlation between the ability of the various

large T antigens to bind to pRb and pl 07 and their immortalizing activity, we

measured their capacity to immortalize REF. Primary cultures of REFs were co-

transfected with pSV2Neo and the BPyLT expression vector coding for either wild-

type or mutant Py LT-Ag under the control of the rat fi-actin promoter. After 4

weeks of selection, individual G-418 colonies (50 to 200) were isolated and

expanded to 100 mm plates. The cell strains derived were considered immortal if

they could be passaged in 100 mm plates 5 or more times at a 1:5 dilution. The

result of these experiments are illustrated in Fig. 6. The relative immonalizarion
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efficiency of the different Py LT-Ag mutants is expressed as a percentage of the wild-

type immortalization frequency and represents the average of at least 2 different

experiments. Deletion of the entire Rb-binding domain (PyLT-A 141-15 8) gready

reduœd the immortalization potential of the mutant molecule to a frequency of

12% ofwild-type levels. Point mutations affecting any of the conserved residues

within the core Rb-binding sequence of Py LT-Ag essentially abolished the

immortalizing activity of the corresponding mutant. Mutants PyLT-Dl4lE (12%),

PyLT-Ll42V (9%), PyLT-Cl44S (5%), PyLT-El46W (3%) were unable to

immortalize primary REFs at a frequency clearly above background (pSV2neo;

8%). Only mutants PyLT-El46N (24%) retained some immortalizing aaivity.

Substitution of residues outside the core Rb-binding sequence also afFeaed the

immortalization frequency of the corresponding mutant. Mutant PyLT-Ll49H

immortalized REF at 62% the frequency of wild-type Py LT-Ag whereas PyLT-

N153Y (6%) was unable to immortalize REF at a frequency above background.

Interestingly, duplication of Py LT-Ag CR2 (PyLT-RbC) did not significandy

affect the immortalization frequency of primary REFs (104% of wild-type levels)

although the mutant bound four rimes as much pRb and pl07 in vitro than wild-type

T antigen. Replacing Py LT-Ag Rb-binding domain with the SV40 T antigen Rb-

binding domain resulted in an hybrid T-anrigen (PyLT-SV40C) that effidendy

immortalized primary REF (95%). Mutations which should enhance the specificity of

the puutive CKII phosphorylation site flanking the Rb-binding domain (PyLT-CKII)

significantly increased the immortalizing potential of the hybrid molecule to twice that

of the wUd-type Py LT-Ag (PyLT-CKII; 196%). Rather surprisingly, deletion ofPy LT-

Ag residues 256-272, which correspond to the position of the "cryptic" Rb-binding

sire, produœd a molecule (PyLT-A256-272) which also displayed a significant increase

in immortalization acdvity (178% ) as compared to the wild-type Py LT-Ag.
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Growth caracteristics of the immortalized cell lines.

Py LT-Ag is necessary for the ability of immortalized cells to grow in low

serum concentration (44) and this activity has been shown to reside in the amino

terminal portion of the protein (45). Although Py LT-Ag cannot induce cellular

transformation by itself (27, 44) , chimaeric Py LT-Ag-SV40 T antigen proteins

have been shown to possess partial transforming activities since cell lines expressing

this fusion protein displayed altered growth characteristics (37). In light of these

results, we determined the growth characteristics of established cell lines derived

from transfection ofREF with wild-type and mutant Py LT-Ag. Among the growth

characteristics tested were: the ability to overcome inhibition of cell division at high

cell density; the ability to grow in medium containing reduced levels of serum; the

ability to form colonies in the absence of anchorage. These results are summarized

in Table 2. Cell lines derived from wild-type Py LT-Ag had saturation densities

comparable to that of the parental REF. By contrast, immortalized cell lines

established from the hybrid PyLT-RbC (R-RbC-Al, -A5, -Bl) consistently achieved

higher saturation densities (varying from 3.5 x 10" to 5.9 x 10° cells/60mm plates)

than non-transfected REF (1.9 x 10° cells/60mm plates) or cell lines immortalized

bywild-type PyLT-Ag (from 2.1 to 3.8 x 10° cells/60mm plates). All immortalized

cell lines grew well in low serum (0.5%) and had doubling times considerably

shorter than the parental REF cell line (approximarively 100 h for REF vs 48 h for

the immortalized cell lines).

The established cell lines also displayed varying abilities to grow in soft-agar.

Cell lines derived from wild-type Py LT-Ag failed to grow in soft agar whereas

hybrid PyLT-RbC and PyLT-SV40C transformed cells were able to form small

colonies at a significant, but low, frequency. In contrast, cell lines derived from the

deletion mutant PyLT-A256-272 and the casein kinase domain mutant PyLT-CKII
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were able to form large colonies in soft agar at higher frequency. Furthermore, cell

lines derived from the PyLT-CKII mutant displayed a distinct and characteristic

morphology when grown as a monolayer. Normal REF have a flat spindle shaped

morphology. Cell lines derived from the PyLT-CKII mutant often had a cuboidal

shape. At confluence, these cells also displayed the tendency to form refractile foci

in which cells remained in a monolayer.

0

0
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Discussion.

0

0

The ability of the polyomavirus to immortalize primary rat embryo

fibroblasts resides in its large T antigen (45). This immortalizing function appears

to be dependent on the capacity of Py LT-Ag to bind the product of the

retinoblastoma tumor supressor gene (32) . To explore this correlation in further

detail, we assessed the efFect of mutations within CR2 on the in vitro pRb and pl 07

binding activity and in vivo immortalizing activity of the mutant T antigens.

In this study, we demonstrate that the region between residues 141-158,

corresponding to CR2, is required for pRb and pl07 binding in vitro. Our results

also demonstrate that the core Rb-binding sequence is absolutely required for pRb

and pl 07 binding. However, amino acid substitution in the flanking region also

influences binding of both pRb and pl 07. Thus, as in the E1A protein of

adenovirus (3, 12) and SV40 T anrigen (16, 21), the pRb and pl07 binding

domains overlap within Py LT-Ag.

Our analysis of mutations within the Rb-binding domain confirms its

importance in immortalization. The role of the recently characterized "pRb related'

protein pl07 in cell cycle regulation (5, 6, 17, 22, 58) and its interactions with

both E1A (3, 12) and SV40 T antigen (16, 21) underlines the importance of

examining its interactions in the process of immortalization with Py LT-Ag. We

have been able to demonstrate that mutation of any conseryed residues within the

core Rb-binding sequence (D/N-L-X-C-X-E) abolished pRb and pl07 binding in

vitro, and the immortalizing activity of the molecule in vivo. However, substitution

ofnon-conserved residues flanking the core Rb-binding domain also influenced the

immortalizing activity of the mutant Py LT-Ag. For example, substitution of

leucine-149 for an histidine drastically reduced the ability of this mutant large T
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antigen to bind both pRb and pl 07 in vitro. This mutation also decreased the

immortalizing activity of the mutant T antigen. Similarly, substitution ofasparagine

for tyrosine at position 153 also diminished pRb binding and pl 07 binding in vitro.

This mutation completely abolished the immonalizing activity ofPy LT-Ag in vivo.

Hence, the ability of Py LT-Ag to bind to pRb and to pl 07 is required for the

immortalization of REF.

It is interesting to note that although mutant PyLT-RbC bound four times

as much pRb and pl 07 in vitro, its immortalization potential was not significandy

different from that of wild-type Py LT-Ag. It has been shown that both CR1 and

CR2 of the E1A protein ofAd5 are actual contact sites with pRb (18). It has been

proposed that CR2 constitutes a high affinity pRb binding site, whereas CR1 is a

low affinity site. Furthermore, competition assays have shown that CR2 is

important for specifically binding pRb whereas CR1 is able to compete with E2F

for pRb binding (23). These experiments have led to a two step model for the

disruption ofpRb/E2F complexes where the initial high affinity binding of either

pRb or pl 07 to CR2 would bring these proteins in close proximity to CR1, which

would then displace E2F through competition for pRb binding. CR1 would then

occupy the E2F binding site in pRb or pl 07. Thus duplicating CR2 in Py LT-Ag

without duplicating the CR1 may enable the molecule to bind more pRb/E2F or

pl07/E2F but such protein may not be able to disrupt pRb/E2F complexes with

increased efficiency. This hypothesis is supported by the observation that mutations

affecting the CRI ofPy LT-Ag may results in a decreased immortalization frequency

of primary cultures of REF (32), underlying the importance of the CR1 in the

immortalization of primary cells. Apparently, the absolute level ofpRb and pl 07

binding in vitro is not the sole determinant of the immortalizing potential ofPy LT-

Ag as demonstrated by mutant PyLT-RbC and PyLT-SV40C, which bound more
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than twice as much pRb and pl 07 as did wild-type Py LT-Ag without any

concomittant increase in immortalizing activity.

Mutations within Py LT-Ag CR2 did not only afFect the immortalization

efficiency of some mutant T antigens but also altered the growth characteristics of

the cell lines derived from REF immortalized by PyLT-RbC, PyLT-SV40C, PyLT-

A256-272, and PyLT-CKII. For example, cell lines derived from PyLT-RbC

immortalized REF (R-RbC-Al, -A5, -Bl) were able to achieve much higher

saturation densities than cell lines derived from REF immortalized with wild-type

Py LT-Ag. Furthermore, the two cell lines tested (R-RbC-A5 and -Bl) were able to

form colonies in soft agar. Similarly, cell lines derived from REF immortalized by

PyLT-SV40C displayed the ability to form small colonies in soft agar. Cell lines

derived from PyLT-CKII and PyLT-A256-272 formed large colonies in soft agar at

a frequency similar to Cos-1 cells. Thus, although Py LT-Ag CR2 may be implicated

in altering growth parameters of established cell lines, our results suggest that other

domains of the protein may also be involved.

In all viral oncoproteins that bind pRb, the carboxy terminal of the Rb-

binding domain is flanked by a CtCII phosphorylauon domain and a nuclear

localization signal (4). Previous observations with CKII sites in other proteins have

shown that acidic residues on the carboxy-rerminus side of the serine (as found in

Ad5 E1A and HPV16 E7) are required for efficient serine phosphoryktion (29).

An Adenovirus E1A mutant, in which the number of acidic amino acids in the CKII

recognition site was reduced from five to three, has a reduced ability to complement

an aaivated ras oncogene in a BRK coopération assay (40) . Replacement of the

acidic stretch of the HPV16 E7 protein (Glu-^^-Glu-Glu-Asp-Glu) by a stretch of

five glutamine residues severely impaired the ability of mutant E7 protein to

cooperate with ras to transform primary REF (24). Interestingly, the authors were
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not able to establish immortalized cell lines from this mutant underlying the

importance ofthis motifin immortalization. Barbosa etal., (1990) have shown that

for the E7 protein ofHPVl6, substitution of the two serine residues (31 and 32) in

the CKII domain by non-phosphotylatable residues abolished phosphorylation and

led to a reduction in the transforming activity, but did not change pRb binding (4) .

Furthermore, they observed a tight correlation between the oncogenic potential of

the HPV6, 16 and 18 viruses and both the rate of phosphoryktion of the E7

protein and its capacity to bind pRb; E7 proteins from the most oncogenic HPV16

and 18 were phosphorylated faster and bound more pRb than the E7 protein from

HPV6 which is mostly associated with benign lesions (3). These results suggest that

pRb binding and CKII phosphorylation represent two distinct but interrelated

biological functions. The PyLT-CBdI hybrid molecule was construaed to address

the importance of the putative CB3I phosphorylation site flanking the Rb-binding

domain in Py LT-Ag. Mutant PyLT-CKII displayed more than tsvice the

immortalizing frequency of wild-type Py LT-Ag. This clearly demonstrates that a

mutation that should enhance the specificity of the CK3I phosphorylation domain

has a significant effect on the immortalization potential of the mutant T antigen.

Replacement of the pRb binding domain ofPy LT-Ag with that ofSV40 T

antigen resulted in a protein capable of immortalizing REFs at a frequency

equivalent to that of the wild-type Py LT-Ag. This suggests that the SV40 T antigen

and Py LT-Ag Rb-binding domains are interchangeable. It is important to note that

the PyLT-SV40C mutant contains not only the SV40 T antigen Rb-binding

sequences but also retains SV40 T antigen flanking CIQI motif which is more acidic

than that of wild-type Py LT-Ag. Therefore it appears that although the SV40 T

antigen CKII motif is more acidic than Py LT-Ag CPCII motif, this does not afFect

the immonalizing activity of mutant PyLT-SV40C. In contrast, substitution of
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acidic amino acids within Py LT-Ag CKII motif significantly increased the

immortalizing activity of mutant PyLT-CKII to levels twice that of the wild-type Py

LT-Ag. The reasons for this difference is obscure but may be reflected by the

difFerent growth characteristics observed from cell lines derived from wild-type Py

LT-Ag, PyLT-SV40C and PyLT-CIQI mutants. All cell lines immortalized bywild-

type Py LT-Ag were unable to grow in soft agar whereas cell lines immortalized by

PyLT-SV40C were able to form small colonies. Cell lines immortalized by PyLT-

CKII displayed the ability to form large colonies in soft agar at a high frequency.

Thus, as the acidic nature of the CKII motif increased we observed a gradation in

the ability of the immortalized cell lines to grow in suspension.

