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Les virus des leucémies aiguës aviaires (DLV) induisent chez l'animal 

des leucanies mrtelles encplyues sunaines. Elles sont de 3 types selon 

h cellule touchée : Erytilroblastique, ~4yéloblastique~ ~yélocytique et 

s'accompagnent de tmurs solides variées. Ces virus à ARN de type C 

défectifs pur la réplication sont toujoürs accompagnés d'un virus 

leuc~ocjène (ALV) "helper" induisant des leucémies lymphoides lentes. 

Nous avons recherché en utilisant la technique d'hybridation noléculaire 

une hmlogie entre ALVs et DLVs. Celle-cireprésente selon les virus 38 2 

77 % de leur génome, laissant ainsi la place à des séquences spécifiques 

pouvant être respnsables de leur pathologie. L'étude du virus de 

1'érythroSlastose aviaire (seul virus connu affectant la lignée rouje 

du sang) nous a permis de mettre en évidence une séquence de 3700 nucléotides 

sp6cifi-e de ce virus et suffisante p u r  constitiler un ou deux gènes. 

Cette séquence est d'origine cellulaire, et elle fait partie des gènes 

stabl-es car on la retrouve également chez les rmmifêres et chez les 

pissons. Ia séquence AEY cellulaire est riorrralement transcrite à. rai son 

d'l à 3 copies dans l tN- (N de cellules aviaires saines, mais elle présente 

4 % de bases mutées par rapprt à la séquence AEv virale. 

Nous pensons que cette séquence cellulaire est irnpliquGe dans la 

régulation de l'é~ythropïése et-que recom?inée avec le génom d'un 

ALV elle est resplsable du pouvoir pithgène du virus ainsi crée, 

en échappant au contrôle cellulaire normal. 



I N T R O D U C T I O N  



I&s différentes maladies prolifératives du t issu  sanguin peuvent 

ê t re  s+--&ç en &wc classes différant selon l 'acuité du phénonène trans- 

f o m t  (1). 

- Les maladies transfommt les  cellules différenciées 

sont de d é v e l o p ~ n t  r e l a t i v m n t  I.ent, t e l l es  l es  1.eucémies chroniques 

de 1 'cs@ce humi.ine : leucerrje lpphoïde chronique (2 L~ymphocytes B) e t  

lcuchie  myé10ï.de chronique (à m y é l o ~ e s )  . 
- Les imladies qui affectent l es  cellules indiffé- 

renciées donnant naissance aux différentes lignées sanguines ont un 

développa~nt t rès  rapide d'où l a  dénomination de leucémies aiguës. Elles 

pcwent ê t re  lymphoblastiq-ue ( f o m  la  plus fréquente chez l 'enfant) ,  

my6l.oblastique (forme la plus fréquente c h e ~  l 'adulte) ou plus r ~ e m n t  

promyélqtique, monccytiqe e t  éryt-hroblastique. Ces fomes sont t rès  

rap idmnt  mortelles (1 à 11 mois ) ,  l a  survie nlexc"eant jamais quatre ans 

sous t r a i t a n t .  Les leucémies chroniques qui peuvent ê t re  stabilisées 

p e r d a n t  une durée relativerent loncpe ( jusqu'à 15 ans) se  terminent 

frC"gucmneilt sous f o m  de leucémie a i p z  avec apw-iti-orri de cellules 

blastiyues dans l e  sang ; c 'es t  l e  cas dd l a  leuc62ue myéloïdc chronique 

qui  se t r a n s f o m  en leucémie myéloblastique, alors quc l a  leucémie 

1ymp,lo?.de chronique se complique de turîeurs solides parmi lesquelles l es  

réticule-sa_rm.tes ne s o l t  pas rares. 

Les mécanisnies qui président à leur apparition sont 

trr's ml connus e t  il est u t i l e  de mmprei~dre c m n t  de telles maladies 

surviennent chez l'animal afin de disposer de mdèles e@rin~ntaux 

utilisables. 

De  ce point de vue, l'espèce aviaire est parti- 

cu?ii.ïcmnt intéressante, car bien que l e s  oiseaux soient phylqénéti- 

WmpIlt assez eloignés des mananifères, ils sont affectés de ccs mêmes 



1 - y ~ ~  de nu1aclj.e~ et les agents respilsables sont là, fort bien connus. 

u s  leucémies lymphoïdes chroniques ou lentes, 

sont ducs à UI vin~s 1eucEnqCns (A.L.V) , un rétrovii-us à AlTl de typ C, 

&nt on a isole de nombreuses souches depuis le d6but du siècle (2). 

Zn cellule cible de ce virus est un Lymphocyte B qui reste alors bloqué 

au stade de producteur d'1 g M (3) .  Ce type de l e ~ c - ~ e  se rapprocherait, 

dmç lles@ce humaine, de la nialadie de WaldenstrSn , caractérisée par la 

pml.ifération mal.icj-ne monoclonale de 1yrri.phccytes B secrétant une 1 g M 

apr6s maturation en plasmoq.rtes. Iiappclons que la leucémie lymphoïde 

ch-onique humaine présente plus particulièrement une secrétion mnoclona1.e 

dl1 g G. 

Les leucémies aiguës qui sont essentiellement de trois 

types dans l'espèce aviaire, peuvent éga1-t être provguées par des 

rétrovirus (4) . Cependant , cette classe de virions n'est étudiée que delmis 
pcu 

C'est à cette classe de virus que nous nous s m ~ s  

intéressés en essayant de les caractCriser d'un pirit de vue biochimique 

et nous avons choisi pur m?ner une étude plus approfondie le virus de 

l'érythroblastose aviaire. 

A) Ies Diff6rente.s Leuc6mieç Aimes Du Poulet -- - 

L'érythroblastose est avec la myélocytomatose et la myéloblas- 

tose l'une des trois leuc&nies aiguës du poulet. La m-îladie se manifeste 

par une prolifération massive des érythroblastes qui ont perdu la faculté 

de se différencier en érythrocytes, et elle entraine avec une efficacité 

de 100 % la mrt de l'animal en quelcpes semaines. Cela contraste fortement 

avec les 1eucém.k~ lymphoï-des ].en tes, qui nécessitent parfois plusieurs 

mnécs avant de tuer l lanb.ml.  



1,a nyéloblastose et la myé~ocytomatose sont des leucémies aicpës 

affectant t~utcs deux la lignée blanche. Elles sont également rapident 

rmrtcllcç niais leur caractérisation cellulaire in vitro n'est pas aussi 

iwittc que celle de l'érythroblastose. Un rétrovirus responsable de la 

ridadie a pu Gtre isola dans chaque cas. 

I~sç différents virus des leucémies aiguës proviennent d'isolats 

différents et sont répertoriés dans le tablc2u suivant : 

1 - Purification - 
L'isolent de ces souclries et leur étude il1 vitro sur des cultures 

t- 

V i r u s  

IaV 

F r 2 3  

C m  

OK1Q 

?11i 12 

-- 
N TV 

E26 

de cellules, notanment par les tecliniques de clônage a prmis de mieux 

l'meurs associées 

Sarcomes 

Carcincxws 

- 

Endo~ieliaws , 
Carcirimes, Sarcmes 
Sarcanes, Carcinms, 
Ehdokhelicxres - - 

c 

? 

Naladie induite 

Erythrobl.astose 

Myélocytomatose 

Myélocytomatose 

myélocytomatose 

Monoc:rtose ? 

llyéloblastose 

llyéloblastose 
-- 

cexner leur biolgie. Ainsi, il est apparu que toutes les souches isolées 

Ettaient en fait constittiées de deux populations virales distinctes : 

Lieu, Année de 
découverte 

-. 

Danemark 1933 

Bulgarie 1964 

Allemagne 1964 

Finlande 1975 

Angleterre 1927 

USA 1941 

Bulgarie 1962 

1711 virus causant des leucémies 1ynphoTdeç (AIN) généralent 

I 

c i 1  excès. 

Un vi.rus induisant spécifiqumt une leucériiie aiguë et des 

t ~ a ~ n u r ç  sol ides (DLV) (4,6,7,8,9) . La présence constante d'un X V  aux côtes 

CCS prinettait de pnser gue ces derniers sont defectifs pour la 



réplication. Ce pint a été prouvé par l'obtention de cellules (sanguines 

ou autres) transformées par un quelconquedes DLV mais ne produisant aucune 

particule virale (cellules non productrices) (8, 10), Le virus contenu 

dans ces cellules p u t  à tout m e n t  être produit si on surinfecte ces 

cellules par un IU;V qui joue le rôle de "helper". 

