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Le virus polyoma,
moyen d’étude de la régulation génétique
dans les cellules de mammiféres ’

PAR

R. WEIL et R. HANCOCK
Institut suisse de recherches expérimentales sur le cancer, Lausanne

1. PROPRIETES GENERALES DU VIRUS POLYOMA

Le virus polyoma, endémique chez la souris, induit chez son hoéte
naturel et chez les rongeurs d’espéces apparentées de nombreuses
tumeurs histologiquement distinctes ; son mode d’action est analogue
a celui de certains carcinogénes chimiques (5).

Plusieurs autres virus, qui existent chez de nombreuses espéces de
mammiféres et qui provoquent des tumeurs ou des verrues sont sembla-
bles au virus polyoma par leur structure et leurs propriétés biologiques
et comme lui possédent un matériel génétique formé de DNA circu-
laire (tableau).

TABLEAU
Virus analogues au virus polyoma. Dénominateur commun : DNA circulaire

Endémique chez

Virus polyoma. . . . . . . . . .. souris
VirusSv-40 . . . . . . . . . . .. singe
Virus du papillome de Shope . . . . lapin
Virus du papillome canin . . . . . . chien
Virus du papillome bovin . . . . . . bétail
Virus du papillome humain * . . . . homme

* Inducteur des verrues (verruca vulgaris).

1 Traduction, publiée avec l’obligeante autorisation de 1’Académie suisse des
Sciences médicales, d’un travail paru dans « Symposion Friedrich Miescher », Bulle-
tin de I’ Académie suisse des Sciences médicales, vol. 25, fasc. 1/2, 1970. Ce travail
a ¢té présenté a la SVSN par M. R. WEIL, dans la séance du 13 février 1969.

Nous remercions le Dr J. P. ZryD et M. I. MARrRcovITCH d’avoir fait cette tra-
duction.
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Aprés infection de cellules de souris en culture, une quantité relati-
vement importante de virus polyoma est produite et la mort des cellules
s’ensuit. La préparation virale brute peut étre purifiée et concentrée par
un traitement a la désoxyribonucléase et a la ribonucléase, suivi de
centrifugations différentielles et en gradient de densité de CsCl.

Selon le modéle proposé par KLUG et FINCH (1965) (14) la capside
du virus polyoma (fig. 1 a), d’un diamétre extérieur de 450 A, est com-
posée de 72 capsoméres (subunités), disposés selon une symétrie icosaé-
drique, et formée d’un seul type de polypeptide (6, 20). Le virion infec-
tieux du polyoma consiste en une capside contenant une molécule de
DNA circulaire (voir fig. 1c) (25, 31). Des résultats expérimentaux
récents montrent cependant que 10-90 % des particules virales d’une
préparation purifiée de virus polyoma sont en réalité des pseudovirions
non-infectieux (fig. 1 b, d), c’est-a-dire des capsides renfermant, au lieu
de DNA circulaire, des fragments linéaires du DNA chromosomique de
souris (voir plus loin) (18, 19).

II. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES
DU DNA DU POLYOMA

Le DNA total des préparations virales purifiées peut €tre extrait
facilement par le phénol ou le dodécylsulfate de sodium. L’analyse des
vitesses de sédimentation, par ultracentrifugation du DNA extrait de
préparations virales hautement purifiées, met constamment en évidence
trois composants distincts que nous avons désignés par ordre de coeffi-
cients de sédimentation décroissants, comme : polyoma DNA I (20 S),
IT (16 S) et III (~ 14-7 S). Les propriétés des trois types de DNA (18,
25, 28, 31) sont résumées dans la fig. 2. Les DNA I et II du polyoma
sont des molécules circulaires de méme poids moléculaire (3 10%), de
méme longueur (~ 1,5 p) et de méme densité dans le CsCI (1,709 g cm™?)
et donc de méme composition en bases (49 % cytosine -+ guanosine).
Tant I que II sont infectieux, c’est-a-dire qu’ils contiennent I'informa-
tion génétique nécessaire a la production de virus intacts et 4 'induction
de tumeurs. Le polyoma DNA T est une hélice circulaire tordue sur elle-
méme, formée de deux chaines continues qu’il est impossible de dérouler
et de séparer. Aprés dénaturation thermique, il présente une renatu-
ration spontanée de type monomoléculaire. La stabilité thermique
inhabituelle du titre infectieux des préparations de DNA polyoma, qui
reste inchangé durant une ébullition de 20 & 30 minutes, s’explique par
la structure annulaire du DNA I du polyoma (28, 31). L’introduction
d’une seule interruption dans I'une ou ’autre des chaines complémen-
taires, transforme le polyoma DNA I en un anneau « reliché » corres-
pondant au polyoma DNA II qui présente, lors de la dénaturation, un
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Fig. . — a) virions du polyoma (gross. 150 000 fois) ; ) pseudovirions du polyoma
(gross. 150 000 fois) ; ¢) DNA I du polyoma (gross. 38 000 fois); &) DNA III du
polyoma (gross. 38 000 fois).
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Length 1.5 p Length 1.5 p