We have demonstrated that pRb and pl 07 both require the same region of

Py LT-Ag located between residues 141-158 for binding. Since the pRb- and pl07-

binding domains overlap, it is tempting to speculate that pRb and pl 07 may

compete for binding to this stretch ofamino acids. It can be argued that mutations

that decrease the affinity ofPy LT-Ag for any one of the Rb related proteins would

alter the balance toward binding of the other Rb related proteins to Py LT-Ag and

this could play an important role in determining the immortalization activity of the

molecule. Presumably, as cells progress from G l to S-phase, Py LT-Ag/Rb and Py

LT-Ag/pl07 complexes are in a state of equilibrium within a cell. Thus, a mutation

that decreases Py LT-Ag affinity for pl 07 would shift the equilibrium toward Py LT-

Ag/Rb complex formation. The increased immortalization frequency observed with

both PyLT-A256-272 and PyLT-CKII, both of which bind wild-type levels ofpRb

but which show a much lower affinity towards pl 07, may be explained by this

model which fits well with our current understanding of the role of pRb as a

gatekeeper for the Gl/S progression.

u
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Figure legends.

Figure 1: Sequence comparison of the CR2 and CKII motifs of selected DNA

tumor vims oncoproteins.

The sequences ofAdenovirus E1A, HPV16 E7 and various polyomavirus large T-

antigen proteins are aligned to show the region of homology within the pRb-

binding and CKII phosphorylation motifs. Conserved amino acids within the core

pRb-binding sequence are shown in bold. The CKII motifs are shaded with

phosphorylatable serine residues shown in bold.

0

Figure 2: Schematic representation of the functional domains within Py LT-Ag

and SV40 T antigen.

This figure illustrates the conservation of the nature and organization of the

fùndonal domains within Py LT-Ag and SV40 T antigen. While significant

homologies exists between Py LT-Ag and SV40 T antigen, the alignment of the

proteins depends on the introduction of a gap in SV40 T antigen to accomodate a

unique stretch of 154 amino acids found only in Py LT-Ag (48). CRI: conserved

region 1; CR2: conserved region 2; NLS: nuclear localization signal; DNA: DNA

binding domain; Zinc: zinc finger motif.

0

Figure 3: Structure of the recombinant plasmids and experimental strategy used

in this study.

The structure of the parent plasmid pPyLT is described elsewhere (50). pPyLT-1

was generated by inserting a BamHI/BglII/XhoI adaptor in pPyLT, at the Xhol site.

An XhoI-KpnI fi-agmenr containing the pRb binding site was excised from pPyLT

and re-cloned into pBluescript-SK- (Srratagene) to produce pSKLT and used to
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generate Py LT-Ag mutants as described in Materials and Methods.

BapSV40Ttsa58A contains a temperature sensitive allele of SV40 T antigen (52)

inserted downstream of the fi-actin promoter and intervening sequence. BPyLT was

derived from BapSV40Ttsa58A by replacing the SV40 T antigen coding sequence

by Py LT-Ag cDNA excised from pPyLT-1 with BamHI.

0

Figure 4: Amino acid substitutions in Py LT-Ag in the pRb-binding and CKII

motifs.

The Py LT-Ags used in this study are presented with the amino acid substitutions

aligned below the corresponding residues of the wild-lype sequence. The extent of

amino acid deletion is indicated by a solid line. Conserved amino acids of the core

pRb-binding sequence are shown in bold while the putative CKII phosphorylation

motifs are shaded with phosphorylarable serine residues shown in bold. The

consensus pRb-binding sequence and CKII motifs are presented under the wild-

type Py LT-Ag sequence.

Figure 5: In vitro pRb and pl 07 binding assays.

The Py LT-Ag mutants were translated in vitro in the presence

and tested for their ability to interact with immobilized GST-Rb or GST-107.

Approximatively equal amounts ofGST, GST-pRb or GST-pl07 were added and

the mbcture was rocked at 4 C for three hours. The beads were collected by

centrifiigation and washed four times with 1.0 ml of binding bufFer. Bound proteins

were eluted by boiling in SDS sample buffer and subjected to SDS-PAGE and

fluorography. Panel A: representative in vitro pRb-binding assay. Panel B:

representative in w'/ropl07-binding assay.

0
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Figure 6: Relative immortalization frequency of primary REF by wUd-type and

mutant Py LT-Ag.

Colonies of G-418 résistant cells were picked 4 weeks after selection and transferred

to 24-well plates. Before reaching confluence, these clones were expanded. Cell lines

were considered immortal if they could be passaged 5 or more times, at a 1:5

dilution, after reaching 100mm plates. The relative immortalization frequency of

primary REF by the different mutants is expressed as a percentage of the

immortalizing activity of the wild-type Py LT-Ag and the data represent the average

of at least 2 experiments.

0
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FIGURE 2: Pilon et ai,
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TABLE 1: Pilon etaL,

INVTTRO pRb- AND pl07-BINDING AND RELATIVE IMMORTALIZATION
FREQUENCV OF PRIMARY REF BY WILD-TYPE AND MUTANT PY LT-AGS

Vector

0

pRb pl 07 Rel. Imm. Freq.
(% ±S.E.)

BPyLT 100 100 100
pSV2Neo n.d. n.d. 8 ±3.2
BPyLT-Al4l-158 0 0 13 ±1.5
BPyLT-Dl4lE l 0 12 ±2.5
BPyLT-Ll42V 0 0 9 ±9
BPyLT-Cl44S 5 0 5 ±4.5
BPyLT-El46N 0 0 24 ±12.5
BPyLT-El46W 0 0 3 ±2.5
BPyLT-Ll49H 20 0 62 ±21
BPyLT-N153Y 28 25 6 ±5.5
BPyLT-CKII 180 23 196 ±0
BPyLT-À256-272 295 22 178 ±17.5
BPyLT-RbC 440 398 104 ±3.5
BPyLT-SV40C 319 298 95 ±11.3
BPyLT-SV40CAC/S 00 0

^
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TABLE 2: Pilon ^tfjL,

GROWTH CHARACTERISTICS OF WILD-TYPE AND
MUTANT PY LT-AG IMMORTALIZED CELL LINES

Saturation densities Doubling time Growth in
Cell lines in 10% serum* in .5% serum (hr) soft agar

0

REF 1.9
BPyLT-D4 2.9
BPyLT-D5 2.1
BPyLT-CKII-9C4 3.5
BPyLT-CKII-4C6 3.1
BPyLT-CKII-3A5 3.1
BPyLT-A256-272-Dl 1.8
BPyLT-A256-272-E6 1.9
BPyLT-SV40C-F6 4.2
BPyLT-SV40C-A3 2.2
BPyLT-SV40C-D2 n.d.
BPyLT-SV40C-C4 n.d.
BPyLT-SV40C-Dl n.d,
BPyLT-RbC-Al 3.5
BPyLT-RbC-A5 5.9
BPyLT-RbC-Bl 5.2

100
48
48
40
48
n. d.
100
40
48
100
n.d.
n.d.
n. d.
48
100
100

(-)
(-)
(-)
(++)
(+)
(++)
(++)
(++)
(+/-)
(+/-)
(+/-)
(+/-)
(+/-)
(-)
(-)
(-)

* X 106 CELLS/60 MM PLATES

u
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Polyomavirus large T antigen binds the "pRb related" protein pl 30

through sequences in conserved region 2.

0
Running tide: Polyomavirus large T antigen binds pï30 in vitro.
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Abstract.

DNA tumor viruses encode proteins that target key cellular regulators to

afFect cell cycle progression. Many of these viral oncoproteins have the ability to

form complexes with the product of the retinoblastoma tumor supressor gene

through homologous conserved regions. pRb is only one member of a family of

proteins, which include the pl07 and pl30 proteins, that have been involved in the

regulation of the cell cycle. It has now been shown that the El A protein of

adenovirus is able to complex with all three pRb related proteins through sequences

in the conserved regions 1 and 2. Polyomavirus large T antigen is also able to

complex pRb and pl 07 through homologous regions. In a previous study, we have

shown that the pRb and pl07 binding domains overlap between residues 141 and

158 (l). In this study, we demonstrate that polyomavirus large T antigen is also

able to bind pl 30 in vitro through the same conserved sequences in conserved

region 2.

0
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Many viral oncoproteins have the ability to form specific complexes with the

product of the retinoblasroma rumor suppressor gene. Complex formation is

dependent upon homologous conserved regions within these proteins. The E1A

oncoprotein ofadenovirus interacts with pRb through two distinct non-continuous

sequences that have been called conserved region 1 and 2 (CRI and CR2) (2).

Homologous sequences have been found in the large T antigens (LT) of simian virus

40 (SV40) (3) and marine polyomavirus (4), and the human papilloma virus

(HPV) E7 protein (5). The large T antigens of human JC virus, human BK virus,

marine polyomavirus, baboon SA12 virus, and monkey lymphorropic papovavirus

have been shown to form speciRc complexes with pRb in vitro (4). This association

with pRb, via a consensus Rb-binding domain, is an important component ofvirus-

mediated transformation. Several groups have shown that the conserved Rb-binding

motif in the CR2, consisting of the amino acids D/N-L-X-C-X-E (the "core" Rb-

binding sequence), is essential for the interaction between Rb and various viral

oncoproteins (5, 6) and that this interaction is required for transformation (2, 7-

12).

Several studies have led researchers to propose a model of the regulation of

the cell cycle by pRb [reviewed in (13)]. At interphase, it is believed that pRb

maintains cells in a quiescent state by repressing transcription of genes required for

cell cycle progression (14). It has been shown that pRb exerts its influence in part

through its interaction with the E2F transcription factor (15-17). The interaction

of the viral oncoproteins with pRb residts in the release of E2F, which is required

for the expression of genes involved in the regulation of the cell cycle (14, 18).

While pRb is clearly involved in the control of the transcriptional activity of the

E2F complex in the late Gl/S phase of the cell cycle (14) it has become increasingly

clear that E2F is also a cellular target for the "pRb-related proteins", pl07 and pl30,
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which also possess the E1A/T binding pocket (19, 20). Both pRb-related proteins

bind E2F (20-22), and pl 07 also regulates E2F-specific transcriptional activity in

vivo (23). pl 07 and pl 30 have been shown to inhibit cell proliferation suggesting

a tumor suppressor-like activity (24, 25). The interaaion ofpRb, pl07, pl30 with

the E2F transcription factor may be required to efFect progression through the cell-

cycle. Thus, these pRb related proteins may play an important role in tumorigenesis

and their interaction with DNA tumor virus oncoproteins needs to be examined in

more detail.

Polyomavirus large T antigen plays an important role in the immortalization

of primary cells and is required to complement the ability of several other

oncoproteins to achieve full transformation (26, 27). However, polyomavirus large

T antigen cannot induce cellular transformation by itself. In a previous study, we

have shown that the ability ofpolyomavirus large T antigen to immortalize primary

rat embryo fibroblasrs is entirely dependent on its capacity to bind pRb (1). The

domain responsible for pRb-binding and immortalization has been localized to

amino acids 141-146 ofpolyomavims large T antigen (28), and has been recendy

more precisely characterized in relation to its interaction with both pRb and pl07

(l). The E1A viral oncoprotein has been shown to form specific complexes, through

its CR2 transforming domain, with the recently characterized pl 30 protein (29).

However, it is not known if polyomavirus large T antigen interacts with pl30

protein. In this report, we have investigated the ability of the wild-type

polyomavirus large T antigen and a mutant polyomavirus large T antigen mutated

in CR2 to complex with pl 30.

Since the ElA/pl30 interaction involves the CR2 of the viral oncoprotein,

we targetted the homologous region for deletion within polyomavirus large T

antigen. Oligonucleotide-directed site-specific mutagenesis was performed on the
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pPyLT-1 expression vector to delete residues 141 to 158, which correspond to

polyomavirus large T antigen CR2, to create the pPyLT-A 141-15 8 mutant (Fig. 1).

Sequences containing the first 196 residues ofpolyomavirus wild-type and mutant

A141-158 large T antigen were cloned in the pGEX vector (Pharmacia) to produce

the desired GST-LT fusion proteins. The GEX-PyLT and GEX-PyLT-Al4l-158

fusion proteins were expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) and immobilized on

glutathione-Sepharose beads (Pharmacia). Complementary RNAs were synthesized

from linearized pSPUTK-Rb, pSPUTK-107 or pSPUTK-130 templates according

to standard in vitro transcription methodology and translated in vitro in the

presence of 35S-methionine as described by the supplier (Promega). pSPUTK-Rb

was created by cleaving and subcloning a fragment, coding for residues 301-928 of

human Rb, from p4.95BT (kindly provided byT.P. Dryja) and subcloning into the

pSPUTK vector (32). pSPUTK-107 was created by cleaving and subcloning into

pSPUTK (32) a fragment, coding for residues 228-1068 of human pl07 from

pCMV-107 (25). Finally, pSPUTK-130 was created by cleaving from pBS-SK130

(31) a fragment coding for residues 322-1139 of human pl30 and doning into

pSPUTK (32). The proteins were then tested for their abUity to interaa with

immobUized GST-PyLT or GST-PyLTA 141-158. The GST-PyLT or GST-PyLT-

A141-158 beads were mked with radioaaively labelled pRb, pl 07 or pl30, and

incubated at 40C for three hours. Bound proteins were elated by boiling the beads in

SDS sample buffer and applied to a SDS-polyacrylamide gel. The result of this

experiment is illustrated in Fig. 2. The wild-type polyomavirus large T antigen protein

was able to associate not only with pRb (lane 3) and pl07 (lane 11), but also with pl30

(lane 7). However, the deledon mutant PyLT-A 141-15 8 •n^s not able to associate with

any of these proteins (lane 4, 8 and 12), suggesting that the deleted stretch ofamino

acids is essential not only for pRb and pl 07 binding bur also for inreracdon with pl 30.
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In this study, using wild-type and CR2 mutant polyomavirus large T

antigen, we were able to demonstrate that polyomavirus large T antigen binds pl 30

in vitro. This is, to our knowledge, the first report of any interaction between

polyomavirus large T antigen and pl 30. In addition, we were able to determine that

pl30 binds polyomavirus large T antigen between residues 141-158, a region

encompassing the pRb-binding motif. Thus, within polyomavirus large T antigen,

this stretch ofamino acids is required to bind all pRb related proteins; pRb, pl 07

and pl 30. These results correlate well with the finding that the E1A oncoprotein

also binds all three pRb related proteins through the homologous CR2 region (29).