II - Incidence sur les cellules sanguines 

Les études menées in vitro sur la transfomation des cellules 

de moëlle osseuse riche en précurseurs des lignées hCmatopïétiques ont 

permis de montrer qu'il était possible de classer les DLV eil trois groups 

différant par la nature de la cellule souche transformée. Il est en effet 

possible à l'aide de moyens b.mologiques et biologiques de préciser sans 

ambiqité l'origine de la cellule affectée. Par exemple, l'histone H5, 

spécifique des cellules de la lignée érythropï6tiqueI se retrouve dans les 

cellul-es de d l l e  transformGe par le virus de 1'6ryülroblastoçc aviaire 

(AEV) alors que les cellules transformées par un autre DLV soilt il&atives 

pur ce critère. ï k  m53-e les érythroblastes transformés par AEV sont 

incapables de phagocyter les pzrticules Ge latex, à l'inverse des cellules 

transformées par K29. Ainsi, les cellu1.é~ de d l l e  osseuse infectées et 

transformées par le virus AEV expriment les marqueurs de la lignée 

érythropOi-étique (1 1, 17) , les cellules transformZcs par MC29, OK10, CPi2, 1932 

ressemblent à des macrophages et ex~riment les marqueurs de la lipée myéloïde, 

(4 ) ,  les cellules transformées par MW et E26 ressdlent à des myéloblastes 

et expriment les marqueurs de la lignée rnyéloîde, mais à un taux inférieur 

aux précédents. (12,13,15) . 



PLuact rcç  dc d i  f f Crcnciation 

(&) La prduct ion  dfh&cqlobine p u t  ê& induite dans des érythroldastes 

trmsforx6s par AEV en exposant les ce l lu les  à de l ' ac ide  butyrique ( 1 2 ) .  

Il apparait clairement $'après cette étude,que l a  nature de l a  ce l lu le  

çouch~e dont l a  différenciation est blequée après transfomation, est 

é t m i t a m t  l i é e  au tm du virus infectant.  

Ce  qui e s t  remarquable, c'est que l a  spéci f ic i té  de l a  ce l lu le  

cible  pour un DLV est indépndante du pouvoir infectieux du v i rus  ; on 

aurai t  pu p n s e r  en e f f e t  q u ' m  ne transfome pas les ce l lu les  de l a  lignée 

~;.iydloIdc prce q u ' i l  est incapable d 'y  pénétrer : cela n ' e s t  pas le cas, 

fiIr infecte les macrophages, e s t  normaleneilt produit p a ~  ces ce l lu les  

Cellules de m P l e  transformées par 

IISrocjlol~ine (X 

Histone LI5 

AntigEne i.Jcy-ü~rocytaire de 

surface 

Ca~xicitC ccll_iilaire à 

adhErcr à un support 

E'omtion cie colonies 

Lsous 1 ' action du 

"colonies stimulation 

factor " (CSF 1 
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Capci té  à phagocyter 

Recepteurs du fragment FC 
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-- 
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(avec son helper) mis ce l l e s  c i  restent  i n d m e s  de toute transformation 

(T. Graf. Ccmnurlication personnelle). Dans le cas des v i m  AlW et AMV il 

est jmpossible de fa i re  une dist inct ion ent re  les ce l lu les  de d l l e  

infectées i n  v i t r o  e t  les ce l lu les  prélevées sur les animaux malades e t  

cela  quel que s o i t  1.e c r i t è r e  considéré ( 4 ,  5, 11) . 
Il semble donc que l e  type de leucémie observé e t  l a  ce l lu le  cible du v i rus  

sont é t ro i t emnt  l i é s .  On p u t  schématiser l ' in térac t ion  des DLV avec les 

ce].lules sanguines de la façon suivante (4) : 

L y m p h o c y t e  5 

M y é l o c y t e  M a c r o p h a g e  

Le blocage de l a  différenciation étant  figuré par des t r a i t s  pleins 

III - Incidence sur les autres cell-ules. 

Les études m é e s  i n  v i t r o  concernant l ' incidence des DLV sur des 

ce l lu les  de t p  dêfini ont prmis de préciser l e  spectre tumoral de chaque 



v m ç .  Cetete étude est très intéressant-e, car jusqu'à préseht il n'existait 

chez le pulet qu'un t p  de rétrovirus non lytique capable de transfomr 

cl'autres cellules que celles du sang, les virus sarccmatazènes (XV) . 
e s  dcnliers sont en fait des ALV possédant un gène suppl6mentaire leur 

conférant ce pouvoir particulier. (15, 16, 17, 18) . Or de récentes 
6tudes d'h~ybridation mléculaire et l'analyse des cartes oligonucléotidiques 

&s ARN viraux ont montré que les DLV en étaient dépourvus. (18, 19, 20). 

3 )  Transformation des fibroblastes 

Alors que la transfomtion des cellules sanguines 

êtait essentiellant définie par la pro1ifE;ation des cellul-es immatures, 

la transformation des fibroblastes (qui aboutit in vivo à la formation 

de sarccms) s'accompagne de désordres cellulaires provqant une 

modification de 'la mrpliologie et de la physiologie de la cellule, 

facilenulnt mise en évidence (21) : 
-- -- 
'~~sordra observés 

Fo~mtion de vésicuies 

rïcmbranaires 
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d'actine 
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La formation des vésicules mabranaires est. visualisée à 

l'aide de la microscopie électronique à balayage. Elle rend compte des 

remanimt.~ rnembranaires dus à la transfomation (21). La désorganisation 

des c43les d'actine reçpnsable du changement de morphologie des cellules 

put être observée par immunofluorescence (22) en utilisant des anticorps 

fluorescents réagissant contre les protéines d'actine. 

La modification de la croissance cellulaire est de deux ordres : 

d'une part qualitative, (pusse en suspension, perte de l'inhibition de 

contact), d'autre part quantitative (temps de doublement réduit). Seules 

les tell-ules transformées par PE29 présentent cette dernière caractéristique 

(21). Elles se divisent deux fois plus vite T e  des cellules transformées 

par un ,W ou par AEV. 

L'agglutinabilité par les lectines, la prte cie l'id-iibition de 

contact, la disprition de la LETS protéine (une cjlycoprotéine meribranaire 

ùe haut pids moléculaire) (23, 24) txadui-sent l'imprtance des rerraier,~nts 

affectant les glycoprotéines de surlace. 

L'aupntation du transport des hexoses (riiesurC5 à 1 'aide de 2 

désoxyglucose radioactif), et une activité protéolyti-que accrue (25, 26) 

permettent de visualiser l'incidence de la transfo~mtion sur les fonctioris 

n6taboliques de la celli~le, fonctions qui. sont accrues dans la plupart des 

cas. 

La fonmtion de sarcomes in vivo souligile la corrélation existant 

entre les résultats obtenus in vivo et in vitro. 

Lcs fibroblastes transformés par AEX exprir~~nt donc presque 

exactcmnt les mêmes critères de transformation que les cellules transfom6es 

pzr Lui ASV. PX229 les transforme également (27) mais ce virus est incapable 

d' induire des sarcomes in vivo. QU, (7) ~ 4 ~ 2  (28, 29) et 0 1 ; l O  (30, 31) 

transfonwnt eux aussi les fibroblastes en culture. 



Aucune altération mwhologique des fibroblastes n'a pu être  

&serv&après infection de ceux-ci p a  l e s  virus @IV ou E26 ( 4 ) .  

2) Transformation des cellules épithéliales. 

~e l a  même façon que les fibroblastes en culture, les 

cellules Gpithéliales puvent être transformées par certains DLV. Ainsi, 

K 2 9 ,  CM2, OK10, e t  Pd32 transforment ces cellules in  vitro (ce qui rend 

sans doute compte de leur capacité à induire des carcinomes in  vivo) , 

alors que les résultats obtenus avec ne sont pas très clairs  à ce sujet. 