mol. wt 3 x 10°
S’zs in CsClL 1.709 gm cm-3

mol. wt 3 x 108
gzs in CsCl 1.709 gm cm3
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Length equal to or smaller
than circular Py DNA
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Fig. 2. — DNA du polyoma (voir texte).
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Fig. 3. — Réplication du DNA du polyoma (gross. 38 000 fois).
Préparation DT B. HIRT.
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comportement comparable a celui du DNA linéaire 4 double chaine (25).
Comme HIRT I’a montré (10, 11), le DNA polyoma circulaire subit une
réplication semi-conservative, processus qui nécessite I'introduction d’au
moins une discontinuité dans I'une des chaines de la molécule-mére de
DNA. Aprés la duplication, la continuité des chaines des molécules-
filles est rétablie (voir fig. 3).

I1 est surprenant de constater que le composant III consiste surtout
en fragments linéaires de DNA chromosomique de souris excisés au
hasard durant linfection lytique de cultures de cellules de souris et
enfermés dans les capsides virales (18, 19). Les capsides virales du
polyoma qui contiennent du DNA cellulaire de souris au lieu du génome
viral (ou de fragments de celui-ci) ne sont pas infectieuses et sont appe-
lées pseudovirions. Peut-&tre peuvent-elles transmettre des marqueurs
génétiques de mammiféres.

[II. INTERACTION ENTRE VIRUS POLYOMA ET CELLULES DE MAMMIFERE
EN CULTURE

1. Linfection lytique

a) Ce type d’interaction a pour conséquence une production de
particules virales de polyoma suivie de la mort des cellules (26, 32).
Elle peut étre étudiée dans les cultures primaires confluentes de reins de
souris. Ces cultures sont constituées de cellules d’aspect épithélial, en
état d’« inhibition de contact » et ne présentant plus de synthése de DNA
cellulaire ni de mitose avant l'infection. Des études biologiques, cyto-
chimiques et chimiques combinées ont permis de conclure que, dans
chaque cellule, le processus lytique a lieu en deux phases distinctes (29,
30) résumées dans la figure 4.

La phase 1 correspond a une séquence d’événements précoces qui
précédent et entrainent la phase 2. Cette derniére consiste en l’activation
des systémes de synthése du DNA cellulaire et la production de nouvelles
particules virales (13, 22, 30).

Quelques heures aprés I'infection, des molécules du DNA polyoma
originel peuvent étre mises en évidence dans les noyaux de la plupart
des cellules (5).

Des résultats expérimentaux plus récents semblent indiquer que dans
toutes les cellules infectées une molécule de DNA viral au moins s’intégre
dans le DNA chromosomique et qu’une fraction mineure du RNA
messager viral, appelée RNA-polyoma « précoce », pourrait étre trans-
crite & partir de ce DNA intégré (12). Pendant la phase 1, les cellules
infectées commencent a synthétiser un nouvel antigéne spécifique,
appelé T- (« Tumor-antigen ») ou néo-antigéne (23) qui peut étre mis
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Length of phase 1 varies in
individual cells from 12 to 30 h.

activation of
cellular DNA-
synthesizing
apparatus .

onset of viral DNA synthesis *

adsorption of virus 'y
: E transcription of ( cistronic)
Py ONA pen?lrates into nucleus : ..late“Ps messengp:lryRNA
v :
integration of Py DNA into : transport into cytoplasm
mouse chromosomal DNA ? .
: synthesis of capsid protein
.early” Py messenger RNA ; : .
appearance of Py-specific ! transport into nucleus
intranuclear ,tumor antigen"” E ]
( = activator ?) ; assembly of.progeny virus
: A v
X r lysis of host cell

-~
......
............

* production of progeny virus is accompanied by
the replication of the host cell chromosomes
( not followed by mitosis ).