This suggests that in these two viral oncoproteins, the CR2 is not only highly

homologous in sequence but also seems to possess similar biochemical aaivity.

Further experiments wUl be needed to address the specific role of pl30 in the

proœss of cellular immortalization by polyomavirus large T antigen.
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Figure legends.

Figure 1: Schematic representation ofwild-type and mutant PyLT-Ags.

The wild type and mutant Py LT-Ags mutant used in this study are presented here

with the extent ofamino acid deletion indicated by a solid line. Conserved amino

acids of the core pRb-binding sequence are shown in bold while the putative CKII

phosphorylation motifs are shaded with phosphorylatable serine residues shown m

bold. The consensus pRb-binding sequence and CKII motifs are presented under

the wild-type Py LT-Ag sequence.

0

Figure 2: In vitro pRb, p 107 and pl 30 binding assays.

The pSPUTK-Rb, pSPUTK-107 and pSPUTK-130 were Imearized downstream of their

œding sequences, and transcribed with SP6 RNA polymerase (Gibco, BRL).

methionine labeled proteins were synthesiTed by in vitro translation of 2 pg ofcRNA in

35 pl of rabbit redculocyte lysate as directed by the supplier (Promega). Equal amount (2

pg) ofGST, GST-PyLT or GST-PyLT-Al4l-158 fusion proteins werc diïuted m 500 pl

of binding buffer (50 mM Hepes, pH 7.0; 250 mM NaCl; 0.1% Nonidet P-40). Equal

numbers ofTCA-precipitable counts (3 x 10-') of labeled proteins were added and the

mKture was rocked at 4 C for three hours. The beads were coUeaed by œntrifugadon

and washed four times with 1.0 ml of binding bufFer. Bound proteins were elated by

boiling in SDS sample buffer and subjeaed to SDS-PAGE and fluorography. Lane 1, 3

and 9: Input of radiactively labelled pRb, pl30 and pl07. Lane 2, 6 and 10: in vitro

binding of labeled pRb, pl30 or pl 07 proteins to GST protein alone. Lane 3, 7 and 11:

In vitro binding ofkbeled pRb, pl07 and pl30 proteins to wild-type polyomavirus large

T antigen. Lane 4, 8 and 12: In vitro binding of labeled pRb, pl 30 and pl 07 proteins to

polyomavirus large T antigen mutant PyLT-A 141-158.
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Abstract.

The polyomavirus large T antigen contains a zinc finger domain required

for the formation of hexamers involved in viral DNA replication. Since mutations

within the zinc finger domains of transforming proteins like SV40 large T antigen

and human papilloma virus E7 protein generally decrease their overall transforming

activity, we have examined the ability of a mutant polyomavirus large T antigen that

harbors a deletion in sequences within the zinc finger motif to immortalize primary

rat embryo fibroblasts. In contrast to result obtained with SV40 large T antigen and

the human papilloma virus E7 protein we show that deletion of the entire zinc

finger motif enhances the immortalization efficiency of this mutant T antigen.

0
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Polyomavirus large T antigen (Py LT-Ag) is a multifunctional 785 amino

acid nuclear phosphoprorein of approximatively 100 kDa. During productive

infection, PyLT-Ag induces the host cell entry into S-phase (1) , is involved in viral

DNA replication (2), and regulates early and late transcription of viral genes (3).

Many of the viral oncoproteins contain zinc finger consensus sequences and are able

to bind zinc. Although the zinc finger motif is often found in DNA binding

proteins, these motifs have also been implicated in protein-protein interactions as

has been shown for the E1A protein ofadenovirus (4), SV40 large T antigen (5,

6) and HPV16 E7 protein (7). PyLT-Ag contains a zinc finger motif, located

between residues 452-472, that has been shown to play an important role in viral

replication (9). The PyLT-Ag zinc finger motif contains two cysteine residues,

(residues 452 and 455), as well as three hisridines (residues 465, 469 and 472) (9) .

Mutation of any of the conserved residues (Cys-452, Cys-455, His-465 or His-469)

abolished the ability of PyLT-Ag to replicate viral DNA but did not affect binding

to the viral origin of replication (9). PyLT-Ag can form multimeric T antigen

complexes of high molecular weight which corresponds to the size of a hexamer (8)

. All mutations within the conserved sequence of the zinc finger motif abolished the

ability ofPyLT-Ag to self-associate (9) .

PyLT-Ag has the ability to immortalize primary rat embryo fibroblasts (10).

This immortalizing activity has been shown to involve binding of the

retinoblastoma tumor suppressor gene product to PyLT-Ag berween residues 141

and 146 (11, 12). Although the expression cfa PyLT-Ag N-terminal fragment

(residues 1 to 219) is sufficient for the immortalization of primary rat embryo

fibroblasts, the immortalizing acitiviry is of this truncated protein is reduced to 22%

of wild-type levels (23). Furthermore, a larger N-terminal fragment containing

residues 1-259 was shown to possess only 60% of the wUd-type activity (13). This
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decrease in immortalizing activity of the 259 amino acid truncated protein cannot

be explained by altered protein stability since pulse-chase experiments have shown

litde difFerence in stability berween ir and the full-length Py LT-Ag (13).

The large T antigens of SV40 and polyomavirus show a high degree of

sequence and fiinctional homology. Like Py LT-Ag, SV40 large T antigen is also able

to form multimeric T antigen complexes involved in DNA replication (14-19).

Complex formation in SV40 large T antigen is dependant on the zinc finger motif

which is believed to stabilize protein-protein interactions (6). The SV40 large T

antigen zinc finger also plays an important role in the transforming activity of the

virus. For example, certain point mutations in the zinc finger motif within SV40

large T antigen abolish the viability of the virus in addition to decreasing its ability

to transform baby mouse kidney cells by more than 50% (6). Interestingly, few

transformed foci could successfully be established as cell lines. Indeed, less than 5%

of these foci could be expanded into cell lines while more than 90% of the foci

induced by wild-type SV40 large T antigen produced established cell lines (6).

These results suggest that the zinc finger motif of SV40 large T antigen plays a role

in immortalization.

Since the 259 amino acid Py LT-Ag N-terminal fragment has a reduced

immortalizing activity and fails to form multimeric complexes (13), it is tempting

to speculate that the ability of Py LT-Ag to form high molecular weight complexes

is important for its immortalizing activity. To address this question, we have

generated a mutant Py LT-Ag (PyLT-dlZ) where amino acids 452-469 from within

the zinc finger motif have been deleted and determined its ability to immortalize

primary rat embryo fibroblasts. The expression vector used in this study is illustrated

in Fig. 1. pPyLT-1 was generated by inserting a BamHI/BglII/Xhol adaptor into

pPyLT which has been described previously (20). Py LT-Ag mutant PyLT-dlZ was
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generated by site-directed mutagenesis on the pPyLT-1 vector using the transformer

mutagenesis system (Clontech, USA). After independent transient transfection of

Cos-1 cells by pPyLT-1 and PyLT-dlZ, proteins were labelled with -?-?S-methionine

and PyLT-Ag was immunoprecipitated using polyclonal anti-Py LT-Ag antisera.

Both pPyLT-1 and PyLT-dlZ produce a unique species of T antigen corresponding

to the approximate size ofwild-type Py LT-Ag (data not shown). As the pPyLT-1

starting vector that was used to generate the PyLT-dlZ mutant only poorly

immortalizes primary rat embryo fibroblasts, DNA sequences coding for wild-type

and mutant Py LT-Ag were re-cloned in the BapSV40Ttsa58A vector (a gift from

Dr. R. MacKay) to create the expression vectors BPyLT and BPyLT-dlZ.

The importance ofPy LT-Ag zinc finger modfon its immortalizing activity

was assessed in an in vitro immortalization assay. Primary cultures of rat embryo

fibroblasts were co-transfected with pSV2Neo and an expression vector coding for

either the wild-type (BPyLT) or mutant Py LT-Ag (BPyLT-dlZ). After four weeks of

selection, individual G-418 colonies (30 to 50) were isolated and expanded to 100

mm plates. The cell strains derived were considered immortal if they could be

passaged five or more times at a 1:5 dilution. The result of these experiments are

illustrated in Fig. 2. The relative immortalization efficiency of the PyLT-dlZ mutant

is expressed as a percenuge of the wild-type immortalization frequency and

represents the average of two separate experiments. Deletion ofamino acids within

the zinc finger motif did not impair the immortalization activity of the PyLT-dlZ

mutant. In fact, PyLT-dlZ mutant had the ability to immortalize primary rat

embryo fibroblasrs at an increased frequency (182%) compared to the wild-type

protein. Cells established from BPyLT-dlZ transfected colonies had a morphology

that was similar to cell lines derived from wild-type immortalized cells. These results

indicate that the Py LT-Ag zinc finger motif is dispensable for T antigen
^^
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immonalizing activity. By extension, these results indicate that the formation of

high molecular weight complexes is not required for immortalization of primary rat

embryo fibroblasts by Py LT-Ag (13). Our residts further suggest that other

sequences, which are deleted in the N-terminal 259 amino acid deletion mutant of

Py LT-Ag, may be required for its full immortalization activity.

These results are in sharp contrast with the observation that a mutant E7

protein of human papilloma virus (HPV) 16 carrying a mutation in its zinc finger

motif is unable to immortalize primary rat embryo fibroblasts (21). Several groups

have shown that HPV16 and HPV18 E7 proteins are unable to cooperate with an

activated ras oncogene to transform primary rat embryo fibroblasts (21, 22). If

immortalization is a prerequisite for the subsequent cooperation with an activated

ras oncogene these experiments may reflect difFerences in the process of cellular

immonalization by these two molecules.

In this study, we have examined the influence of the zinc finger domain on

the immortalizing activity of Py LT-Ag. We have shown that mutation of the zinc

finger motif does influence the immortalization efficiency of the mutant T antigen,

not by decreasing it as was expeaed, but rather by increasing it significantly.

However, the reason for this increased immortalizing activity remains obscure. The

relative immorralizaton frequency of the Py LT-Ag zinc finger mutant suggests that

a deletion within the zinc finger motif did not seriously alter the conformation of

the protein as to impair pRb binding since we have previously demonstrated that

pRb binding is absolutely necessary to immortalize primary rat embryo fibroblasts

(11). Finally, our result suggest that sequences located downstream of a 259 amino

acid N-terminal fragment and distinct from the zinc finger domain may

significantly afFect the immortalization activity ofPy LT-Ag.

u
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Figure Legends

Figure 1: Schematic representation ofrecombmant plasmids.

pPyLT-1 was generated by inserting a BamHIIBgUlKhol adaptor into pPyLT which has

been described previously (36). Py LT-Ag mutant PyLT-dlZ was generated by site-

dircaed mutagenesis on the pPyLT-1 veaor. Sequences within the zmc finger mouf,

located between amino acid 452-469, were deleted using the transformer muagenesis

system (Clontedi, USA). For immortali2ation assays, DNA sequence coding for wild-

type and mutant Py LT-Ag were re-doned in the BapSV40Trsa58A vector (a gift from

Dr. R. MacKay) to create the expression veaors BPyLT and BPyLT-dlZ.

0

Figure 2: Relatwe unmortalization fi-equency of primary rat embryo fibroblasts bywild-

type and mutant Py LT-Ag.

Cells were plated at a density of7 x 10-) œlls per 100 mm plates and transfected by the

calcium phosphate-DNA co-precipiauon method (4l). The wild-type or mutant DNA

to be assessed (lOpg) was precipitated with 10 pg ofpSV2Neo and left on the cells for 16

hours. Cells that were transfeaed with pSV2Neo alone were incubated in the presence of

lOpg ofpSV2Neo and 10 pg of salmon sperm DNA (Pharmacia). The cells were then

washed twice with PBS and complete medium was added. After 24 hours the œlls were

passaged at a 1:5 dilution and replated in œmplete medium contaming G418 (400

pg/ml). Individual G-418 resistant colonies (30 to 50) were picked four weeks later and

transferred to 24-weiï plates. These clones were expanded before reaching œnfluence. Cell

strains were œnsidercd immortal if they could be passaged five or more times, at a 1:5

diluuon. The relative immortalization efficiency of PyLT-dlZ mutant is expressed as a

perœntage of the wild-type immortalization frequency and represent the average of two

separate expenments.



149

0

FIGURE 1: Pilon et Mes-Masson

0
•wl

l
l
l

>

s
w
(0î
eN E
5«sv
ss.•o < Eà •5H 0) (0n h-§ s <m cI- s 8°i s:^ 0ts:s
Em

&:E ^5 l t EI
sE f a.