(4 )  

Les principales caractéristiques oncogènes des DLV 

çont résumées sur l e  tableau suivant : 

l ~ i r u s  1 Cellule hmatopo'iétique 

_Macrophage- 1 ike 

I M W  I Myéloblaste 

-7 Cellule epithéliale Fibroblaste 
transformé transformée 

C) TES DonnEes Bioch_irm:ques Concernarlt Les DL,V -- 

1 - Leur hmoloqie avec les ALV 

Le f a i t  que les  DLV nécessitent toujours l a  présence d'un 

ALV hclper e t  de récents résultats obtenus sur l e s  protéines des virus 

défectifs (8, .].O; 32), pemt ten t  de p s e r  que ces virions sont pour 

une wrti.c du moins de leur génme apparentés aux "helper". Nous allons 

rapidment rfsumer l e s  caractérist iqes des N;V/ASV qui ont f a i t  l 'objet 

ci16tudes tuCs approfondies pr  ailleurs. 



1) Le génome des ALV/ASV. -- 
Les NJV possèdent un tARN yénarr8.que n~nocrit6naLre 

consti tuf de d e w  sous-unités identiques polyadénylées de 8.20C nucléotides 

de long e t  de 2.9 106 dal tons  de poids moléculaire (33) (10000 nucléotides 

e t  3.3 10' dal tons  pur ASV ) . Cet H?N est p r o t e é  par les protéines 

i n b m c s  du v i r ion  (la capside).  C e s  protéines  ont  un poids moléculaire 

v a i r n t  de 27.000 2 12.000 e t  sont au nombre de 4 : la  P19, P27, P12, F15, 

(35, 36) .  C e t t e  nucléocapside est à son tou r  conteme dans une enve lopp  

d'origine c e l l u l a i r e  compr tan t  à s a  surfacm des glycoprotéines v i r a l e s ,  

les GI? ô5 e t  GP 35 (37). 

Le géncnnz d'un ASV, a i n s i  que l ' a  présenté Baltimore 

(38) est composé des gènes GAG, POL, Ei!W et  SRC d i s p s é s  de l 'extrémité  

5 '  phosphate ve r s  l 'extrémité  3 '  OH (39, 40).  Entre le gène SRC e t  

1 ' encllaincment plyadényl icpe 3 ' 013 na1 , il ex i s t e  une s&p.ence 

de 800 nucléotides, dont l a  fonction est inconnue. C e t t e  s6quence namée 

"Cu pur -  partie c o r n e ,  se maintient dans les nmtants d'ASV s p n t a n é s  ayant 

perdus l e  gène SRC, e t  se retrouvs chez tous  les ALV ( 4 1 ) .  

2) La t ranscr ip t ion  du génme des P;LV/ASV - 
La traduction de ces gènes 11Scessite l ' in ternlédiaire  

de différentes  c lasses  d'ma messagers qu i  on t  pu être mis en évidence 

par hl7bridation rizoléculaire dans les c e l l u l e s  infectées par des ALV ou 

des ?SV. Les ca r~ !c t é r i s t i ques  de ces d i f t é r e n t s  LW s o n t r e p r t G e s  dans 

le Cableau suivant (42, 43, 44) : 



--- ---- - 
Constante de 

(en Svedberg) 
------__-_I_-___________-------------------- ...................................... 
Poids ml.énil.aire 3 , 3  1,8 1,2 t 2,6 1,2 

6 (x 10 daltons) ------___________----------------------- ------------------------------------.- 
Présence des gèr~es : t 
GAG + - - I + - 

m + - - + - 

ECW + + + + - 
I 

SIC + -1- + - - 

C + f +  + + 
AFN wssager  de : GAG FLW SRC 

(POL c "" 
génoniicpe + - - + - 

Tous ces ARN sont plyadénylés e t  contiennent l'=- 

t r h i t é  5 ' phosphate de 1'ARN génoxicpe (42, 43) . 
Les  ARN 35 S e t  39 S ont deux fonctions : d'une 

pari-, servi r  de messager p u r  les gènes GAG e t  POL, d 'autre  part Qtre 

enczpsidés en tant  qulARN génmicpe. 

3) Les produits de l a  traduction du génome 

a - --- le gène ------- GAC, : 

Ce gène, qui contient environ 2300 nucléotides (45) 

dir ige l a  synthèse d'un p lypspt ide  de 76.000 daltons de poids mlécu la i re  

(Pr 761, qui. e s t  ensuite c l ivé  en ses constituants, les protéines de l a  

capside. Ce clivage sable être réa l i sé  par l a  Pl5 du v i rus  (46, 47, 48) . 
La p~r i f i ca t i -on  de l a  Pr 76 e t  des protéines de l a  capside permet de préparer, 

üpZ-6~ injection à cies lapins, des serumç riches en anticorps d i r iqés  contre 



ces anti.genes. Un sérum dirigé contre la P27 s'appelera "serum anti ~27". 

11 est ainsi rassible d'irrarruno-précipiter une protéine contenant les 

détc.lmincuits antig6niques d'un quelconque produit du gène GAG. Si on 

applique cet.1-c technique pour rechercl~zr dans des cellules non productrices 

de ime expression de ce gène, il existe toujours une immunoprécipitation 

d'un p l ~ p t i d e  de haut poids moléculaire, nais jarnais celle d'un 

cpclcoilque produit de clivaqe (10, 28, 32). Donc les DLV possèderaient 

une partie du gène GAG, mais celui-ci ne serait pas fonct-ionnel. 

7 ALV ( AE.V 
I 

Polypeptide immunoprécipité 76 1 75 

3 
p w  un sérum anti Pr76 (x 1.0 daltons) 

Proclui. t de clivage ........................................ + 1 -  -----_- 

Vwt Huy- 
P.K. m . t n  
1975 1977 
(45) (31) 

Bis- 
ter .k 
1977 
(8) 

b - --- le qèrie ------- POL 

C'est ce gène (2700 nucl6otides (45))qui fait l'ori- 

ginal-.i té des rétrovirus. C'est lui qui p m t  la synthèse de l'ADN plyné- 

rasc Am:J dépendante décûclverte en 1970 par ~emin (49). Cette synthèse 

nécessite l'intermédiaire d'un précurseur de 180.000 daltoïis de pids 

mléculaire (50) qui pnssède &alenent les détaninants antigéniques du 

Pr7G. Li rétroplpérase est constituée de deux sous unités de 110.000 

et 90.000 daltons (51, 52) et elle transcrit le géncane AR: du virus en une 

rfplique parfaite d'ADN. Cela p e m t  à cet ADN génanique double brins de 

s'int6grer après circularisation dans les chr(x~c~scares de la cellule hôte 

d'où il dirige la synthèse ultPrieure d ' m  géncenicpes et messagers viraux 

( 5 3 ,  54) . 



Aucun produit pssèdant l e s  déterminants antigéniques 

ou l a  fonction de l a  rétroplymérase n'a pu ê t re  m i s  en évidence dans 

les  cellules non prductrices des DLV, 

c - le gène ENV (2400 nucléotides (45)) --- .............................. 
Le gène ENV dir ige l a  synthèse de deux glycoprotéines 

virales, l a  GP85 e t  la GP35 (55). Il existe deux précurseurs successifs 

de ces glycoprotéines l e s  Pr70 e t  Pr90. Seul l e  Pr90 semble glycosylé 

(43, 55). La présence de ces glycoprotéines à l a  surEace de l 'envelopp 

virale permet l a  fixation du virion sur l a  membrane plasmique, étape 

essentielle avant l a  pénétration virale. Des virus d é p m s  du gène ENV, 

( t e l s  rd Bryan  ASV) ne sont pas infectieux !56, 5 7 ) .  Ces glycoprotéines 

sont également respnsab1.e~ de l a  restr ict ion d'hôte, qui f a i t  que certaines 

cellules sont spn taEmen t  résistantes à l ' infection p u r  un virus donné. 

Ces virus ont pu ê t re  classés en 7 groups natés de A à G (58, 59, 60, 61) 

en fonction des réceptews présents sur la sur-face celluii^ire. L' &sence 

des récepteurs de t y p  A par exemple, rend l a  cellule résistante 2 I ' infection 

par des virus du sous groupci A (cette cel lule e s t  alors n m é e  C'/A). I l  

n'a jusqu'à présent p s  été possible d'im~~unoprécipiter un quelco~cyiie pxcduit 

du gène EIW dans les  cellules non productrices des DLV, de m&e qu ' i l  e s t  

impossible de restaurer l e  puvoir  infectieux de mutants dépourvus 

d'enveloppe tout  au miils avec le proüuit des cellules non procluctrices de 

K29 e t  MI2 (8, 62) .Ceci implique cpe l e s  DLV doivent nc>ssèder la  même 

restriction d'hôte que leur h e l p r .  