Fig. 4. — Virus polyoma : Cycle infectieux dans les cellules de rein de souris
en « inhibition de contact ».

en évidence dans le noyau par immunofluorescence. L’on ne connait
encore ni la nature chimique ni les fonctions de cet antigéne. Nous
envisageons comme hypothése de travail la possibilité que cet antigéne
soit li¢ & Iactivation des systémes de synthése du DNA cellulaire. Cette
activation comporterait d’une part I’accroissement coordonné de I’acti-
vité des enzymes mises en cause dans la synthése des désoxyribonucléo-
tides pyrimidiques et du DNA (voir fig. 5) et d’autre part, peut-étre,
la conversion des DNA viral et cellulaire, d’'un état de non amorgage
(« non-priming ») en un état d’amorcage (« priming») pour la DNA-
polymérase (13, 22, 30). La synthése du DNA viral s’accompagne tou-
jours de la réplication des chromosomes de la souris (4, 29) et, comme
il a été démontré récemment (8), des histones et d’autres protéines
associées aux chromosomes.

Immédiatement aprés le début de la synthése du DNA viral, des
quantités croissantes de RNA-messager polyoma « tardif » sont synthé-
tisées sous la forme de grandes molécules polycistroniques qui portent
pratiquement toute l'information génétique contenue dans une des
chaines du DNA circulaire du polyoma (12). Le RNA-messager viral est
ainsi transféré du noyau dans le cytoplasme ou il forme des polysomes
et dirige (probablement) la synthése de la protéine de la capside virale.
Celle-ci est rapidement transportée dans le noyau ou le nouveau virus
est assemblé.
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dATP dGTP
10 /IO
dcT i »| DNA
i
CDP""dClDP 10
3T$ 5 6 8 9

dCMP — dUMP 4+ dTMP 3= dTDP 3= dTTP

2} df

Fig. 5. — Schéma CdR TdR
de la biosynthése des
désoxyribonucléo-
tides pyrimidiques et dFUMP
du DNA. T
FUdR
1 = CDP-reductase 4 = dCDP-kinase 8 - dTMP-kinase
2 = CdR-kinase 5 = dCMP-deaminase 9 = dTDP-kinase
3 = dCMP-kinase 6 = dTMP-synthetase 10 = DNA-polymerase
7 = TdR-kinase

COP = cytidine -5'-diphosphate

CdR = deoxycytidine

TdR = deoxythymidine

dCMP , dCDP, dCTP = deoxycytidine-5'-mono-, di- and triphosphate
dTMP , dTDP, dTTP = deoxythymidine-5'-mono-, di- and triphosphate
dUMP = deoxyuridine-5'-monophosphate

dATP = deoxyadenosine-5'-triphosphate

dGTP = deoxyguanosine-5'-triphosphate

FUdR = 5-fluorodeoxyuridine

dFUMP = S5-fluorodeoxyuridine-5'- monophosphate

DNA = deoxyribonucleic acid

b) Synchronisation de la synthése du DNA induite par le virus polyoma

La durée trés variable de la phase 1 (12-30 heures) pour chaque
cellule, fait que I'infection des cultures de reins de souris est asynchrone
(fig. 6): dans les premiéres cellules activées, la synthése induite du
DNA commence environ douze heures aprés le début de Iinfection,
puis, le nombre de cellules activées s’accroit rapidement et atteint un
plateau environ trente heures aprés le début de linfection (22, 30).
Afin d’étudier en détail la séquence des étapes du cycle infectieux, parti-
culi¢rement la transcription du RNA-messager du polyoma, nous avons
synchronisé le début de la synthése induite du DNA a I’aide de la 5-fluo-
rodésoxyuridine (FUdR ; fig. 4 et 7) (22).
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Fig. 6. — Schéma du développement de l’infection, par le virus polyoma
des cultures de cellules de rein de souris confluentes (autoradiographie:
1 heure dans la thymidine-H?).

Si le FUdR est ajouté au milieu de culture immédiatement apres
I’adsorption du virus, la synthése des DNA cellulaire et viral, de RNA-
messager « tardif » et de protéine de la capside virale est inhibée (12,
22). Cependant, les premiers événements du cycle infectieux, comme
la production de I’antigéne T (23) et du RNA « précoce » du polyoma
(12), ainsi que l'activation des systémes de synthése du DNA cellulaire
(13, 22, 30), ont lieu en présence de FUdR comme dans les cultures
témoins infectées en l’absence de l'inhibiteur (fig. 7). L’addition de
thymidine au milieu de culture supprime immédiatement et de maniére
spécifique le blocage imposé par le FUdR.