(S 3 0m <0

•s
s

e

î
E
(0
m

E
n
m

^ s
10
m GO
M 'si OT

l p0
t §> >w (0
Q.

sra
m

E
m
m

u



150

0

FIGURE 2: Pilon et Mes-M^asson
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Les petits virus à ADN partagent plusieurs caraaérisdques qui reflètent leurs besoins

de répliquer le génome viral indépendamment des restrictions qui régissent la
replication de l'ADN de la cellule hôte. Ces vims ont développé une stratégie
commune qui leurs permet d'exploiter les processus métaboliques de base de la

cellule en interagissant et contrôlant les mécanismes de régulation du cycle

cellulaire. Ils partagent tous la propriété de coder pour une ou plusieurs
oncoprotéines virales capables de perturber le contrôle du cycle cellulaire et induire
la synthèse de l'ADN. Ainsi, les petits virus à ADN sont des outils puissants nous
permettant de disséquer et de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués
dans le contrôle du cycle cellulaire.

La protéine E1A d'adénovirus, la protéine E7 de HPV et les antigènes grand
T de SV40 et du virus du polyome marin ont toutes été impliquées dans la
modulation du cycle cellulaire (DeCaprio et aL, 1988; Dyson étal., 1989; Whyte
étal., 1988). Ces oncoprotéines virales sont des molécules complexes composées de
plusieurs domaines fonctionnels distincts qui sont caraaérisés par leur activité
biochimique propre. Ces protéines fonctionnent, en partie, en ciblant les
régulateurs les plus importants du cycle cellulaire et en s'associant à eux par contact
direa protéine-protéine. Les oncoprotéines virales ciblent en particulier le produit
de gènes suppresseurs tel pRb et p53 (DeCaprio et ai, 1988; Dyson état, 1990). La
protéine E1A d'adénovims, la protéine E7 des HPV et les antigènes grand T de
SV40 et du virus du polyome murin lient la forme sous-phosphorylée de pRb, qui
est sa forme active retrouvée en phase GO et G l du cycle cellulaire (DeCaprio état,
1988; Dyson étal., 1989; Harlow étal., 1986; Larose étal, 1991) . Ces interactions
ont pour efFet d'inactiver la fonction de pRb. Ces oncoprotéines virales s'associent à
pRb par le biais des séquences homologues CRI et CR2 qui sont également
néœssaires pour leurs activités transformantes.

Les analyses génétiques et biochimiques de l'antigène grand T du virus du
polyome marin ont démontré que cette protéine est multifonnctionelle et composée
de plusieurs domaines distincts. L'antigène grand T du virus du polyome joue un
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rôle important dans l'immortalisation de cellules primaires et coopère avec plusieurs

autres oncogènes, dont ras et moyen T, pour induire leurs transformations complètes
(Land et aL, 1983; Rassoulzadegan et al., 1983). L'immonalisation de cellules
embryonnaires de rat dépend de la liaison de l'antigène grand T du virus du
polyome au produit du gène suppresseur du rétinoblastome par le biais de séquenœs
homologues aux CRI et CR2 de la protéine E1A d'adénovirus (Larose étal., 1991).

Dans cette étude, nous avons examiné l'activité immortalisante de l antigène
grand T du virus du polyome murin induite par une série de mutants des différents
domaines fonctionels de la protéine sur des fibroblastes embryonnaires de rat. Dans
un premier temps, nous avons ciblé la CR2 de l'antigène grand T du virus du
polyome. Cette région est nécessaire pour l'acdvité immortalisante de la protéine et
la liaison à pRb (Larose et at, 1991). Cependant, les résidus essentiels du domaine
de liaison de pRb ne sont pas connus. De plus, bien que l'on ait démontré que
l'antigène grand T du virus du polyome lie pRb et pl 07 grâce à une séquence
contenue dans ses premiers 259 acides aminés, contenant la CRI et la CR2
(Holman etaL, 1994), on ne sait pas si les deux domaines de liaison se chevauchent
ou constituent des entités différentes.

On a récemment démontré que la protéine pl 30, qui est aussi impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire, est en mesure de lier la protéine E1A par la
CR2 (Mayol et ai, 1994) . Nous avons examiné la capacité de l'anugène grand T
du virus du polyome à lier pl 30 et déterminé la région impliquée dans cette
interaction.

Finalement, plusieurs oncoprotéines virales sont capables de lier un atome
de zinc et de former des doigts de zinc. Chez ces protéines le motif de doigt de zinc
a été impliqué dans les interactions protéine-protéine. Les antigènes grand T de
SV40 et du virus du polyome sont en mesure de former des hexamères qui sont
impliqués dans la replication de l'ADN viral. Pour l'antigène grand T de SV40, la
substitution d'un seul acide aminé conservé du motif de doigt de zinc entraîne une
forte diminution de son activité transformante et immortalisante. Bien qu'un
fragment N-terminal de 219 acides aminés de l'antigène grand T du virus du
polyome soit en mesure d'immortaliser des cultures primaires de cellules
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n embryonnaires de rat, l'efficacité de la protéine tronquée n'est que de 22% de
l'activité de la protéine sauvage. Nous avons donc examiné la contribution du motif
de doigt de zinc dans l'activité immortalisante de l'antigène grand T du virus du
polyome en délétant ce motif et en comparant l'efiicacité d'immortalisarion de la
protéine mutante à la protéine sauvage.

0

8.0 EFFET DES MUTATIONS PONCTUELLES ET DES DELETIONS SUR LA LIAISON DE pRb
ET p 107 À L'ANTIGÈNE GRAND T DE POLYOME IN VITRO ET IMMORTALISATION
CELLULAIRE IN VIVO.

Dans la première partie de cette étude, nous avons examiné la nature des
interactions entre pRb, pl 07 et la CR2 de l'antigène grand T du virus du polyome
murin et carrelé la formation de complexes in vitro avec l'activité immortalisante de

la protéine in vivo. Les résultats de cette étude démontrent que la liaison de pRb et
pl 07 à l'antigène grand T du virus du polyome nécessite la présence de la région
contenue entre les acides aminés 141 à 158. Ces résultats viennent confirmer et

étendre les résultats obtenus par d'autres groupes (Gjorup etaL, 1994; Larose etaL,
1991). Ainsi, la deletion des résidus 141 à 158 confirme son importance dans la
liaison de pRb in vitro er nous permet de localiser précisément la région nécessaire
à la liaison de pl 07 à l'antigène grand T de polyome. Les domaines de liaison de
pRb et de pl 07 semblent donc se chevaucher à l'intérieur de la CR2 qui est
contenue entre les acides aminés 141 à 158 de l'anrigène grand T du virus du
polyome. De plus, nous avons démontré que la CR2 de l'antigène grand T du virus
du polyome est aussi en mesure de lier pl 30 in vitro. C'est, à notre connaissance, la
première fois qu'on démontre une interaction entre ces deux protéines. Ainsi, la
CR2 de l'anrigène grand T de polyome est capable de lier les trois protéines de la
famille de pRb tout comme la protéine E1A d'adénovirus (Mayol et aL, 1994;
Whyte^dZ, 1989).

Nos résultats démontrent qu'à l'intérieur de cette région, la séquence
consensus D/N-L-X-C-X-E est absolument nécessaire pour la liaison de pRb in
vitro. Ainsi, la substitution de l'acide aspartique-141, de la leucine-142, de la
cystéine-144 ou de l'acide glutamique-146 de l'anrigène grand T abolit
pratiquement toute liaison à pRb. Seule la substitution de la cystéine-144 par une
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serine permet au murant PyLT-Cl44S de lier faiblement pRb à un niveau équivalent
à environ 5% de l'antigène grand T sauvage. Une autre protéine pouvant lier Rb, la
protéine phosphatase 1A, contient une serine à la même position de la séquence
consensus (Durfee et ai, 1993). Les résultats obtenus avec le mutant PyLT-Dl4lE,
qui est incapable de lier pRb, sont, quant à eux quelque peu surprenants puisque la
cycline D, qui contient la séquence E-L-X-C-X-E, et qui correspond exactement à
la séquence du mutant PyLT-Dl4lE, est en mesure de lier pRb (Dowdy et ai,
1993; Ewen et ai, 1993; PCato et ai, 1993). Apparemment, l'antigène grand T de
polyome ne peut tolérer aucune substitution dans cette séquence consensus ce qui
suggère que d'autres régions de la protéine pourraient influencer sa conformation et
influencer sa liaison à pRb. La substitution de résidus non-conservés dans la région
flanquant le coeur de la séquence de liaison à pRb peut aussi influencer la liaison de
pRb à l'antigène grand T de polyome. Ainsi, la substitution du résidu leucine-149
par une hisudine entraîne une diminution de l'habileté du mutant PyLT-Ll49H à
complexer pRb in vitro. Ce mutant est en mesure de lier pRb à un niveau équivalent
à environ 20% de la molécule sauvage. L'incapacité du mutant PyLT-Ll49H à lier
pRb pourrait être expliquée par la nature de la substitution qui n'est pas
conservatrice. En effet, le résidu histidine contient une radical assez volumineux et

chargé positivement. Cette substitution pourrait avoir pour effet d'altérer
considérablement la conformation de la protéine et par conséquent d'influencer la
liaison à pRb. De plus, la charge positive du résidu histidine pourrait avoir un effet
négatif sur la liaison à pRb. La substitution du résidu asparagine-153 par une
tyrosine, qui possède aussi un radical assez volumineux, a pour effet de diminuer
considérablement l'interaction du mutant PyLT-N153Y avec pRb in vitro. Ainsi,
l'antigène grand T mutant PyLT-N153Y lie pRb à un niveau équivalent à 28% de
l'antigène grand T sauvage. Ces résultats suggèrent que la composition de la
sequence présente en position C-terminale du coeur de la séquence de liaison à pRb
peut altérer l'interaction de l'antigène grand T avec pRb.

Notre étude des mutations ponctuelles au coeur de la séquence consensus de
liaison à pRb nous indique qu'aucun acide aminé ne peut être changé sans abolir la
liaison à pRb. Une étude récente vient confirmer nos résultats quant à l'importance
du coeur de la séquence consensus de liaison à pRb et nous permet de souligner
l'importance de la conservation de chaque résidu qui la compose. L'importance de
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la CR2 de la protéine E1A d'adénovirus dans la liaison à pRb est confirmée par une
analyse mutationelle utilisant un système de double marquage ("double-tagging
assay") dans E. coli (Wang et Germino, 1995). Cette technique peut être utilisée
pour déterminer les acides aminés importants pour une interaction protéine-
protéine donnée. La technique consiste à fusionner le gène d'intérêt à la portion
carboxy-terminale de la protéine BCCP (Biotin carboxylase carrier protein: BCCP)
ce qui entraîne sa biotinylation in vivo. Un gène "rapporteur" est fusionné au gène
codant pour la fi-galactosidase dans un vecteur de bactériophage À,. Ce vecteur est
ensuite utilisé pour infecter des bactéries exprimant la protéine de fusion ce qui
permet la formation de complexes s'il y a interaction entre les deux protéines. Après
quelques heures, le bactériophage X lyse les bactéries et expose les protéines de
fusion biounylées et les protéines liées à celle-ci, qui peuvent être récupérées grâce à
un filtre couvert d'avidin. La présence de complexe protéique peut être détectée en
effectuant un essai d'activité fi-galactosidase sur les filtres et les phages positifs
peuvent être facilement récupérés. Grâce à cette technique, les auteurs ont examiné
l'interaction de pRb avec la CR2 de la protéine E1A d'adénovirus. Ils ont utilisé un
oligonocléotide dégénéré, correspondant à la séquence consensus de liaison à pRb,
pour produire toutes les combinaisons possibles de nucléotides codant pour les
acides aminés de la séquence consensus D-L-X-C-X-E par réaction en chaîne à la
polymérase. Ces produits d'amplification ont été utilisé pour produire une banque
de phages. Ces phages codent donc pour une série de protéines de fusion LacZ-ElA
et ont été utilisés pour infecter des bactéries E. coli exprimant la protéine de fusion
pRb-BCCP. Après avoir récupéré les clones positifs et sequence la CR2, ils ont
observé que tous les clones positifs possédaient la séquence identique: D-L-T-C-X-E-X.
Ces résultats démontrent sans équivoque que, pour la protéine E1A d'adénovirus,
l'acide aspartique-121, la leucine-122, la cystéine-124 et l'acide glutamique-126
sont absolument nécessaires pour l'interaction entre les deux protéines et qu aucun
de ces résidus ne peut être substitué sans abolir la liaison à pRb in vitro.

La même tendance se manifeste dans l'interaction entre l'anrigène grand T
de polyome et pl 07. La substitution de n'imporre lequel des acides aminés de la
sequence consensus abolit aussi toute liaison à pl 07. La substitution de résidus
conserves du coeur de la séquence consensus de liaison à pRb semble avoir un effet
encore plus drastique sur la liaison de pl 07 à l'anugène grand T de polyome. En
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effet, aucune interaction n'a pu être détectée entre pl 07 et les mutants PyLT-Dl4lE
ou PyLT-Cl44S. La substitution de résidus dans la région flanquant le coeur de la
sequence de liaison à pRb a aussi un effet important sur la liaison de pl 07. Par
exemple, le mutant PyLT-Ll49H est incapable de lier pl07 alors qu'il est en mesure
d'interagir avec pRb. Par contre, le mutant PyLT-N153Y forme un complexe avec
pl 07 à un niveau équivalent à environ 25% de l'antigène grand T sauvage. Ainsi la
substitution des résidus leucine-149 ou asparagine-153 influence non seulement la
liaison de l'antigène grand T de polyome à pRb mais aussi à la protéine pl 07.