Ces  3 gènes sont nécéssaires e t  suffisants p u r  l a  

réplication e t  l e  pouvoir infect-ieux de ces virus. La présence du gène 

supplémentaire SKC ne md i f i e  pas ces fonctions. 



d - le gène SRC --- ------- 

Le gène SRC est l'apanage exclusif des virus 

çacmta~&es aviaj.res (1.8). Il p e m t  l'initiation et le maintien de la 

trmsfomtion des Eibroblastes en culture et représente la justification 

de la tbi'orie provirale émise par Temin en 1971 (63) selon laquelle, la 

.t̂ rc?nsfonwtion cellulaire serait due à l'action d'un gène transformant 

viral introduit dans l'ADN de la cellule hôte après une infection exogène. 

Lc produit de ce gène est une ;'hos?hoprotéine de 60 000 daltons de pids 

moléculaire (64, 65) et la même protéine a pc: être obtenue dans des systGmes 

de transcription in vitro à partir dlARîJ viral d'ASV (66, 67). Les études 

3 
d'hybridation moléculaire , menées avec unADN ( H) cmplGhentaire du gène 

SRC (cmA sarc) ont pennis de préciser les paints suivants : 

- le gène SRC se trouve nolmalawnt das l'ADN des cellules aviair-es 

saines (G8), ainsi que dans l'ADN de tou.tes les autres es@ces testées 

(69, 70, 71) et la stabilité phylogénétique de ce gène est très mparable 

à celle des gènes ovalbunine et globine, cpi sont parmi les gèrleç cellulaires 

les plus stables. 

Cette m&ne séquerice est transcrite en ml. dans les cellules saines (71, 7 2 ,  7 3 )  

et une protéine de 60.000 daltons de pids ml6culaire, possèdant les rnêrnils 

détermincuits ariticjéniques que la P60 SriC y a été trouvée, (74) , à un taux 

cependant 30 à 50 fois moindre que dans les cellules transformées par un 

Asv. 

Tous ces résultats établissent que le gène SRC est en fait un cjèrie cellulaire 

qui a tr6s probablement été intégré dans le géname d'm PLV.  Son pouvoir 

trailsfonnant et sa présence dans des cellules saines petivent Gtre 

wliclués par la théorie protovirale de Temin (1974) (75)  qui- suppse que 

des cellules saines pssèdent des sQuences nucléotidiques susceptibles 

d'acquérir un pouvoir transfonnarit aprss mutation. ~a théorie oncogène de 

IIubncr et Todaro (1969) (76) qui propose que dss cellules saines pssèdent 



des gèncç t r m ç f o m t ç  inactifs s a b l e  infimiGe, tout au moins p u r  l e  

g E m  SE, pu: l a  présence de l a  P60 S.= dans les  cellules saines. 

Il cst int:ércssant de constater que de tous les  gènes des ASV, seul l e  

g&le SIIL: cst d'origine cellulaire. En effet, bien qu ' i l  existe un génome 

cl1N,V j -n t<~rC dans l 'ADN des cellules Saines de p u l e t  e t  appelé ft\QQ, 

(1) celui-ci es t  rapidment perdu au cours de 12 pl-iyLdribse, 

l a  cail le,  espice t rès  proche du poulet en étant dépourvue (68, 77) . 
De r6cents résultats suggèrent m* que l e  virus P.ITTO aurait été acquis 

tr6s r é c m n t  par l'espèce Gallus (77) ,  car certains poulets exotiques 

(G. Sonneratis ; G. Varius) en sont d é ~ m ~ ,  ce qui implique que RAVO 

n'a pas été lxanmis au p u l e t  par son ancêtre. 

II - Exis-te-t-il des séquences sFcifiques au qénome des DLV ? 

Le f a i t  que 1.es DLV soient t r a n s f o m t s  tout en ne pssGdant pas 

l e  gène SRC pximet de penser qu ' i ls  peuvent avoir un gèns oncogène di.Eférent 

de SRC.Deux f a i t s  perme-ttent d'envisager cette hytpthèse : 

a)  dans les  cellules non productrices de DLV il 

existe un plypeptide de haut p i d s  mléculaire p a r t i e l l m n t  apparenté 

au gène GAG. Quel e s t  l e  gène responsable de l a  synthL >se du reste du 

plypeptide ? 

b) l a  t a i l l e  du gènom des virus PIC29 e t  f4H2 es t  

dc 5700 nucléotides (78, 79 ) ,  donc beaucoup plus court que celui d'un 

ALV (8000 nticléotides) , mais capable de recéler des sécpa~ces spécifiques, 

c.k il a pu être mis en évidmce p u r  l e  virus liK329, à l 'aide d'hybridation 

m l 6 a ~ l a i r c I  la  présence d'un segn~nt de 1600 nucléoti-des propres à ce 

virus (80). Ce segment e s t  continu e t  adjacent aux sécpeilces GAG ( C m  

cela a pu être mntré par 1' analyse, en microscopie éléctronique, d 'hybrides 

f ~ l î i i % ~  entri: cle 1'ARN de 1-229 e t  uil ADN radioactif ca~plémentaire de tout 

Ic gern d'un ALv (81) . 



D) But  Dc! Cc  Travail ------- 

NOUS avons tout d'abord essayé de quantifier l ' h m l o g i e  existant 

entre les DW e t  les ALV en uti l isant les  techniques d'hybridation 

ml6culaire en phase liquide. De lfW@J de cellules non productrices 

(afin d'avoir 1.e g é n m  du DLV sans celui du h e l p r )  e s t  hybridé avec 

üe 1'NYJ 3~ cmpl.&nentaire des différents gènes des ALV. Le purcentage 

d'h~ybliiciation est  mescuré soi t  en conditions s t r ic tes  so i t  en conditions 

reladlées. Nous avons ainsi  pu dresser lme carte comparative entre l e  génome 

de chaque DLV e t  celui des ALV. E t  dcnc de savoir s i  ces 

virus étaient ou non dépurvus des gènes ENV e t  FOL. &r;lêr'e les résultats 

obtenus mntrent sans ambiguité qu ' i l  e s t  probable que tous ces virus 

possèdent des séquences propres, qui purraient  être associ.6es à leur 

pouvoir cancérigène. 

Afin de préciser ce dernier p i n t ,  nous avons synthétisé e t  

3 pui-ifié un ADN H compl&cntaire des séquences spécifiques du vinls de 

l'éry-l-hroblastose aviaire. La complexité ( la  t a i l l e )  de cette séquence 

nuclbtidique, sa spécificité e t  son origirie sont étudiées d p m  les parties 

III e t  TV de ce travail. 11 nous est  ainsi possible de propser un d è l e  

ex7nliquant la  génèse des DLV à partir des ALV e t  de matériel 

ccllul aire non~al  . 



M A T E R I E L  E T  N E T H Q D E S  



A)  lule les Et. Virus --.-- 

Les cel lu les  sont cultivées en milieu Dubelcco contenant 5 % 

(v/m) de bactotryptose (Difco) , 2 g/l  de Na H Co3 (Ekrck) , clans une 

6 t w e  5 3 9 " ~  e t  sous 5 % de CD2. Le milieu de cul ture est enrichi  par 

10 % (v/v) de s é m  de veau foe ta l  (Gibco) p u r  les cel lules  noil product- 

rices (nij-lieu riche) et par 5 % de sérum de veau nouveau né (Gibco) 

p u r  les autres. Dans tous les cas on ajouta de l a  cjlutaxune (1 %, v/v) 

d'une solution aqueuse à 3 % (blerck), des antibiotiques (pénici l l ine Spécia 

ïa production de virus e s t  assurée après infection de fibro- 

blastes de p u l e t  C/E de l a  race Brown-Uclriorn mris en culture à partir 

d'athryons de 10-11 jours. 

1 - Infection des cel.lules 

6 5.10 ce l lu les  sont n~ises en coiîtact dans une b i t e  de Petri en 

plastique (100 m de diamSre, Corning) avec 0, l  partiale v i r a l e  infectizuse 

pur ccllule,  dans 5 ml du milieu ci-dessus contenant en outre 2 / ~ ~ i / d .  de 

polybrènc (Aldrich) af in d'augmenter l ' é f f i c a c i t é  de l ' infec t ion  (81). 