Par conséquent, si la thymidine est ajoutée environ trente heures apreés
le début de I'infection, donc lorsque la plupart des cellules sont activées,
la synthése induite du DNA (cellulaire et viral) débute de maniére
synchrone dans toutes les cellules.

c) Hypotheése de travail

Certains stimuli comme la phytohémagglutinine, I’hépatectomie
partielle et autres, déclanchent la mitose des cellules différenciées (3,
16, 17) : dans ces systémes, la synthése induite du DNA cellulaire est
précédée d’une production fortement accrue de RNA cellulaire, suivie
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PHASE 2 >
Length of phase 1 varies in activation of
individual cells from 12 to 30 h. cellular DNA-
synthesizing
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adsorption of virus

Py DNA penetrates into nucleus

v
integration of Py DNA into
mouse chromosomal DNA ?

wearly”Py messenger RNA ;
appearance of Py-specific
intranuclear ,tumor antigen”

FUdR
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Fig. 7. — Blocage par la 5-fluorodésoxyuridine (FUdR) du cycle infectieux
du virus polyoma.

de divisions mitotiques. Par contre, la synthése du DNA cellulaire
induite par le virus polyoma n’est ni précédée ni accompagnée d’une
stimulation globale de la synthése du RNA cellulaire, ni suivie de
mitoses. Nos résultats expérimentaux sont compatibles avec I’hypothése
suivante : dans les cellules de reins de souris en état d’inhibition de contact,
le virus polyoma active (déréprime ?) un élément de régulation génétique
spécifiqgue qui commande le déclanchement de la réplication des chromo-
somes dans la cellule héte.

2. L’infection non-lytique (« transformation » )

L’infection de cultures de cellules de hamster n’est pas suivie d’une
production de virus (26), car le cycle infectieux est bloqué a un stade
précoce avant I'induction virale de la synthése du DNA. Le DNA intact
du polyoma pénétre rapidement dans le noyau de la plupart des cellules
des cultures infectées (9).

Un ou deux jours aprés l'infection, on peut détecter I'antigéne T
intranucléaire dans un petit nombre de cellules (23). De plus, beaucoup
de ces cellules « transformées » contiennent un nouvel antigéne induit
par le virus qui pourrait étre d’origine cellulaire (21). Puisque les anti-
génes induits par le virus représentent des marques transmissibles et, en
général, parfaitement stables du virus, on peut les considérer, bien
qu’indirectement, comme la premiére indication expérimentale solide de
la présence continue du DNA viral dans les cellules transformées, hypo-
thése qui a été renforcée par la découverte du fait que les cellules trans-
formées produisent continuellement de petites quantités de RNA polyoma
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viral (1). Plusieurs laboratoires (2, 7, 15, 24, 27) ont fourni des preuves
directes de la présence continue du génome viral dans le DNA (chromo-
somique ?) des cellules « transformées » par le virus SV-40: la répli-
cation du DNA viral et la production de virus infectieux SV-40 peuvent
étre induites par la fusion des cellules « transformées » avec des cellules
non infectées d’une culture de reins de singe. Au vu des similitudes entre
le virus SV-40 et le virus polyoma, on peut s’attendre a4 une situation
analogue dans le cas de cellules transformées par ce dernier.

L’utilisation en tant que synonymes des termes : « transformées »,
« néoplasiques », « malignes » a créé une grande confusion conceptuelle.
I1 faut donc souligner que ni des propriétés morphologiques spécifiques,
ni la perte de I'inhibition de contact, ni la malignité évaluée par la
possibilité d’une transplantation ne sont associées de maniére constante
aux cellules transformées par le virus polyoma (ou SV-40) et que, de
plus, les mécanismes de I’effet oncogéne du polyoma et des virus analo-
gues restent inconnus.

Résumeé

La comparaison des poids moléculaires permet d’estimer que TADN
polyoma circulaire contient 5 & 7 génes, alors que celui des cellules de
mammiféres en contiendrait environ 5x 10%. Grace a sa petite taille et
a sa remarquable stabilité physique et biologique, ’ADN polyoma
circulaire est un moyen utile pour I’étude de la régulation génétique des
cellules de mammiféres.
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