Il est probable que les domaines de liaison de pRb et de pl 07 se chevauchent
au sein de la CR2 de l'antigène grand T de polyome mais que la contribution des
difFérenrs acides aminés de la séquence consensus de liaison à pRb de même que les
acides aminés des régions avoisinantes, jouent un rôle différent dans la liaison de
pRb et de pl 07. Cette hypothèse est appuyée par une étude des interactions de la
protéine E1A d'adénovirus avec pRb, pl 07 et pl 30. Par exemple, pour la protéine
E1A d'adénovirus, le mutant dt\.\Q7 (deletion des résidus 111 à 123 delà CR2 de

E1A et dont la limite de la deletion correspond chez l'antigène grand T de polyome

aux résidus Asp-14l, Leu-142 et Phe-143) est incapable de lier pRb et pl 30 alors

qu'elle lie pl07 (Barbeau et ai, 1994; Barbeau et at, 1992). Les résidtats obtenus
dans notre étude appuient une telle hypothèse. Par exemple, les mutants PyLT-
L149H et P/LT-N153Y en sont de bons exemples. Ces deux mutants lient des
niveaux équivalents de pRb mais des niveaux différents de pl 07. Ainsi, bien que
pRb et pl07 nécessitent la présence des acides aminés conservés du coeur de la
sequence de liaison à pRb, il est possible que chaque protéine interagisse aussi avec
d'autres résidus de la région avoisinante.

Les antigènes grand T mutants qui sont incapables de former des complexes
avec pRb à des niveaux significatifs sont incapables d'immortaliser des cultures
primaires de fibroblastes embryonnaires de rat. Par exemple, les antigènes grand T
mutants PyLT-Dl4lE et PyLT-Cl44S lient pRb à des niveaux respectifs équivalents
à environ l et 5% de la protéine sauvage. Ces deux antigènes grand T mutants sont
incapables d'immorraliser des cultures primaires de fibroblastes embryonnaires de
rat à une fréquence supérieure à la fréquence d'immortalisation spontanée.

L'andgène grand T mutant P/LT-L149H complexe pRb in vitro à un niveau
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0 équivalent à environ 20% de la molécule sauvage. Ce même murant immortalise des
REFs à une fréquence équivalente à 62% de la fréquence d'immortalisation de
l'antigène grand T sauvage. Par contre, l'antigène grand T mutant PyLT-N153Y lie
pRb in vitro à un niveau équivalent à 28% de l'antigène grand T sauvage mais est

incapable d'immorraliser des cultures primaires de fibroblastes embryonnaires de
rat. Ces résidtats suggèrent que l'antigène grand T de polyome doit lier une certaine

quantité de pRb, un seuil critique, pour immortaliser des cultures primaires de
cellules embryonnaires de rat. Cependant le résultat obtenu avec le mutant PyLT-

N153Y, qui lie pRb à un niveau équivalent au mutant PyLT-Ll49H mais qui ne
possède pas d'activité immortalisante, suggère que la liaison à pRb n'est pas le seul
facteur déterminant.

0

Il est plus difficile d'évaluer la contribution de pl 07 dans l'acdvké immortalisante
de l'anugène grand T de polyome. En effet, un seul des mutants que nous avons produit
interagit strictement avec pRb et non avec pl 07. Ce mutant, PyLT-Ll49H mimonalise
des fibroblastes embryonnaires de rat à une fréquence équivalente à 62% de la fréquence
d'immortalisation de l'anrigène grand T sauvage. Ce résultat suggère donc que la capacité
de lier pl 07 nest pas nécessaire pour œnférer à l'anugène grand T de polyome l'habileté
à immortaliser des œllules primaires de rat. D'auu-es observations nous permettent de
suggérer que l'interacdon entre pl 07 et l'andgène grand T de polyome n'est pas un fàaeur
dé. Premièrement, on peut noter dans la littérature une forte corrélation entre l'habileté
des oncoprotéines virales à lier pRb et leurs acdvkés biologiques. Nos résultats sont aussi
généralement en accord avec les travaux de Corbeil et Branton (1994) qui ont examiné la
capacité de protéines E1A mutantes dans la CR2 à lier pRb, pl07 et pl30 <w vitro et in
vivo et mesuré leurs aaivkés biologiques. Dans une émde similaire, ce groupe a observé
que toutes les protéines murantes E1A qui ne peuvent former de complexes avec pRb à
un niveau significatif, sont incapables de transformer des cultures primaires de fibroblastes
embryonnaires de rat. De plus, le mutant T123P est incapable de transformer ces mêmes
œllules bien qu'il lie pl07 et pl30 à des niveaux comparables à la protéine E1A sauvage.
Ces résultats suggèrent que les interacdons entre la protéine E 1A et les protéines pl 07 et
pl30 sont msufiisantes pour conférer à la protéine E1A une aaivité transformante.

u
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La deletion des acides aminés 256 à 272 a pour effet d'augmenter la capacité
du mutant PyLT-A256-272 à lier pRb in vitro. En eflFet, ce mutant est en mesure de
lier des niveaux de pRb qui sont environ 3 fois plus élevés que l'antigène grand T
sauvage. Par contre, ce même mutant démontre une diminution dramatique de sa
capacité à lier pl 07 qui atteint un niveau équivalent à 22% de l'andgène grand T
sauvage. Les résultats des essais de liaison in vitro nous indiquent donc que la
deletion des résidus 256 à 272 a pour efFet d'altérer l'affinité de la protéine mutante
pour pRb et pl07. Nous avons démontré que la deletion des acides aminés 256 à
272 (PyLT-A256-272) augmente de façon significative la fréquence
d'immortalisation de l'antigène grand T mutant qui passe à un niveau équivalent à
178% de la fréquence observée pour l'antigène grand T sauvage. Des résultats
similaires ont été obtenus par le groupe de Bastin pour une deletion dans une région
avoisinante. En effet, la deletion des acides aminés 270 à 280 augmente aussi la
fréquence d'immonalisarion du mutant pLT97 (Asselin et Basrin, 1985). Ces deux
mutations, PyLT-A256-272 et pLT97 (270-280) semblent donc se situer dans une
région importante pour déterminer l'activité immortalisante de l'antigène grand T
du virus du polyome dans des cultures primaires de cellules embryonnaires de rat.
Ces deletions se situent à proximité du domaine de liaison à l'ADN de l'antigène
grand T du virus du polyome qui se retrouve entre les résidus 282-398 (Sunstrom
etaL, 1991). Le groupe de Bastin a démontré que le mutant pLT3, qui contient la
deletion des acides aminés 270 à 280, était incapable de répliquer l'ADN viral
(Roberge et Bastin, 1988). Pour cette étude, les auteurs avaient utilisé un vecteur
contenant une partie de la région précoce du génome viral contenant l'origine de
replication et la séquence codant pour l'antigène grand T de polyome. Roberge et
Bastin suggèrent que l'augmentation de l'activké immortalisante du mutant LT97
est causée par la deletion des acides aminés 270 à 280 qui inactive I'efFet cytotoxique
de la protéine. Cet effet cytotoxique est du à la sur-réplication du plasmide par
l'antigène grand T qui interagit avec l'origine de replication virale. Cette hypothèse
permet d'expliquer les résultats obtenus par le groupe de Bastin mais ne pourrait être
évoquée pour expliquer nos propres résultats. Nous observons aussi une
augmentation significative de la fréquence d'immortalisation da mutant PyLT-
A256-272 mais cette protéine est exprimée à partir d'un vecteur contenant le
promoteur de la fi-actine de rat. Une hypothèse plus appropriée nous est suggérée
par les travaux ayant permis de localiser les principaux sites de phosphorylation de
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l'antigène grand T de polyome (Bockus et Schaffhausen, 1087). L'anugène grand
T de polyome est une protéine qui est fortement phosphotylée sur ses résidus serines
et thréonines (Hassauer état, 1986; Schaffhausen et ai, 1978) et on peut détecter
par électrophorèse sur gel de polyacrylamide plusieurs formes de la protéine dont la
mobilité est diflFérente (Hunter et ai, 1978; Hutchinson et ai, 1978; Ito et al.,

1977). Mais on ne connaît pas la relation existant entre les différentes formes de la
protéine et leurs fonctions biologiques. L'étude du patron de phosphorylauon de
l'antigène grand T de polyome nous indique que la protéine est phosphorylée dans
deux régions précises. Un premier domaine se situe en position N-terminale et
correspond aux premiers 183 acides aminés. Un deuxième domaine est situé en
position distale vers le C-terminale et est localisé entre les acides aminés 257 à 285.
Cette région contient 7 résidus serines et un résidu thréonine. Dans le cas du
mutant PyLT-A256-272, la deletion des résidus 256 à 272 a pour effet d'éliminer 5

de ces 7 résidus serines. Bien que l'on ne connaisse pas l'importance exacte de ces

modifications post-traductionelles sur l'activké biologique de la protéine, U est

possible que la deletion de ces résidus sérinse puisse avoir un effet important sur
l'activité biologique de la protéine. La phosphoryladon de ces résidus pourrait
influencer la conformation de la protéine ou altérer l'activité des autres domaines
fonctionnels associés à l'activité immortalisante de l'antigène grand T de polyome.

u

8.1 LIAISON DE pRb ET DE pl 07 IN VITRO AUX ANTIGÈNES GRAND T HYBRIDES ET
IMMORTALISATION CELLULAIRE IN VIVO.

Dans cette partie de notre étude, nous avons examiné l'effet de changements plus
radicaux à l'intérieur de l'antigène grand T du virus du polyome sur la liaison de
pRb et de pl 07 in vitro et sur son activité biologique in vivo. Dans un premier
temps, nous avons déterminé si le niveau absolu de liaison de pRb par l antigène
grand T avait une influence sur son activité biologique. Nous avons donc reproduit
la CR2 à l'intérieur de l'antigène grand T et examiné sa capacité à lier le pRb et pl 07
in vitro. Cette molécule hybride PyLT-RbC est en mesure de lier des niveaux de pRb
et de pl07 qui correspondent à environ quatre fois ceux de la protéine sauvage. Il
est difficile d'expliquer pourquoi cette protéine hybride est en mesure de lier 4 fois
(plutôt que 2 fois) plus de pRb que l'antigène grand T sauvage. Ce résultat pourrait
découler de la procédure expérimentale utilisée pour ces essais de liaison in vitro. En
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efFet, nous avons mesuré la capacité des antigènes grand T sauvages ou mutants de
polyome à lier les protéines pRb et pl 07 dans de simple essais de liaison in vitro.
Cette façon de mesurer l'interaction entre deux protéines est possiblement moins
précise que des essais de liaison où différentes concentrations de protéine sont testées
de façon à établir si l'essai est linéaire. Cependant, nous devons souligner que nous
avons obtenu sensiblement les mêmes résultats, en mesurant direaement la quantité
de radioactivité récupérée en éluant les protéines liées directement dans le liquide de
scintillation, qu'en déterminant la quantité de protéine par densitométrie. Cette
observation suggère que les résultats obtenus avec cet essai sont très reproductibles.
Il semble donc que la relation entre la quantité de protéines liées et le nombre de
sites de liaison ne soit pas linéaire. Si la mutation introduisant une deuxième CR2
à l'intérieur de l'anugène grand T de polyome (PyLT-RbC) génère une molécule
hybride capable de lier quatre fois plus de pRb et de pl 07 que la protéine sauvage
in vitro, cet antigène grand T hybride ne démontre pas une activité immortalisante
supérieure à l'antigène grand T sauvage in vivo. La raison pourrait en être fort
simple. La dissociation des complexes pRb/E2F et pl07/E2F par la protéine E1A
d'adénovirus nécessite deux régions indépendantes de la protéine E1A pour la
liaison et la dissociation soit la CR2 et la CRI (Fattaey et al., 1993). Ainsi, le
mutant PyLT-RbC, qui ne possède qu'une CRI, pourrait être en mesure de lier plus
de complexes pRb/E2F, pl07/E2F et pl30/E2F mais sa capacité à les dissocier n'est
pas affeaée car la molécule hybride ne possède qu'une CRI.

La substitution de la CR2 de l'anrigène grand T de polyome par celle de
SV40 nous donne une protéine hybride qui est en mesure de lier pRb et pl 07 à des
niveaux supérieurs de ceux de l'anrigène grand T sauvage. Ces résultats suggèrent
que bien que les deux CR2 soient comparables, elles ne ne possèdent pas la même
affinité. En efFet, U semble que l'affinké de la CR2 de SV40 pour pRb et pl07 soit
beaucoup plus grande que l'affinité de la CR2 de l'antigène grand T de polyome
pour les mêmes protéines. Des résultats identiques ont déjà été observés chez le
groupe des polyomavirus de primate, où on a pu démontrer que l'antigène grand T
de SV40 avait une plus grande affinité pour pRb que l'antigène grand T du ]CV
(Tavis étal., 1994). On peut aussi observer chez les différents types de HPV, que les
protéines E7 des souches à risques élevés, HPV18 et HPV16, ont une affinité
beaucoup plus grande pour pRb que les protéines E7 des souches à faibles risques



161

n telles HPV6 et HPV11 (Storey et aL, 1988). Au niveau expérimental, on peut

signaler qu'il est beaucoup plus difficile de co-immunoprécipiter l'antigène grand T

de polyome et pRb que l'anrigène grand T de SV40 et pRb. La substitution de la
CR2 de l'anrigène grand T de polyome par celle de SV40 nous donne une protéine
hybride fonctionelle qui immortalise des cellules embryonnaires de rat à une
fréquence équivalente à l'antigène grand T du virus du polyome sauvage. C'est la
première fois, à notre connaissance, que l'on démontre que les CR2 de l'antigène
grand T de polyome et de SV40 sont interchangeables, comme on l'a démontré
pour les protéines E1A d'adénovirus et l'antigène grand T de SV40 (Moran, 1988).