Lcs cellules infectees productrices, sont cultivées en r o l l e r s  de p l a s t i q e  

(Co~ming). Le milieu est appuvr i  en sérum après 5 jours (2  % de sérum de 

venu nouveau né, auxquels on ajoute 1 % de dimethyl sulfoxyde w r c k  p u r  

l e s  mll i i les  transfomtees par un ASTI). Le milieu recue i l l i  toutes les 

24 ~ C W C S  cSt consen6 à - 70°c dans un congélateur Revco. La production 

de virus est n~sw-ée par hybridation nx>lCculaire de I 'ARN v i r a l  e x t r a i t  

3 2 c l ' m  v o l u 1 ~  connu de milieu de culture, avec un ADN P mplémfn ta i re  

de tout  9611011~ v i ra l .  L'expression du purcentacje d'hybridation en 



fonckjon la  dilution de 1'AHN viral emt de construire une courbe 

(wk) dont il. es t  possible de déduire l a  product-ion virale (voir plus 

loin) ( 8 3 ) .  

II - Obtciltion de cellules non productrices : 

Nous avons réalisé des cellules non productrices du virus MH2, 

celles-ci n'ayant pu nolds être fournies. 

De tel les cellules sont obtenues après infection de fibroblastes 

de cail le par un pseudoty~~ viral  contenant l'iiiformation génétique de 

1.332 e t  1 es proteines fonctionnelles de son ~ ~ s l - p r  (RAV3, sous groupe A) . 
Pratiqueiî t , les cellules sont infectées par un mélange de virus 

MI2 (WV3) .  Certaines cellules peuvent pssèder soi t  l e  génane de RAV3, 

soit  celui de mI2, soi t  ceux de PEI2 e t  RAV3. Seule l a  cellule n'ayant 

intiXfré que l e  génm~e de MH2 sera non productrice. La sélection des cellul-es 

se f a i t  en utilisant l a  propriété que possèdent Les cellules transformées de 

pusser en aqar ( 2 1 ) .  Les clônes non producteurs sont ensuite discriminés 

7 
à l 'aide de tests bicchiiriiques. L'infection de 10 fibroblastes de ca i l le  

(pssèdant la  restriction d'hôte p u r  les sous groups B e t  D) es t  

réalisée par 10 rnl de milieu de mltu-e de fibroblastes de p u l e t  

trançfonn6s par l e  virus PR2 (mV3). Après 12 heures de contact avec l e  

vii-iis ( il y a environ 1 particule virale infectieuse par cellule) les  

ecllules sont trypsinées afin d'être dissociées, (trypsine 1 % Difco, 

GLTA 1 %) reprises dans 10  ml- de milieu sans sérum, ( p u r  éviter les 

agrégations cellulaires) camptées, (à l 'aide d'un compteur de cellules 

3 Coultci?r) e t  incluses à raison de 10 cellules par boites de Pétri de 

GO rim de dimt5tlre dans 5 m l  de milieu riche additionné de : 0,3 % (bl/v) 

d ' a g a  noble (Difco) , 0,07 % de biotine s té r i le ,  0,7 % de Diméthyl 

S U Z ~ O ~ ~ ~ C  et- 50 '% de "nïilieu riche", srnageant de 48 h d'une culture 

sainp de ffiroi>lastcs de caille. Ce mélange es t  versé avant solidification 

Sur ~ ~ u c h c  solide coristituée de ce milieu, contenant 0,6 % d'acjar e t  



recouvrarit une txltm corifluente de fibroblastes de caille sains. Ces 

tfir&lacjte~ de caille diffusent des facteurs cellulaires destinés à 

faciI.itcr la pousse des cellules isolées, dispersées dans l'agar. 

~ ; u i s  ces conditions les clônes camencent à apparaitre quelques 

jours plus tard, et ils sont prélevés le 14&1e jour . 
Les clô~ies qui apparaissent sous la couche d'ayar c m  des 

cjrappç arrondies contenant quelques centaines de cellules sont prélevés 

à l'aide d'une micropipette de 100 pl (Brandt) effilée à la flamme, et 

dissociés j ndividuellement dans des cupules Ge 18 de diamètre contenant 

300 pl de milieu de clônage dépourvu d'agar. 

Les cellules une fois confl.uentes sont transférées après 

tïpsination dans des boites de dicmGtre croissant, 30 mm, puis 60 mn 

et enfin 100m pur pouvoir être testées a l'aide des tecl-iniqiiês 

biochhi~iquns . 

B) Préparation k A R  Vi.ral -- -- 

L'2W.N viral géiiomique (70s) est préparé selon la tecl-iriicpe de 

Quintrell et al (1974) (84). Le milieu de culture est clarifié par 

centrifugation (10 inin, 10.000 y, + 4'~) puis soumi.s à un2 centrifugation 

de 19.000 rpn pendant 90 min à +  OC en rotor 19 dans une ultracentri- 

fugeuse &chian L 3 50. Le culot viral est remis en suspension dans du 

tampon S E  contenant 200 py/ml de protéillase X (Boehringer) . Le mélange 
est cils 3 iricuber à 37'~ et ajusté en SDS (1 % v.v final). Après une 

incubat j on de 10 min. 1 'APSJ viral est extrait deux fois par du phénol (Merck) 

saturé PH : 7,4. La phase aqueuse est ajustée en sel(AcûNa, 0,2 M) , 
aclditiont16c de 200 )~g/inI. d ' ~ m  de lem-e et précipitée par 2 volmes 

d'étilrinol. à 950 pendant, 12 h à - 20'~. LIAP\N est alors sédiment6 (10.000 g, 

10 nun. 4. 4'C) , rincé par un m6l;mcle m/ E~OII 95O (1 :2) et repris dans 



un volume minimum de S'TE. C e  mélange est déposé sur un gradient de 

saccharose 15-30 % dans du S'LE et  soumis à une centrifugation (3,5 h 

à 40.000 rp dans un ro tor  çT;J 4 1  à -t 4°C .85) .Le gradient est l u  en 

densité optique à 260 nm sur un analyseur de gradient (Isco--UA5) 

e t  l e s  fractions correspndant au p ic  CI'ARJ 70s sont réunies et  préci- 

pi tées c m  ci-dessus. 

C) P r é m a t i o n  D e  Virus Purif ié  -- 

1 li tre de surnageant des ce l lu les  non productrices d'OK10 est 

c l a r i f i é  (10 min, 10.000 g, + 4OC en Somali)  e t  précipité à l ' a i d e  de 

sulfate  d ' m n i u m  (WE) 30 '%. ïe culot  centrifugé (15 min 2. 10.000 g) , 

resuspendu dans ,100 m l  de tan11mn STEest dépcsé sur 6 gradients discontiiius 

composés de 5 m l  de t a r t r a t e  de potassium (Merck) e t  15 m l  de saccharose 

à 10 % dans du SIX. La préparation e s t  centrifiigé (2 h à 22.000 qm d ~ n s  

un rotor SPJ 27 Beckman L 3 50 à +4OC). La bande v i ra le  v i s ib le  dans le 

gradient e s t  collectée, diluée dans du S'TE, d é p s é e  sur un gradient 25-55 % 

de saccharose dars du STE, puis so~mise à 12 h de centrifugation (à 22.000 r p  

en SV' 27 dans une L 3 50 Bzckrrian à + 4"C).. La concentratj-on en protéines 

v i ra les  est mesurée par l a  méthode de Warburg (86) .  On obtient  a i n s i  un 

mélange à 53 flg/nzl. de protéines v i ra les  OK10, l e s  tests comparatifs p u r  

rechercher l a  rétroplyriérase endogène é tan t  menés avec un mélange à 17 }lg/ml 

de protéines v i ra les  de nd SR-E obtenu exactement dans les mêmes conditions. 

