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Figure IL11: Identification de fragments capables de conférer
l'expression de I'antigéne LEC-A par transfection.

L'ADN du cosmide P5.C3 ou de fragments provenant de ce cosmide
a été transfecté avec 'ADN du cosmide pHMR272 dans les cellules

P1.HTR.KKDK cl.1b. Les populations de transfectants résistant a
I'hygromycine B ont été incubées pendant 2 ou 3 jours dans un
milieu contenant 25% de surnageant de cultures lymphocytaires
mixtes secondaires. La lyse des transfectants par les CTL-LECI:5 a
été mesurée aprés un test de relargage de chrome-51 de 4 heures.
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Figure IL.12:

A. Carte de restriction du fragment BamHI-BamHI de 9 kb conférant
l'expression de 1'antigéne LEC-A. La localisation et la structure de 1'élément
LEC-A IAP sont indiquées.

B. Obtention d'un fragment de 4,38 kb codant l'antigéne LEC-A. Le
plasmide contenant le fragment BamHI-BamHI de 9 kb a été digéré par les
enzymes Kpnl et Spel. Les extrémités Spel des fragments de restriction ont
€té délétées progressivement par l'exonucléase III. Les extrémités des
fragments ont ensuite été traitées par la nucléase S1 et puis par la Klenow.
Les fragments ont été circularisés, amplifiés, analysés et transfectés dans les

cellules PLLHTR.KKDK cl.1b. Un test de relargage de chrome-51 a été
effectué pour évaluer l'expression de l'antigéne LEC-A par les transfectants
préalablement incubés durant 3 jours dans du milieu contenant 25% de
surnageant de cultures lymphocytaires mixtes secondaires. Les fragments
représentés en gris conférent l'expression de I'antigéne LEC-A.
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Figure I1.13: Séquence d'une partie du frapment BamHI-BamHI de 9 kb conférant l'expression de I'antigéne LEC-A.

Cette séquence contient un rétrovirus endogéne défectif appartenant 4 la famille IAP (séquence en majuscule). Tl est
entouré par deux répétitions directes (AACAAA) qui sont indiquées par deux fléches épaisses. Ce rétrovirus comportg
deux longues répétitions terminales directes (LTR) bordées par de courtes répétitions inverses (STGTT/AACA3". Les
LTRs sont encadrés et des fitches montrent les répétitions inverses, Le segment central contient les régions gag, pro et
env. Un iriangle noir indique la position de la délétion responsable de 'absence de la fin de la région pro et de la partie
pol. Les séquences impliquées dans la transcription inverse (PBS et PU) ainsi que des sites donneurs et accepteurs
d'intron (DI et AI) sont soulignés. La séquence protéique correspondant 4 la plus longue grille de lecture du retrovirus
endogeéne défectif est indiquée. Les fléches épaisses discontinues permeitent de localiser les amorces utilisées pour des
réactions de polymérisation en chaine décrites en IL.7.
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Figure II.14: Comparaison des rétrovirus et des séquences IAP.

A. Le cycle de vie des rétrovirus commence avec la liaison de la particule virale sur son
récepteur 4 la surface de la cellule-hote. Le virus est ensuite internalisé. L'ARN viral est
alors converti en ADN bicaténaire par la transcriptase inverse. L'ADN est intégré dans le
génome de la cellule-hote. Le génome viral intégré porte le nom de provirus, il comporte
deux LTR encadrant la région codante. Sa transcription par I'ARN polymérase II fournit
des copies d'ARN qui subissent les mémes modifications que les ARNm cellulaires et qui
sont traduites. Les polyprotéines gag, gag-pro et gag-pro-pol s'assemblent pour former
des particules virales immatures. Des génomes viraux sont encapsidés dans ces
particules sous forme d'ARN. Les particules s'associent avec les protéines d'enveloppe
qui sont des glycoprotéines transmembranaires produites a partir d'ARNm
subgénomiques. Les particules bourgeonnent hors de la cellules pour former des
particules virales extracellulaires. Les polyprotéines gag, gag-pro et gag-pro-pol sont
alors clivées ce qui provoque un changement de morphologie des particules virales.

B. Les séquences IAP codent des protéines qui s'assemblent et forment des particules
localisées dans les citernes du réticulum endoplasmique rugueux des cellules. Certains
transcrits [AP sont transcrits en ADN bicaténaire par transcription inverse. Ces copies
d'ADN s'intégrent en de nouveaux loci du génome de la cellule.

Les LTR sont représentés sous forme de rectangles: les parties grises, noires et blanches
correspondent respectivement aux régions U3, R, U5.
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Figure IL.15: Formation de particules virales de type C.
(Fields Virology, Raven Press, second edition, page 1474, 1990)
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Figure I1.16: Alignement des séquences et structure des LTR des éléments LEC-A IAP
et MIA14. L'alignement a ét€ réalisé avec le programme GeneWorks. Les traits )
correspondent aux espaces introduits pour un alignement optimal des séquences. Les
boites indiquent les identités de séquences. Les boites grises indiquent les séquences
impliquées dans la synthése des ARNm.
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Figure I1.18: Deux ARNm sont produits & partir de 1'élément LEC-A TAP.

A. Expression de l'antigéne LEC-A par un transfectant obtenu en transfectant le

fragment BamHI-BamHI de 9 kb (Figure IL12) et le géne H-2 DK dans les
cellules MZ2-MEL.3.1 qui dérivent d'un mélanome humain. La lyse a été
mesurée par un test de relargage de chrome-51 de 4 heures.