8.2 MOTIF CKII ET U^IMORTALISATION CELLULAIRE

0

Les protéines E1A, E7, et les antigènes grand T du vinis de polyome et de SV40
œnuennent toutes un motif de phosphoryladon par la CKII en position C-tenninale du
coeur de k séquence de liaison à pRb. La séquence minimale reconnue par la CKII est
œnstimée du moufS/T-X-X-D et la présence de résidus addes en posiuon C-terminale
est néœssaire pour la phosphorylation efficace des résidus serines ou thréonines (Kuenzd
et ai, 1987). Plusieurs groupes ont démontré que le modf de phosphorylation par la
CKII jouait un rôle important dans l'acdvité biologique de plusieurs oncoprotéines virales
(Barbosa etaL, 1990; YwzbSetaL, 1991; Moran et ai, 1986). Par exemple, une protéine

E1A mutante, dont le nombre de résidus acides du motif de phosphorylation est réduit

de cinq à trois, voit sa capacité à coopérer avec l'oncogène ras aaivé pour transformer des
œllules de rem de souriceau, diminuer de façon significative (Moran et ai, 1986). La
substimuon de dnq résidus acides par cinq résidus glycines au sem du modf de
phosphorylanon de la CKII de la protéine E7 de HPV16 diminue aussi son habUeté à
œopérer avec l'oncogène ras activé pour transformer des REFs (RrzlafF et ai, 1991). Il
est intéressant de noter que ce groupe n'a pas été en mesure de dériver des lignées
œllidaires à partir de ce mutant, ce qui suggère que le motif CKII joue un rôle important
dans l'immortalisation œllulaire. La substimtion des résidus sérine-31 et -32 de la protéine

E7 du HPV16, par des résidus ne pouvant être phosphorylés, empêche sa
phosphorylarion et entraîne une diminution de sa capacité à transformer des œllules NIH
3T3 mais n'a aucun effet sur le niveau de liaison de pRb in vitro (Barbosa et ai, 1990).
Bien que cette émde n'ait œpendant pas examiné la liaison de pl07 à la protéine E7, ces
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résultats suggèrent que la liaison à pRb et k phosphoryladon par la CKII représentent
deux acdvités distinctes de la CR2 œntribuant à l'aaivité biologique de œs protéines.

Chez l'antigène grand T du virus de polyome ce motif de phosphoryladon
est constitué par la séquence minimale reconnue par la CîQI. Nous avons donc
examiné son importance dans l'acrivké immortalisante de la protéine en
augmentant sa spécificité. L'addition de résidus acides en position C-terminale du
coeur de la séquence de liaison à pRb a pour effet d'influencer la liaison de pRb et
de pl 07. En efFet, le mutant PyLT-CKII lie pRb à un niveau équivalent à près de
deux fois (180%) le niveau de liaison de l'antigène grand T sauvage. Cependant, sa
liaison à pl07 est affectée d'une toute autre façon puisque le mutant ne lie pl07
qu'à 23% du niveau de l'antigène grand T sauvage. Les résultats obtenus avec les
mutants PyLT-Ll49H et PyLT-N153Y nous ont déjà permis de démontrer que la
mutation de résidus en dehors du coeur de la séquence consensus de liaison à pRb
peuvent avoir une influence sur la liaison de pRb et de pl07 in vitro. L'addkion de
résidus acides au sein du motif de phosphorylation de la CKII influence donc la
liaison de l'antigène grand T PyLT-CKII à pRb et de pl 07. Le mutant PyLT-CKII
démontre une activité immortalisante nettement supérieure à l'antigène grand T
sauvage puiqu'il est en mesure d'immonaliser des cultures de cellules embryonnaires
de rat à une fréquence relative de 180%. Par ailleurs, l'importance du motif de
phosphorylation par la CKII dans l'acdvité immortalisante de l'antigène grand T du
virus du polyome marin est à mon avis bien illustrée par les résultats obtenus par le
groupe de Bastin et ai, (1991) avec les mutants ^/-152 et ^/-l49 (Larose et ai,
1991). Le mutant ^//-152 de l'anrigène grand T du virus du polyome contient la
deletion des acides aminés 152 à 155 ce qui correspond à la région entre le coeur de
la séquence consensus de liaison à pRb et le motif de phosphorylation par la CKII.
Cette deletion élimine donc le premier résidu serine pouvant être phosphorylé mais
conserve les autres résidus du motif CKII soit Ser-156-Pro-Thr-Asp. Le mutant
<//-152 est en mesure de lier pRb in vitro et d'immortaliser des cellules
embryonnaires de rat à une fréquence réduite correspondant à environ 40% de la
fréquence de l'antigène grand T sauvage. Chez le mutant ^/-l49, la deletion des
acides aminés 159 à 176 a pour effet de deleter le motif de phosphorylation par la
CKII, entre les acides aminés 155 à 159, en laissant le coeur de la séquence
consensus de liaison à pRb intacte. Pourtant cet antigène grand T mutant est tout à
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fait incapable d'immortaliser des cellules embryonnaires de rat dans des essais
d'immonalisation pratiquement identiques à ceux que nous avons employés.
Malheureusement, ce groupe n'a pas mesuré la stabilité de cette protéine murante et
sa capacité à lier pRb in vitro. Néanmoins, l'ensemble de ces résultats suggère que le
motif de phosphorylation par la CIQI joue un rôle déterminant dans l'activité
immonalisante de l'antigène grand T du virus du polyome murin.

L'importance du motif de phosphorylation par la CKII dans l'activité
biologique des oncoprotéines virales a été plus particulièrement étudiée pour la
protéine E7 de HPV16 et l'anugène grand T de SV40. L'analyse mutationnelle de
la protéine E7 de HPV16 a démontré que l'interaaion E7/pRb est essentielle pour
sa coopération avec ras (Phelps étal., 1992; Watanabe étal., 1990) . Cependant, les
protéines E7 de HPV6 et 11 coopèrent avec ras mais avec une efficacité beaucoup
plus faible (Storey et ai, 1988) . Ce résultat peut être expliqué par l'observadon que
les protéines E7 de HPV6 et 11 lient pRb avec beaucoup moins d'affinité que les
protéines E7 des HPV de type 16 ou 18 (Ciccolini état, 1994) . L'analyse du coeur
de la séquence conservée de liaison à pRb des protéines E7 de HPV6 ou 11 révèle
une différence d'un acide aminé, un acide glycine en position 21, alors que l'on
retrouve un acide aspartique à la même position dans les protéines E7 des HPV16
ou 18. La protéine E7 de HPV de type l possède un acide aspartique en position
21 du domaine de liaison à pRb et est en mesure de lier pRb, in vitro et in vivo, avec
la même affinité que les protéines E7 des HPV de type 16 ou 18. Cependant, la
protéine E7 du HPV de type l est incapable d'acdver le facteur de transcription
E2F-1 ou de coopérer avec l'oncogène raspoui induire la transformation de cellules
primaires de rat. La protéine E7 de HPV de type l lie aussi pl 07 et le complexe
cyclineA/CDK2 avec la même affinité que les protéines E7 des HPV de type 16 ou
18. Ces résultats suggèrent que la capacité de lier les protéines cellidaires avec une
haute aflRnité n'est pas suffisante pour déterminer le potentiel oncogénique de cette
protéine. De plus, la comparaison de l'activité transformante de la protéine E7 du
HPV de type l en coopération avec ras a révélé que les colonies isolées des cellules
tiansfectées avec E7 de HPV1 et ras sont incapables de survivre à plus d'un seul
passage, alors que les colonies isolées des cellules transfectées avec la protéine E7 de
HPV16 ou 18 peuvent survivre pendant plusieurs mois. L'activité immortalisante de
la protéine E7 dans cet essai in vitro ne semble donc pas être dépendante de la

u
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capacité de lier pRb avec une grande affinité. L'analyse de la CR2 de la protéine E7
de HPV de type l nous révèle cependant une difFérence importante avec les
protéines E7 des HPV de type 16 ou 18. En efFet, la protéine E7 du HPV de type
l ne possède pas de site de phosphorylarion par la CKII en aval du coeur de la
sequence de liaison à pRb. Ainsi, le motif de phosphorylarion par la CKII semble
aussi jouer un rôle important pour déterminer l'activké immortalisante de la
protéine E7.

Le motif de phosphorylaiion par la CKII a aussi été impliqué dans la
cinétique du transport vers le noyau de l'antigène grand T de SV40 (Rihs et al.,
1991). Le signal de localisation nucléaire de l'antigène grand T de SV40
(PKKKRKV-132) est nécessaire et suffisant pour cibler la protéine de fusion vers le
noyau (PCalderon et ai, 1984). Cependant, la phosphorylation du motif CKII
augmente de façon significative le transport de la protéine vers le noyau (Rihs étal.,
1991). De plus, la phosphorylation du résidu thréonine-124 par la kinase cdc2
inhibe le transport de l'antigène grand T vers le noyau Oans et ai, 1991). Les
auteurs de cette étude suggèrent donc que ces trois éléments, le signal de localisation
nucléaire, le motif de phosphorylation par la CKII et le motif de phosphorylauon
par la cdc2, pourraient composer un domaine fonctionnel régulant le transport
d'une protéine vers le noyau. Ainsi, les domaines CKII et cdc2 pourraient être
phosphorylés de façon indépendante, déterminer la cinétique du transport de la
protéine vers le noyau et établir le rapport d'andgènes grand T se trouvant dans le
noyau et le cytoplasme. Ils notent que ce domaine CcN (£KII, £dc2, HLS) se
retrouve chez plusieurs protéines nucléaires dont la protéine p53 humaine, c-myc
humain, les lamines A et C, la protéine c-abl, le facteur de transcription SW15 chez
la levure et l'antigène grand T de polyome. L'anrigène grand T de polyome contient
deux signaux de localisation nucléaire (Richardson et aL, 1986). Le premier est
situé entre les acides aminés 191 et 193 et le deuxième entre les acides aminés 279

et 286 et la deletion de l'un ou l'autre nous indique qu'un seul est suffisant pour
cibler l'antigène grand T vers le noyau (Richardson et ai, 1986). Il est intéressant
de noter que chacun de ces deux signaux de localisation nucléaire comporte tous les
éléments nécessaires pour former un domaine CcN tel que défini par Jans et al.,
1991. Une hypothèse intéressante permettant d'expliquer l'augmentation de la
frequence d'immortalisation par Ie mutant PyLT-CKII impliquerait l'addition de
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n résidus acides dans le motif de phosphoryladon par la CKII, ce qui pourrait

influencer la cinétique du transport de l'anrigène grand T mutant vers le noyau.
Cette hypothèse doit cependant être écartée car la deletion des acides aminés 256 à

272, chez le mutant PyLT-A256-272 a pour effet d'éliminer le motif de

phosphorylation par la CKII situé entre les acides aminés 260 et 264 et que cet

antigène grand T mutant est en mesure d'immortaliser des cellules embryonnaires

de rat à une fréquence supérieure à l'anrigène grand T sauvage. Il est difficile de
concevoir comment l'addition de résidus acides au motif de phosphorylarion de la
CKII chez le mutant PyLT-CIQI puisse augmenter la fréquence d'immortalisadon
de ce mutant alors que sa deletion chez le mutant PyLT-À256-272 augmente aussi
sa fréquence d'immortalisarion. Dans cette étude nous n'avons pas déterminé si les
motifs de phosphorylation par la CKII étaient efFectivement phosphorylés. Il serait
donc important de déterminer si la séquence minimale de phosphorylation par la
CKII (Ser-Ser-Pro-Thr-Asp-159) présente dans l'antigène grand T sauvage de
polyome est en mesure d'etre phosphorylée par la CKII in vitro et si l'addition de
résidus acides chez le mutant PyLT-CKII a un effet sur la cinétique de
phosphorylation de ce motif in vitro. De cette façon, nous pourrions corréler
directement le niveau de phosphorylation de ce motif et l'activité immortalisante de
l'antigène grand T sauvage et du mutant PyLT-CKII. Nous pouvons cependant
conclure que l'addition de résidus acides au sein du motif de phosphorylation
adjacent à la séquence consensus de liaison à pRb a pour effet d'altérer la liaison de
pRb et de pl 07 in vitro et d'augmenter de façon significative la fréquence
d'immortalisation de l'antigène grand T mutant in vivo.