D) PrÉ'wation D'APN Ce11.u.laire Total - -------- 

L'KRN ce l lu la i re  est e x t r a i t  s o i t  de t i s sus  s o i t  de ce l lu les  en 

culture,  selon' u.ie adaptation de l a  teckinique de V a m s  et  a l  ( 1973) (87) . 
Tissus e t  embryons sont soumis à l ' ac t ion  d'un broyeur Ultra-Turxax 

(Ika Werk) 1 min sur position 7 dans du t ï m p n  ,S'TE cont-en& 1-00 pg/ml 

de protéinase K. Le broyat mis à incuber à 3 7 " ~  est a jus té  en SDS (1 %) 

et  la issé  au b a i n - m i e  15 min. Le nélange e s t  e x t r a i t  deux f o i s  par du 



phi.ml sat:uu en Sm, la phase aqueuse est ajustée en sel (AcONa O,2 M) . 

et; I 'NN c:;t: pr.écipiti. par 2 vol dfEtOH 95". Avant de laisser précipiter 

12 1, 3 - 20°, l'ADN précipitant est éliminé pxr enroulent des brins 
aut-nur d'une baguette de verre. La -alité de 1'AHN obtenu est ensuite l a  

cr;.tTini~ l'aide du profil des ART? ribosomiaux. Un aliquot des AIW sCLitwntés 

(IO min ,  10.000 g, +4'C) rincés, (SE 1 : EtOEI 95":2) et repris dans du 

Si'E, est déposé sur un gradient 15-30 % de saccharose centrifugé 16 h à 

35.000 i v i  dans un rotor SV 41 à + 4°C. Le profil du gradient est obtenu à 

l'aide d'un analyseur de cjradient Isco UA5. Cette méthode permet de détecter 

une dégraciation éventuelle des AT\N cellulaires. 

E) W$paratiorl D ' AûX Cellulaire 

I - Ektraction - 
L'ID?? est extrait, d'embryons de pulet, de tissus de différents 

vertébrés, et de cellules en culture, suspnsion d'érythroblastes 6C2 

transformés PT AEV (RAQ) . Les tissus ou ardaryons sont broyés (broyeur 
Ultra-Turrax, Ika Vlerl, 1 min psition 7) dans du STE contenant 50 ;ug/ml 

de protéinase R à raison de 20 r n l  de tampn par embryon ou par 10 g de 

tissu. A l'hmgénat est ajouté du SDS (1 % )  et le mélange est nus à 

incuber clc 2 à 12 h sous agitation magnétique douce à 37°C. La suspnsion 

est extraite 3 fois de suite avec du phénol saturé en STE (pH:8) et la 

phase aqueuse ajustée en sel, (Ad Na 0,2 M) est précipitée 12 h à - 20°C 

par' 2 veld ' Et011 95" les acides nucléiques sont sedimentés (10 min, à 

10.000 9 7 4°C) , rincés, (STE : 1 v EvOH 95' : 2 v) et dissous dans du 

t a m p n  TE ( 5  raison de 2 q/ml).LIARN présent dans le milieu est digéré 

P r  ].a rilx~nucléase pancréatique bovine (Sigma, 100 p?/ml 1 h à 25") 

pzéalabla;x~r7t chauffée 10 min à 100"~ pur  éliminer toutes les traces de 

d6çoxyrk11ucl6ase. 



II - -- T r a i t m n t  de  ]-'ADN 

L ' ~ ~ I N  est a l o r s  r é d u i t  par des  u l t ra-sons  (microsonde, 10 min, 

70 watts, S o n i f i c r  13-12 , Branson sonic  p w e r  Company) en  fragments de  

4-6 S clc constante  de sédimentation en  ? rad ien t  de  saccharose. Le mélange 

cr;t dcnaturc par la  s a d e  (0,3 N I  12 h à 3 ï 0 )  , n e u t r a l i s é  par IICl 3 N en  

prcscncc cfc! rouge de phénol, e x t r a i t  une fois par un vo l .de  phénol S m  

(pi18) , c t  la  phase aqueuse est p r é c i p i t é  directement par 2 vol.Et0I-I 95' 

32 h ;i -20°C. taille de l 'ADN est con t ro lée  F r  la centrifugat:ion d 'un  

al.iquotr. d'TsN dans un g rad ien t  de  saccharose 5-20 % (dans du t a m p n  lJaCl 

0,G M, Na013 00,  N I  EDTA C , O l  M pH 7,4 16 h 35.000 rpn en r o t o r  ÇCJ 41 à 2 4 ' ~ ) .  

IE gradient  est l u  s u r  un analyseur de g r a d i e n t  e t  la  taille du p i c  d'ADN 

est cal-mlée à p a r t i r  d 'un  marqueur ADN 3~ 4 S i n c l u s  dans l a  charge. 

17) W m - r a t i o n  ~ 'Ol iqonuc l60 t ides  !Je? T ] r : ~ m s  D e  Veau -- 

L131DI\a de thymus de  veau est u t i l i s é  c m ~  m r c e  dans l a  

tiranscription d ' un ARN par 1 'A~~--plyrnéraçe-A~-d6pndante d ' A N ,  se lon 

l a  tccknicpe de  Taylor e t  a l  (1976) (88) .  L'ADN est r é d u i t  e n  f r a p e n t s  

d e  2 à 40 nucléotides de long à l ' a i d e  de  la  désoxyri-uonucléase I 

(exempte de P ? a s e ,  worthington), e t  les fragments de 8 à 12 nucléot ides  

dc  long qu i  s o n t  les p l u s  s f f i c a c e s  (89) s o n t  sé lec t ionnés  sur une colonne 

DEAi?,-Se]~!~ad~x. 2 ,5  (1 d'ADN 4 S de  Etlymas d e  veau (Sicjma) son t  d i s sous  

dans 100 iil1 de t ampn  Tris-Bcl (0,02 M) "Clg (0.01 M pH 7,4) contenant  

de la INise 1: (50 )~q/ml) . Après 45 min. d '  incubation ( 3 5 ' ~ )  l a  Dmse est 

dEn;xtu~-Cu. ( 1 0 min. 1 0 0 " ~ )  e t  le  mélange e x t r a i t  par di1 phénol-STE . L ' ADN 

est char36 s u r  une coloiwe DE52 (DEAE-cellulose-lqatthan) équilibré par 

du tiunP313 W i s  Hel, pH 7.4 (0.005 M) , EMlA (0,001 M) , NaCl ( 0 , l  K I .  

k s  ninrcc=iux de 8 à 12 nucléot ides  son t  éI.ués riar ie  tampri contenant 

0 , 3  :f Nacl. kii-cs p r é c i p i t a t i o n  par 2 vol.d'mOI3 - 20°c 12h, l 'ADN est r e p r i s  

dais a i  k ~ x ~ ~ ~ m n  Tris-1lcL p H  8, 1 ( O .  02 PI) à une cor~cen t ra t ion  de 10  nig/ml. 



tl-i. nrat ion Wr; ciINA Viraux G)  L_. i. 
-" -- 

3 k s  DNA B ou 3 2 ~  cmpl-<mentaires des génomes viraux ou de 

f r a c ~ n t ç  definis  de ceux-ci sont préparés selon l a  technique de Taylor 

(88) . X I t m  complémentaire (cDNA) est synthétisé dans une réaction 

exqCnc i i t i l isant  l ' rm- plymérase -ARN-dépendante du virus S W ,  des 

fracji-nt-nts anDrces d'ADN de thymus de veau, un ARN v i r a l  matrice (génomique 

ou f r a ~ n t a i r e ) ,  e t  un mélange réactionnel contenant les 4 nucléo-,ides 

ViWsphatcs dont l ' u n  est marqué au 3~~ ou au 3 2 ~ .  La sélection de 

fragments spécifiqies de cDNA se f a i t  ensuite à l ' a ide  de techniques 

d'hybridatiori moléculaire. Cette méthode p r n e t  d 'obtenir de g r a d e s  

quantit6s d'un cDNA qui est t r è s  représentatif de 1 'ARN matrice (10 fo i s  

plus que l a  réactj-on cr~dgène ( 30 ) ) car  1 ' i i , i t ia t ion de l a  transcription 

par l ' m r c e  ADN a l ieu  tout  le long du gènome. Tous l e s  gènes sont 

t ranscr i t s  au taux et  zvec 1.e mf3.m rendtsinent, ce qui n ' e s t  pas le cas 

de l a  réaction endoqène dans laquelle s ' a c ~ m l e  essentiellement un cDNA 

représentant l a  région 5'  phosphate du génome v i r a l  (91 ) . Cepndant, 

1 ' inconvénient de ce t te  m é t h o d e  réside dans sa  non-secif i c i t é  : n' importe 

quelle matrice sera t ranscr i te  (88). . 