B. Expression de séquences IAP par les cellules MZ2-MEL (1) et par le
transfectant MZ2-MEL cl.2 (2).

Un Northern blot préparé avec 20 pg d'ARN total de ces cellules a été hybridé
avec le fragment Sall-Sall de 1,57 kb correspondant a la région env et au 3'LTR
de I'élément LEC-A IAP.
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taaaghbggas tatgtttggc cttgaaattt

gattgtgtgt tatttocatt cagtatgtta

trorggtgtt

aatttactag

aggagooett foromooT T --------+/ agatgtatta

cttgaacttt

tgacaaataa

ctaacgasat Loaagacagl ctatcagaad

rcroagetgyy atgtgaacaa aagtttocgg

ttgtcaaaad Wtﬂtgtta

ggeagetaat

tgagacttca ggtoaactos acgegekitgg

cacttigctg tggattagtg trgottettt
atacatetat gottaggeaa ta_qgteq'cr.q
goactgoaat ggaaaggetc tgeggoatat

agggttgete tgggtasaag octgtaayce

acctgtooot
gartggtety
geractoage
atgagootat

tangagctaa

gaccazagga rtacocaatt ggatctecto agoatttiee

taagcttaag geccaaacta ggagagacaz ggtggttatt

rottatatoe catgaggeta gacteattye acgggataga

tetagygaga catgtoatet tteatgaagd ticagtgtoc

tentgtacat ggctocttta cotacacact gggyatitga

cagaattgga
ttotttaana
gooeaggeds
qtgagtgtgc
tagttooctt

eototatcie

tggetgaatt tgaacagats cttegggaat

aatgggtydg attaatatta tttggagata

ttgoaggact agaacatgga gettececty

ttcadeagen cgagagagit goaeqgctaa

cecccaggea aaacgacacy ggagcagghc

cactcteatt aatatgggtg gootatiige

‘tottattahd RGGATAGEES GRG
ttatgactac ttgtgetety

ttrtototot ctotrgetto ttgctotett

gocgeges
gettocoogt gacgtoaact

getrettget

cacattegeo gttacaagat ggegotgaca gotgtyttet &
cggecgatgy

ctcottgctte

golgoagoca atcagggagt gacasgtecg aggegaagga

ttgotcteott ttectgaaga tgtaagaata aagelrtgoec

agtggtaaa caaataatet gogcatgtge caagggtatc

gaatgetoct taagagygac goggtttogt

goagaagatt ctggrotgty gtgttetice

tqyoogeteg gagancgcd tcgaafj—a?ﬂaa

Figure 11.19: La séquence de l'insert du clone 31 est identique 3 la séquence de 1'élément LEC-A IAP.

La séquence de 1'€1ément LEC-A

IAP encadrée en gris correspond & 1a séquence de l'insert du clone 31. Cet

insert provient d'une PCR effectuée avec des aligonucléotides (séquence
amont du 3'LTR de I'é1ément LEC-A AP sur de 'ADNc produit 4 partir

'élément LEC-A TAP sont encadrés.

soulignées en gras.

CCCGRARCCC GGGADCAGAA AAMBCTOGGE

AACTGTATGA ATTCAGRACT TTICAGCTGEE

HNSELFSWGTR

TORGGTCARC TOCACGOGCT TGGACCTGTC

CTCTGEATTA GTETIGCTTC TTIGALLAS

TATGCTTAGE CAATAGGTCG CTGGCCACTC
AATGGRARGG CTCTGOGGCA TATATGAGCC
CTCTGOGTAA AAGCCTGTAA GCCTAAGAGC

BAMAGGATAG GCGGAG ATCT TGGG

ACTGGCGCRAR

GGARCGAGAG

COTGACCARA
CTGTAAGCTT
AGCTCTTATA
TATTCTAGGE

TANTCCTGTA

Les séquences ressemblant aux site

v P V S T B L R ¥V Y V T BE L
GGATTACCCA ATTEGATCTC
BAGGOCCARR CTAGGAGRGA
TCOCATGAGG CTAGACTCAT
AGACATETCA TCTTTCATGR

CATGGCTOCT TTACCTACAC ACTGGGGATT TGACCTCTAT C

Figure I1.20: Séquence du polypeptide codé par 'ORF située a cheval

GGAAGATCCC TCATTCCAGA ACCAGAACTG CGGGTCGCES TAATRARGCT TCCCGTAMAG
Exon I Exon IT
TACCRGTGAG TACAGCTTTA CGh;;.\T}\TG TTACAGRATT GGATGECTGR ATTTGARCAG

CTCAGCATTT TCOTTCTTTA RARRATGGET GGGATTRATA
CRAGGTGGTT ATTGOCCRGE CGCTTGCREG ACTAGRACAT
TGCACGGGAT AGAGTGAGTC TGCTTCAGCA GOCCGAGRGR

AGGTTCAGTG TCCTAGTTCC CTTCCCOCAG CCARRRCGAC

majuscule) situ

és en aval du SLTR eten

de I'ARN des cellules LEC. Les LTR de

s donneur et accepteur d'intron sont

CACACTCTTA BGARGGATIC

ATCCTTOGGE AATTGAGACT

T G

TTATTTGGAG ATACACTITG

GGACCTTCCC CTGATACATC
GTTGCACGEE TAAGCACTGC
BCGGGACCAG GTCAGGETTE

TCCACTCTC ATTARTATGG GTGGCCTATT TGUTCTTATT

sur les deux "exons" du clone 31.
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