0

8.3 LIAISON DE L'ANTIGÈNE GRAND T DE POLYOME À p 130

Nous avons démontré que l'antigène grand T du virus du polyome lie non
seulement pRb et pl 07 mais aussi pl 30 in vkro. C'est, à notre connaissance, la

première fois que l'on démontre une interaction entre l'antigène grand T de

polyome et pl 30. L'antigène grand T de polyome est donc en mesure d'interagir
avec chacune des protréines de la famille de pRb. Tout comme pRb, les protéines
pl07 et pl30 sont associées au facteur de transcription E2F. Le rôle biologique des
complexes pl07/E2F et pl30/E2F sont assez peu connus et il est difficile de définir
leur rôle biologiques. Il est cependant clair que pl 07 n est pas nécessaire pour
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0 l'immortalisarion de cellules embryonnaires de rat. De plus, il semble que pl 07 ne soit
pas néœssaire au développement et à la survie de l'embryon chez la souris comme e est
le cas pour pRb. Bien que pl07 et pl30 possèdent une structure similaire, il semble que
pl 30 soit impliquée dans le proœssus de difFérenuation chez certain types œllulaires
(Kiess et al., 1995). Le complexe pl30/E2F est aussi présent chez les cellules
embryonnaires de souris quiesœntes (Cobrinik et at, 1993). L'andgène grand T de
polyome est donc capable d'interagir avec les trois protéines membres de la famille de
pRb.

8.4 LIAISON DE L'ANTIGÈNE GRAND T DE POLYOME À pRb, pl07, pl30 ET PROGRESSION
DU CYCLE CELLULAIRE

0

Nos résultats révèlent une corrélation intéressante entre la capacité de lier les
protéines pRb et pl 07 et l'activité immortalisante de l'antigène grand T de polyome.
En effet, les antigènes grand T mutants capables de lier pRb à des niveaux équivalents
ou supérieurs à la protéine sauvage et dont la capacité de lier pl 07 est diminuée
démontrent tous une fréquence d'immortalisauon supérieure à l'antigène grand T
sauvage. PyLT-CKII et PyLT-A256-272 lient pRb à des niveaux environ deux fois plus
élevés que l'antigène grand T sauvage tandis que œs deux mêmes mutants lient pl 07 à
des niveaux équivalents à environ 25 % de l'andgène grand T sau^ge. Plusieurs
observations suggèrent que pRb est le faaeur limitant pour la progression des cellules
de la phase G l à la phase S. Comme nous l'avons déjà mentionné, nos travaux et ceux
d'autres groupes, suggèrent que l'habileté des oncoprotéines virales à immortaliser ou
transformer les cellules primaires est dépendante de leur capacité à lier pRb (Corbeil et
Branton, 1994; Larose et ai, 1991; Pilon et at, soumis) . De plus, en utiïisant des
fibroblastes embryonnaires de souris dont les deux allèles du gène Rb sont inactivées
(pRb-/-) on a démontré que ces cellules sont en mesure de passer de la phase G l en
phase S en presence de méthotrexate, un inhibiteur de la DHFR alors que les cellules
pRb+/+ ou pRb+/- en sont incapables (Almasan et aL, 1995) . L'expression de deux
gènes régulés par le facteur de transcription E2F, les gènes codant pour la DHFR et la
TS, est induite chez les cellules embryonnaires de souris pRb-/- même en présence de
méthotrexate et pourrait ainsi augmenter le pool de nucléotides à l'intérieur de ces
cellules et permettre de passer de la phase G l en phase S. On sait maintenant que le
faaeur de transcription E2F est en fait une famille de gènes qui ont des partenaires
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spécifiques au cours du cycle cellulaire. Ainsi, pRb lie les facteur de transcription

E2F-1, 2 et 3 tandis que pl07 et pl30 lient E2F-4 et 5 (LaThangue, 1994). On a
aussi démontré que la sur-expression du facteur de transcription E2F-1 seul pouvait
non seulement entraîner le passage de plusieurs types cellulaires de la phase G l à la
phase S mais aussi induire la transformation de cellules embryonnaires de rat
Oohnson et at, 1993; Johnson et ai, 1994; Kowalik et ai, 1995; Singh et ai, 1994).
La micro injection d'un mutant dominant-négarif du facteur de transcription E2F-
l est en mesure de bloquer la synthèse de l'ADN induite par la protéine E1A ce qui

suggère que cette voie biochimique dépendante de E2F-1 est dominante
(Dobrowolski étal., 1994). Finalement, on a récemment observé une amplification
du gène codant pour E2F-1 dans les cellules érythroleucémiques HEL (Saito étal.,
1995).

Durant la progression du cyle cellulaire, de la phase G l à la phase S,

plusieurs complexes difFérents contenant les protéines de la famille de pRb (pRb,
pl07 et pl30) et de E2F/DP (E2F-1, -2, -3, -4 et -5/DP-l, -2)) sont formés. On
peut observer la présence de complexes pRb/E2F en phase G l et S, de complexes
pl30/E2F en phase GO et au début de la phase G l (Cobrinik et ai, 1993) et de
complexes pl07/E2F en phase Gl et en phase S (Devoto et al, 1992; Lees et at,
1992; Shirodkar et aL, 1992). Ainsi, tous les complexes des membres de la famille
pRb/E2F sont présents dans les phases G l et S. Les protéines E1A d'adénovirus, la
protéine E7 de HPV16 et l'antigène grand T de SV40 sont en mesure de dissocier
ces complexes pour libérer le facteur de transcription E2F qui est alors libre de
participer à la régulation des gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire
(Chellappan et ai, 1992; Mudryj et at, 1991; Raychaudhuri et ai, 1991). Un
certain équilibre doit donc exister entre ces diflFérents complexes au cours de la
transition Gl/S. Si l'affinké d'une oncoprotéine virale pour l'une ou l'autre de œs
protéines de la famille de pRb est altérée cet équilibre est rompu. Cela pourrait être
le cas pour les antigènes grand T de polyome mutants (PyLT-CKII et PyLT-A256-
272) dont l'affinité pour pl 07 est réduite. Si, comme nous le croyons, l'inacdvation
de pRb est le facteur limitant la progression de la phase G l à la phase S, l'affinité
réduite de l'antigène grand T de polyome pour pl 07 aurait pour effet de changer
cet équilibre entre les différents complexes et la déplacer vers la dissociation des
complexes pRb/E2F. De plus, la plupart des complexes pl07/E2F et pl30/E2F qui
sont liés à l'ADN contiennent aussi des CDKs. Ces complexes sont autant de liens
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0 directs entre les kinases qui régulent la progression du cycle cellulaire et l'expression
temporelle des gènes nécessaires pour la prolifération cellidaire. Bien que l'on
suppose que le lien entre les CDK et le facteur de transcription E2F est important
les conséquences d'une telle interaction sont encore inconnues. Plusieurs modèles
ont été proposés: il est possible que ces complexes servent à cibler la kinase à un
substrat lié à l'ADN. Il est aussi possible que la kinase puisse phosphoryler pl07 ou
pl30 et réguler les interactions pl07/E2F ou pl30/E2F. Il est aussi possible que ces
complexes servent à séquestrer la kinase et l'empêcher d'interagir avec un autre
substrat. Ainsi, les mutants PyLT-CKII et PyLT-A256-272 qui démontrent une
affinité réduite pour la protéine pl 07 pourraient entraîner une augmentation du
niveau de pl 07 libre qui serait alors en mesure d'interagir avec d'aurres substrats.

0

u

8.5 DELETION DU MOTIF DE DOIGT DE ZINC DE L'ANTIGÈNE GRAND T DU VIRUS DU

POLYOME ET IMMORTALISATION CELLULAIRE.

Un fragment N-terminal ne contenant que les 219 premiers acides aminés de
l'antigène grand T du virus du polyome est suffisant pour immortaliser des cellides
embryonnaires de rat mais à une fréquence équivalente à 22% de celle générée par
l'antigène grand T sauvage (Asselin et Bastin, 1985). Un autre groupe a démontré
qu'un fragment N-terminal de 260 acides aminés de l'antigène grand T de polyome
est en mesure d'immortaliser des cellules embryonnaires de rat à une fréquence de
60% de l'anrigène grand T sauvage (Holman et at, 1994). De plus, le même
groupe a démontré que ce fragment était incapable de former des complexes de
hauts poids moléculaires. La capacité de l'anrigène grand T sauvage à former des
hexamères est dépendante de la présence d'un motif de doigt de zinc qui est en
mesure de stabUiserles interactions protéine-protéine (Rose et Schaffhausen, 1995).
La structure et la séquence du motif de doigt de zinc sont hautement conservées
dans le groupe des virus du polyome. Il a été impliqué dans l'activité immortalisante
et transformante de l'antigène grand T de SV40 (Loeber étal., 1989). La formation
d'hexamères par l'antigène grand T de polyome pourrait donc jouer un rôle
important dans l'activité immortalisante de la protéine. Dans cette partie de notre
étude, nous avons delete le motif de doigt de zinc de l'antigène grand T de polyome
afin de déterminer son importance pour l'activité immortalisante de la protéine.
Nous avons donc déterminé la capacité d'antigène grand T sauvage (BPyLT) ou
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mutant (BPyLT-dlZ) à immortaliser des cultures de cellules embryonnaires de rat.

Nos résultats indiquent que la deletion du motif de doigt de zinc ne diminue pas la

capacité de l'antigène grand T mutant (PyLT-dlZ) à immortaliser des REFs mais que

sa deletion augmente sa fréquence relative d'immonalisation, la portant à 182%.
Ces résultats confirment que le motif de doigt de zinc n'est pas nécessaire pour
l'immonalisarion de cultures primaires de REFs. De plus, ces résultats suggèrent que
la formation de complexes de haut poids moléculaire n'est pas nécessaire pour
l'immortalisarion de REFs. Cependant, la raison pour laquelle cet antigène grand T
mutant est en mesure d'immortaliser des cultures primaires de REFs à une
fréquence supérieure à l'antigène grand T de polyome sauvage est difficile à
expliquer. Nous n'avons pas été en mesure de mesurer la capacité de ce mutant à lier
pRb et pl 07 in vitro. La deletion du motif de doigt de zinc ne doit pas altérer
sérieusement la conformation de la protéine de manière à afFecter sa liaison à pRb
puisque, comme nous l'avons démontré, l'activité immortalisante de l'antigène
grand T dépend de son habileté à lier pRb. Nos résultats suggèrent donc que
d'autres domaines de l'antigène grand T du virus du polyome pourraient contribuer
à déterminer l'activité immortalisante de la protéine.

0

8.6 AUTRES DOMAINES FONCnONNELS IMPLIQUÉS DANS L'ACTF/ITÉ IMMORTALISANTE

DE L'ANTIGÈNE GRAND T DU VIRUS DU POLYOME?

L'ensemble de nos résultats suggèrent que d'autres domaines fonctionnels de
l'antigène grand T de polyome sont impliqués dans son activité immortalisante. De
plus, on a démontré qu'un fragment N-terminal de l'antigène grand T, contenant
les 259 premiers résidus, est en mesure d'induire l'entrée en phase S de cellules NIH
3T3 quiescentes et ainsi de complementer un fragment C-terminal de l'antigène
grand T de polyome (résidus 264 à 785) pour répliquer l'ADN viral (Gjorup étal.,
1994). De façon plus importante, le même groupe a démontré qu'un fragment N-
terminal dont le site de liaison à pRb est muté est aussi capable de stimuler les
cellules quiescentes et d'indiure leur entree en phase S. De plus, une protéine E1A
dont le site de liaison à pRb est muté, est aussi en mesure de complementer ce
fragment N-terminal de l'antigène grand T du virus du polyome afin d'induire la
replication de l'ADN viral dans les cellules quiescentes. Ainsi, la liaison à pRb, pl 07
et pl30 n'est pas néœssaire pour induire l'enu-ée des cellules en phase S. Cependant, ces
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n essais ont été efFecmés dans des œllules NIH 3T3 qui sont, il faut le rappcller, une lignée
œllulaire immortelle et pourraient ne pas refléter les interacdons pouvant se produke dans
des œllules primaires. Ces résultats mettent en évidence que le domaine N-terminal de
l'antigène grand T du virus du polyome contient d'autre(s) acrivité(s) biologique(s)
capable(s) de stimuler la progression du cyde cellulaire. La nature de cette foncdon reste
à être élucidée. La capacité de la protéine E1A à complementer le fragment C-terminal et
l'homologie existant entre les domaines N-terminal de l'andgène grand T de polyome et
de SV40 permet de supposer que œs trois protéines possèdent un autre domaine
foncdonnel capable d'interagk avec la même protéine. Un candidat logique est la protéine
p300. En effet, on a démontré que l'andgène grand T de SV40 était en mesure de
œmplémenter, en tram, une protéine E1A incapable de lier p300 pour transformer des
cellules de rein de souriceau O^aciuk étal, 1991). On a aussi récemment démontré que

l'anrigène grandT de SV40 était en mesure de lier p300. L'homologie importante existant
entre les trois protéines nous permet de suggérer que l'anugène grand T de polyome
pourrait être aussi en mesure d'interagir avec p300.

0 8.7 SEUIL CRITIQUE POUR L'IMMORTALISATION CELLULAIRE

L'ensemble de nos résultats nous amène à proposer le modèle suivant pour expliquer les
difïërentes fréquences d'immortalisarion œllulaire démontrées par les antigènes grand T
mutants et que nous appellerons modèle du seuil CTitique d'acdvké immortalisante. Afin
d'immortaliser une cellule primaire, l'anugène grand T udlisé doit être exprimé à un
niveau suffisant élevé pour induire h progression du cyde cellulaire. L'anugène grand T
du virus de polyome est une protéine multifoncdonnelle qui est en mesure d'interagir avec
un nombre important de protéines impliquées dans la régulation du cycle œllulaire. Dans
cette émde, nous nous sommes attardés à l'inreracdon entre l'anugène grand T du vmis
du polyome et les protéines de la famille du gène suppresseur du réunoblastome, pRb,
pl07 et pl30. L'antigène grand T est aussi en mesure d'interagir avec la polymérase à
ADN alpha. De plus, l'anrigène grand T du virus du polyome contient une autie acuvité
biologique, indépendante de sa liaison aux protéines de la famille de pRb, capable
d'mduire la synthèse de l'ADN œllulaire, possiblement par une interacuon avec p300.
L'acdvité immortalisante de l'anrigène grand T peut être vue œmme la somme de ces
difFérentes aaivités biochimiques.