I - Synthèse du ciINA 

Te mélange réactionnel de synthEse contient : Tr i s  Hcl (pH : 8,1 ; 

0,05 M) ; Dithiotreitol,  (0,02 94) ; h g C 1  (0,008 M)  cl (0,OS M) ; 
2 

AJ3N aiDrcc de thyms de veau (2,5 q/ml) ; actinomycine D (PJnÔne-Poulenc , 

100 ]lg/nd-) ; ARN 70 S (25 pg/ml) ~ ' A T F ,  ~CTP, dGTP non marqués, ( ~ I o - ~ M )  , 

dissous clans du Tris  Mc1 (pH 8 , l  : 0 , l  M PL Biochemicals, Inc) . Le d n P  

3 
13, (1,510-~!4; 60 Ci/*, ICN) ou 3 2 ~  (210-~hl ; 350 Ci/mM NEN) e s t  désséché 

~ l f e a l c ~ l e  dans l e  tube réactiorinel ~ ' M W  plymérase est u t i l i s é  à 280 U/ml 

(J . ù - ~ r d ,  Li f e Sciences INC . S t  Petersburg,  Florida) . Une cinétique 

CI' iilcXn-kmrntion p n n e t  de suivre l a  réaction e t  de l'arrêter par de 1 'lZDJ?A 

( 0  ,O5 El) aprcs 45 d' incubation A 40°c q m d  le plateau est a t t e i n t -  



II - Extraction 

LtAMV plymérase e s t  digérée par de l a  protéinase K (100 pg/nfi, 

Sn?, 1 %, 37'C, 1 h) e t  l e  cDNA est  extrait par un volunle de phénol STE 

(['II 8 , l ) .  La phase phénolique es t  réextraite par 1/2 volume de TE, les 

phares aqueuses sont rassanblées e t  traitées 5 min.aux ultra sons (micro 

sonde 70 watts), ajustées en sel ,  (AcOl'Ja 0,2  M) e t  précipitées 12  h à 

- 20°C rxlr 2 vol dlEtOH 95O, en présence de 200 pg/ml d ' A l  de levure 

III - Sélection en t a i l l e  du cDNA 

CDNA est  centrifugé (10 min.à 10.000 g + 4 O  en Sorvall), l e  

culot est  repris dans 2 0 y l  d'un tampon dénaturant (0,9 I\I NaOH, 1 M NaCl, 

0,01 M EM7A) t ra i té  5 min à 6 0 ' ~  e t  chargé six un gradient 5 - 20 % de 

saccharose dans l e  tampon dénaturant. Le qradient e s t  centrifugé, (28 h à 

37.000 rpnà 24OCdans u n r o t o r m 4 1 % c h L  3 50) fractionne, e t  l a  

t a i l l e  du cDNA estirnée à l 'aide d'un marqueur 4 S ADN "H centrifugé en 

p a l l S l e .  Les fractioris correspiîd;~i~t à du cDNA 4 S ou plus, sont 

rassc~niblées, neutralisées par de 1'3Icl 3 N (indicatau- roiqe de phénol) 

e t  prgcipitées en présence d' ARN de 1.evur.e entraineur (200 pg/ml) par 

2 vol. dlEtOH (95', 12 h, - 20°C). A ce stade, l e  cDNA représentant 

3 tout l e  géncxne viral (cDCmep EI ou 3 2 ~ )  es t  utilisable, ou alors put-être  

sElcct-iomé afin d'obteriir une régiori précise du génome. 

I V  - Sélection de cDTa spécifiques 

Dif£érents cDNA spécifiques sont préparés ainsi  : les cDNAgag--pl, 

cC),Wi:jay-~ml. c , cllNAenv, cDPJAsarc, cDNAaev. 

Les cDIIJAgag-pl, gag-pl.c, env, e t  sarc sont sélectio.més à 

3 pwt l LI c?' un cD?JArep H préparé à 1 ' aide d'un ARN 70 S matrice de virus 

XICI PZC, (18, 71, 92) . 
3 Lc cl)I\Ii-~ simple brin H es t  hybridé avec un large excès d'AIW v i ra l  

70 S di1 i i n ~ t a n t  de délftion td  PE (CDN~/AW : 1/3 ; Crt = 50 M X S K ' . ~ ~  

1 t 2 fil NllC1 et n G O O C )  . Un fractionnfment sur HAP pemt de séparer de cDNA 



non kiy);>ridC (r;jqle brin) du cDNA hl~bridé (double brin) 

a> ~ h r ~ t ~ ~ ~ ~ h ~ - ~ _ ~ - h ~ d 0 ~ ~ ~ t i t ~ - ~ w ^ p 1 ~  -------- 

Les hybrides sont chromatgraphiés sur hydroxyaptite 

selon l a  m6thdc adapt& de Fmshier e t  a l  (1971) (93) . La colonne est 

~ " r e ~ &  dans une ~ j i p t t e  plastique de 5 ml bouch6e à son extrémité 

infi.ri.eilre par du coton de verre- 

~;'hy&oxyapatite (1 g ,  Biorad HI'L) en suspension 

dails t3u a p n  phosphate de sodium (0,OI Ml  pH 7 et  1,5 M ~ a C 1 )  est coulée 

ctms un2 colomc! maintenue à 50°C dans un bai-n-marie. Les hybrides sont 

a&;orbés sur ] . I I - I A P  dans le t m p n  phosphate (0,Ol M + 1,5 M NaCl). L'élution 

du simple brin cst effectuée par un gradient de phosphate de sodium 

( O ,  1 rv1 à 0,2 il4 -6 1,5 M PilaCl à 50°C) . TES f ract ions (1,5 m l )  çont collectées 

sur uri collecteur Lsco. La mise en évidence de l ' é lu t ion  se f a i t  par pré- 

cipi tat ion ci' 1 UL de cl1aq1.e fract ion par 1 m l  d'aci.de perchlorique 

en pfisence d'ADN entraineur de tyrmis de veau (100 pg par ml). La colonne 

e s t  ensuite rincée par 10  m l  de tampon phosphate 0,14 M sans NaCl, à 60°c 

af in  de décrocher l e s  hybrides instables,  e t  les hybrides s tables  çont a lo r s  

élues p- un t m p n  phosphate 0,4 M sans XaC1 et à 60°C. L 'u t i l i sa t ion  

du  NaCl 1,s M e t  d'une te?@rature de 50°C pur  Gluer le cDWi simple br in  

sont destinées à s tab i l i se r  au maximum les hybrides et évi ter  airisi une 

c0nt;imination du cDNll s h p l e  br in  par du cDNA v i r a l  non s p é c i f i ~ e .  

b) EK~GLPLZ~LLG!~ du cI~NA Ef le céty1;2rGeW1--= 

niurn bromure LcI?&BJ -----------__- 

Ce t y p  de précipitation est destiné à s é p r e r  les 

acides 13ilcli.iques des ions phosphates qui coprécipitent à l 'é thanol  (94) . 
Lic clXi\ €?~t s#cif iquement précipité m- le C-TAB (0,005 MI 10 min à O°C) 

cri ~i'fse~icc de 100 pg/nl d'ARA de levure entraineur. La suspension obtenue 

est cclltrxuriée (10 min 10.000 g à +  OC), e t  le cDNA encore en S U S ~ ~ S ~ - O ~  

dans lc aurriaricùni est reprécipité dans l e  tube, dans les m6ms coiiditions. 



Aprcs sMaru3n~tion du nouveau précipitat, le culot est repris dans du 

(l!~), ajusté à 0,3 YI NaOII (12 h à 37OC) afin de dissocier les 

hyljri&s, et dfélxner des traces éventueiies de ribonucléases. Le cDNA 

prccjpité après neutralisation par 1'Hcl 3N et adjonction d'lzlIW 

cle l c w e  eneaineur, par 2 vol. dlEtOH 12 h à - 20°c. 

c ) _traic_im_n_t_t~r-La-_n'lL~a_se-S_l--b~asper~i1Lu_ç- 

oryzae 

Le cDNA simple brin, qui dans ce cas représente le 

qCine S E  du virus nd PIC, est contaminé par du cDNA non viral (du à la 

non sgcificité de la réaction exogène à 1'AMV polymérase) ; afin de le 

repurifier, il est hybridé (0,6 f4 NaCl 68OC) avec un ARN 70 S nd PrC 

(CDI$A/ARN : i /2  ; Crt = 2 ?'IxsxL-~). On hybride ainsi uniquairent les 

sGquenceç qui ne sont pas répétées plus de deux fois. Le cDNA répétitif 

et non viral reste simple brin. Ce mélange est alors sourrii s à l'actioii de 

10 111 cle ni~cl-éase S 1  d'aspergillus oxyzae dans 5 ml de t ampn (NaCl 0,3 M ; 

ZnC12 0,003 PI ; AcONa 0,03 M pE 4,s ; ADN c k  thymus de vpau 4 S simple 

brin, 10 pg/ml, 15 min. à 50°C) . La réactj-on est arîgtée par de 1'EDTA 

(0,01 Ml. Lc mélange est alors additionné de 100 w/ml dc protéirlase K, 

.%)S (1 %) et digéré psndant 1 h à 37 OC. Le cDNA sous fonxe d'hybrides est 

extrait par un volume de phénol S E ,  et la phase aqueuse est ajustée en 

0,3 NaOH (12 h à 37O~) afin de dénaturer les hybrides. Après neutrali- 

sat-j-on et précipitation, le cDNA repris à la concentration désirée est prêt 

2 11c?m1310i. Il est très important de ne pas dénaturer les hybrides en cours 

dto~%ration, so~is peine de perdre très rapidement (mins de 5 min-) 

la totalité du CDNA (95). 