0
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FIGURE 15

0

MODÈLE D'UN SEUIL CRITIQUE POUR L'IMMORTALISATION CELLULAIRE

Quand une culture primaire de cellules embryonnaires de rat est transfectée avec

l'antigène grand T du virus du polyome il y aura une distribution normale de la
concentration d'antigènes grand T dans ces cellules qui dépendra de facteurs tels que
le nombre de copies du plasmide qui se sont intégrés et du site d'intégration, illustré
par la courbe B. Seules les cellules qui exprimeront une concentration d'antigènes
grand T excédant un certain seuil critique (par exemple SCl) seront immortalisées.
Si les cellules sont transfectées avec un antigène grand T mutant dont la stabilité,
l'afiinité pour pRb, ou son habilité à dissocier les complexes pRb/E2F est moindre
que celle de l'andgène grand T sauvage, la distribution normale de la concentration
d'antigène grand T à l'inrérieure de cette population sera plus faible et la courbe sera
déplacée vers la gauche, illustré par la courbe A et la fraction de la population
cellulaire transfectée dépassant le seuil critique (SC l) sera plus faible. L'efficacité
relative d'immorcalisation de ce mutant sera plus faible. Si, par contre, on transfeae
une culture primaire des cellules embryonnaires de rat avec un antigène grand T
mutant dont la capacité de dissocier des complexes pRb/E2F est plus grande cela aura
le même eflFct que de déplacer la courbe vers la droite, tel qu'illustré par la courbe C.
Une plus grande fraction de la population cellulaire transfeaée atteindra le seuil
critique néœssaire pour l'immortalisation. Pour un autre type de cellule, par exemple
des cellules humaines, le seuil critique à atteindre pour l'immortalisation cellulaire sera
different, ce qui est illustre par le seuil critique SC2.

0
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La transfcction de cellules primaires avec un veaeur codant pour l'anrigène
grand T de polyome nous donnera une population œllulaire qui exprimera l'anugène
grand T à des niveaux différents. Le niveau d'expression peut varier en foncdon du site
d integration du plasmide et du nombre de copies intégrées. L'antigène grand T de
polyome doit être exprimé à un niveau assez élevé pour lier et inaaiver pRb et permettre
la progression du cycle œllulaire. Ainsi, pour l'ensemble d'une population cellulaire
donnée, il y aura après rransfeaion avec un veaeur codant pour l'antigène grand T de
polyome, une distribution normale de la concentraùon d'antigènes grand T dans œtte
popukuon une situation qui est illustrée par la courbe B à la figure 15. Seules les œiïules
dont k conœntration d'anrigènes grand T dépassent un certain seuil critique (SC1)
seront immortalisées. Si, par exemple, l'antigène grandT transfeaé est instable, cela aura
pour effet de déplacer la courbe vers la gauche (illustré par la courbe A) et le nombre de
cellules qui sera en mesure d'atteindre le seLiil critique sera diminué. On peut prédire le
même effet avec un antigène grand T murant dont l'afiinité pour pRb serait diminuœ,
ce qui est le cas du mutant P/LT-L149H. Si au contaire, l'afîinké de l'andgène grand T
mutant pour une protéine cellulaire clé est augmentée, par exemple pRb, cela aurait pour
effet de déplacer la courbe vers la droite (courbe C) et d'augmenter le nombre de cellules
dépassant le seuil critique et donc l'activké immortalisante de la protéine. Le seuil
critique que l'on doit atteindre pour l'immortalisation est difFérent d'un type œllulaire à
un autre, et pourrait se situer à SC2 pour des œllules humaines par exemple.

8.8 CARACTÉRISTIQUES DE CROISSANCE DES LIGNÉES CELLULAIRES DÉRTVÉES DES

CELLULES IMMORTALISÉES PAR CERTAINS ANTIGÈNES GRAND T MUTANTS

L'antigène grand T du virus du polyome confère aux cellules primaires la capacité de
se diviser dans un milieu à faible concentration de sérum (0.5 %) (Rassoulzadegan
et ai, 1982; Rassoidzadegan et at, 1983). Cette caractéristique de croissance est
particidière aux cellules immortalisées par l'antigène grand T de polyome. Les
lignées cellulaires NIH 3T3 ou FR3T3, qui sont des lignées cellulaires immortelles,
sont incapables de se diviser dans de telles conditions et éventuellement ces cellules
meurent.

0
Les lignées cellulaires que nous avons dérivées des fîbroblastes

embryonnaires de rat transfectées avec l'antigène grand T sauvage possèdent les
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caractéristiques de croissance typiques décrites dans la littérature: capacité de croître

et de se diviser dans un milieu pauvreen sérum, de se diviser lorsque cultivées à très

faible densité (Rassoulzadegan et ai, 1982; Rassoulzadegan et aL, 1983). Mais

l'antigène grand T du virus du polyome est incapable d'induire la formation de

foyers, de conférer aux cellules la capacité de se diviser en absence de support, ou la

capacité d'atteindre de fone densité de saturation (Rassoidzadegan et al., 1982;

Rassoulzadegan et ai, 1983). Les lignées cellulaires dérivées des cellules transfectées

avec les antigènes grand T mutants conservent les caractéristiques de croissance propre

à l'antigène grand T sauvage, mais démontrent aussi des différences importantes. Les

lignées cellulaires REF-RbC sont capables d'atteindre de fortes densités de saturation

mais sont incapables de se diviser en absence de support. Par contre, les lignées

cellulaires REF-SV40C sont capables de former des colonies à faible fréquence lorsque

adtivées en agar mou. Finalement, les lignées cellulaires REF-CKII et REF-A256-272

sont capables de former des colonies à une fréquence élevée en agar mou. Ces lignées

cellulaires ne sont œpendant pas entièrement transformées puisqu'elles ne sont pas

capables de former des foyers lorsque cultivées en monocouche.

Manfredi et Prives (1993) ont examiné les caractéristiques de croissance de

lignées cellulaires dérivées de fîbroblastes embryonnaires de rat transfeaées avec une
construction hybride PyTl-521-SV40T336-708 (Manfredi et Prives, 1993). Cette

protéine hybride contient en N-terminal les 521 premiers acides aminés de
l'antigène grand T du virus du polyome et en C-terminal les résidus 336-708 de
l'antigène grand T de SV40. L'expression de l'anrigène grand T hybride PyTl-521-
SV40T336-708 dans des fibroblastes embryonnaires de rat ne transforme pas

complètement ces cellules puisqu'elles sont incapables de former des foyers quand

elles sont cultivées en monocouche. Ces lignées cellulaires sont cependant capables
de se diviser en milieu contenant une faible concentration de sérum et sont aussi

capables d'atteindre de fortes densités de saturation et de se diviser en absence de
support. Les auteurs suggèrent que la capacité de se diviser en milieu à faible
concentration de sérum est conférée par la portion N-terminale de la protéine
hybride, celle codant pour les 521 premiers acides aminés de l'anrigène grand T de
polyome, puisque cette activité biologique réside dans les 334 premiers acides
aminés de l'antigène grand T sauvage. Mais, ils suggèrent que la capacité d'arteindre
de fortes densités de saturation et de se diviser en absence de support est

u
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n probablement conférée par la portion C-terminale de la protéine hybride dérivée de
l'antigène grand T de SV40, probablement par sa capacité à lier p53. Nos résultats
démontrent clairement que des mutations dans la CR2 et dans la région entre les
résidus 256-272, sont aussi en mesure d'altérer les caractéristiques de croissance des
lignées cellulaires dérivées des cellules embryonnaires de rat transfectées avec les
antigènes grand T mutants de polyome PyLT-SV40C, PyLT-CKII, PyLT-RbC et
PyLT-À256-272 sans qu'il y ait interaction avec p53. Ainsi la liaison à p53 n'est pas
nécessaire pour modifier les caractéristiques de croissance des lignées cellulaires
dérivées de cellules transfeaées avec certains antigènes grand T mutants de polyome.

0

0
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Nous avons démontré que la région conservée 2 de l'anugène grand T du virus du
polyome, simée entre les acides aminés 141 et 158, est en mesure de lier les trois protéines
de k famille de pRb in vitrv. pRb, pl07, pl30. A l'intérieur de cette région conservée 2
le coeur de la séquence consensus de liaison à pRb, D/N-L-X-C-X-E, est absolument
nécessaire pour la liaison de pRb et de pl 07 in vitro. De plus, la substitution de résidus
non<:onservés dans la région flanquant le coeur de la séquence de liaison à pRb peut aussi
influencer la liaison de pRb et de pl07 à l'antigène grand T de polyome. Les antigènes
grand T mutants qui sont incapables de former des œmplexes avec pRb à des niveaux
significatifs in vitro sont incapables d'unmonaliser des cultures primaires de fibroblastes
embtyonnaires de rat in vivo. Nos résultats démontrent donc qu'il y a une corrélation
étroite entre k capacité de l'anugène grand T de polyome à lier pRb in vitro et à
immortaliser des cellules embryonnaires de rars in vivo. Cependant le niveau absolu de
liaison de pRb et de p 107 in vitro par l'andgène grand T ne semble pas influencer l'acdvité
immortalisante de la protéine in vivo. Nous avons aussi démonu-é que la région conservée
2 de l'anugène grand T de SV40 peut remplacer la région conservée 2 de l'antigène grand
T du virus du polyome murin.

Nous avons aussi démontré l'importanœ du motif de phosphorylauon par la
CKII dans l'acdvité immortalisante de l'antigène grand T du virus du polyome puisque
l'addition de résidus acides dans ce motif vient doubler la fréquence relative
d'immonalisadon de la molécule hybride.

Il semble que la nature de la CR2 présente à l'intérieur de l'anugène grand T du
virus puisse avoir une influence sur les caraCTérisriques de croissance des lignées œllulaires
dérivœs des cellules aansfeaées avec œrtaines construcdons. Ainsi, la duplication de la
CR2 à l'intérieur de la protéine a pour effet de permettre aux œllules d'atteindre de plus
fortes densités de saturation. De plus, des modificadons importantes du modf de
phosphoryladon par la CKII, la substitution de la CR2 de l'andgène grand T de SV40 ou
la deletion des acides aminés 256 à 272 a pour efFet de modifier de façon importante le
phénotype des œllules knmortalisées leur permettant de se diviser en agar mou.

0
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Nos résultats confirment que le motif de doigt de zinc de l'anugène grand T de
polyome n'est pas néœssaire pour l'immortalisauon de REFs. Ainsi, le mutant PyLT-<UZ
immortalise des REFs à une fréquence relative supérieure à l'anrigène grand T sauvage.
Ces résultats suggèrent que des séquences situées en aval des 259 premiers acides aminés,
et distinctes du motif de doigt de zinc, pourraient afFecter l'acdvké immortalisante de k
protéine.

Nos résultats révèlent une corrélation intéressante entre la capacité de lier les
protéines pRb et pl 07 et l'acdvité immortalisante de l'andgène grand T de polyome. En
efFet, les anrigènes grand T murants capables de lier pRb à des niveaux équivalents ou
supérieurs à la protéine sauvage et dont la capacité de lier pl 07 est diminuée démontrent
tous une fréquence d'immonalisation supérieure à l'anugène grand T sauvage.

L'ensemble de nos résidtats nous amène à suggérer un modèle d immortalisation
œiïukire par l'anugène grand T du virus du polyome murin. Dans ce modèle, l'andgène
grand T du virus du polyome marin doit être exprimé à un niveau sufiisamment élevé
pour atteindre et dépasser un seuil cridque lui permettant d'inacuver une œnain nombre
de protéines œllulaires impliquées dans la progression du cyde œllulaire. L'ina-oduction
de œrtaines mutations à l'intérieur de l'anugène grand T du vims du polyome peut avoir
pour effet de modifier l'afiinké de la protéine pour œrtaines protéines œllulaires dé et
modifier l'équilibre existant à l'intérieur d'une œrtaine popularion œllulaire. Nos résultats
sucèrent que le rapport entre la quantité de pRb et de pl 07 liés par l'anugène grand T
du virus du polyome peut avoir un efFet sur l'activké immortalisante de cette protéine.
Cependant, nous ne pouvons exclure la possibilité que ces mutadons viennent aussi
modifier les interactions avec d'aurres protéines ceiïulaircs impliquées dans la progrcssion
du çyde œllulaire. A cet égard, les travaux d'aua-es groupes suggèrent que d'autres
domaines de l'anugène grand T de polyome pourraient être impliqués dans l'acdvité
immortalisante de la protéine.

Cette étude démonu-e l'utilité des oncoprotéines virales, en particulier de
Fantigène grand T du vims du polyome murin, dans l'étude des mécanismes moléculaires
impliqués dans l'immortalisarion et la transformation œllulaire. D'autres travaux seront
nécessaires afin de définir plus précisément la nature des interaaions entre pRb, pl 07,
pl30 et l'antigène grand T de polyome de façon à tester le modèle que nous avons
proposé. Finalement, d'autres travaux seront aussi néœssaires afin de déterminer les autres
domaines fonaionnels de l'anugène grand T unpliqués dans l'immortalisauon œllulaire.
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