Ik t y p  de sélection est ensuite entrepris après hybridation 

du cD3Lr\ d6l~arassé de sarc avec l'md 70 S du virus rd Bryan, un mutant de 

del6tion dans le gène EW. Dans ce cas, le CDKA simple brin sera c o m p l ~ -  

i~tiiirc du gène ENVI et on effectuera les mûiics sé!.ections que pour le C ? ~ I Q S ~ ~ C -  



- 26 bis - 

ndPrC 1 GAG POL ENV SRC C ARN 

g a g  pol env saac c cBNA 

simple brin 
c  D N A s a r c  CDPJAgag p o l  env c  

ARN BWr 
9 

GAG POL S R C  C 

H A P 2  

simple 
c  DNAenv cDNAgag pol c  

cDNA gag pol  cDNA c  

Figure A : Préparation des cDPJA s e c i f i q u e s  des gènes d'un A n .  



~c cmu correspndant au ueclment viral C est élirninié après 

h$>riifat;i.on du c~NAcjaçj-p1-C avec un AQJ ply A + de 10-12 S, donc corres- 

pndant à la région C. Le cDNA simple brin correspond là, au cDTdAgag-pl 

( f i g  A). 

13) IL'fb?)ridation Poléculaire En Phase 1,iguide -- 

1 - Définition - 

La réaction d'hybridation mléculaire consiste en un apparj.mient 

pax 1.iaisons hydregène de séquences nucléotl5iqes cmplér.entaires. Il part 

ainsi exister des hybrides ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-Im. Il est nécessaire 

cependant, de distinguer la réaction de réassociation, qui correspnd à 

l'hyl~ridation de deux brins d'ADN dissociés, (cinétique bhléculaire du 

2 è n ï  ordre) de la réaction d'hybridation de deux séquences présentant des 

analoyies, mis d'origine différente, et dcms laquelle l'une d'el! es est 

en 1 arge excès par rapprt à 1 ' autre (cinétique de pseudo premier ordre) . 
II - - Fomlation de la réaction d'hybridation 

II est pssible de suivre le piircentage d'hybrides formés 

au cours du temps dans la réaction d'hybridation ou dans la réaction de 

réassociation. Eh effet, dans le cas d'une hybridation en excès de l'une 

des stiquences (l'Km) : 

k (en litres par moles x secondes) représente 1.a constante d'association. 

J. c est. la concentration en cDNA simple brin (ri~les) à un m ~ n t  t de la 

ré,wtion. 

9 . co cs't la conceiltraticx~ en cDNA simple brin (moles) au temps t = k0 

  CI^ cst l a  conceiitx-ation en ATqJ (moles) à un temps t de la réaction 

. Cr cst. la concentration en au temps t = to. 

La quailtité de C ~ A  ayant disparu dans un intervalle de teny?s 

d t  cst c1onnC;c pax- : 



O r ,  I'mq ëtcuit en qxand excès dans le milieu s a  concentration 

ne change pas de façon appréciable au cours de l a  réaction. Aussi, 

l ' intégrat ion de ce t t e  expression de t = O à c = co nous donne : 

C C 
donc, Ica = e -jCcrt 1 et  co représente l a  quantite d'hybrides 

a Y A -  ARN formés à un momnnt t quelconque. 

De c e t t e  expression on peut déduire que au temps de denu-réaction, 

donc, 

Il est p s s i b l e  d'effectuer le ~E-ine calcul, pur une reaction, 
* 

ADN - I C D N A ~ A D N  : cDMli 

mis il existe  égalewiit l a  réaction, 

AIlN + A D N Z + A D N  : ADN 
-- 

qui e s t  concomitante de l a  réactior, d'hybridation propra-r?ent d i t e .  

. c est l a  concentration en c~NA?simpSe brin à un m m n t  t de 

z t  . r o  la concentration en cIXUA au temps t = to 

. C l a  concentration en ADN simple br in  au temps t 

. Co l a  concentration en ADN au terrip.; t = t o  

IPS s<queqces ADN complh-entaires du cDXA sont en très large 

CY.:<.:~~S IMI rtq?prt à ccilui-ci, (condition ncceçsaire mis di fEic i le  à 

obtcriir chizs 1.3 pratique !) pour p u ~ i o i r  a f f i n w r  que l 'hybridation 



proprent dite ne change pas la concentration en ADN. Aussi, 

La réassociation des brins d'AD14 s'exprime par : 

2 3 =I< c (réaction biimléculaire d'ordre 2) 
d t 

- dC = A t  et en intégrant de t =O à C =Co 
c2 

d o n c , I ~  l 1 
1 +K Cot au temps de demi-réaction 

Co 

C - 1  - ....- 
Co 2 Cot 1/2 = - m 

Cette réaction de réassociation concorîitante de la réaction 

cl'hybridation paut interférer et liiniter cette dernière si elle est plus 

rapide qu'elle. Dans ce cas, la diswition du brin d'ADN puvarit hybrider 

avec 1.e cDW sera trop rapide, et le plateau atteint par la réactioi? 

d'hybl'idation sera artif icicllunei~t bas. Ceci put se rencontrer lors 

d'hybridations de cDNA avec des séquences d'ADN t r Z s  divercjei-ites,très mutées. 

Ta réassociation I.'mpcrte sur l'hybridation. 

Il est pssibl-e de représenter çraphiquaent les cinétiques 

d' hyl~ridation (fi9 L3) (56) . 
Ainsi, deux constatations se déqagent de ces formules : 

1°) c'est 1 'acide nucléique en excès qui permet de 

quantifier la réaction. 

2') le point de demi-réaction est une constante 

ne df piidclnt cpe des ccnditions réactionnelles choisies. 

11 1 - Condi tioiis de la réaction d ' hlrhridati on 



Yiqure B - 
Cinétique de disparition du cDNA de pseudopremier 
ordre, en fonction du Cet ou du Crt 

Cr t  ou Cot [m.s.~"] 

Figure C : 
Expression du Crt ou du Cot en fonction du 
purcentaqe d'hybrides formés au cours du 
t e ~ p s  pour une concentration fixée en 
acide nucléique. (la &me combe serait 
obtenue si le temps était fixé et la 
concentration en acide nucléiq~e variable). 



fo-ztion des hybrides entre un cDpIA et un acide nucléique 

cpc,a,xlue d(51xnd de ll&reux facteurs (71) dont les p1.u~ i-portants sont : 

- la temp6rature d'hybridation 
- la force ionique du tampn d'hybridation 
- la taille des acides nucléiques dans le milieu 

rEact-i onncl . 
- la température d'hybridation optimale doit favori-ser 

au mjnmyl la rencontre des fragments d'acides nucléiques, sans nuire à 

la  çt&i].ité des hybrides en formation. La Icanpérature la plus efficace 

se çitije 20' au dessous de la -I;e..@rature de fusion des hybrides (90'). 

- la force ionique joue sur la vitesse de la réaction 

d1hybrida1:ion et sur la spécificité des hybrides fods. Dans un milieu 

d'hybridat.ion inférieur à 0,3 M en NaCl, la reaction est trop lente, 

et sul5r-i erre à 1,5 M. elle n ' est plus s+ci f ique . Une ccxlcentration en 
0,6 M IJaCI. fournit un2 vitesse d'hybridation satisfaisante et une sezificité 

stricte. 

- la taille des acides n~xcléiques impliqués dans 
la réaction ~ i m t  d'influer, sur la viscosité du milieu, la concentratiori 

des frac~nents de iiucl6otides, la vitesse d'hybridation et la smi-li-té 

des hybrides (97). La taille la plus favorable à la réaction correspond 

à uiie colistante de sédimentation en gradient de saccharose de 4 S. 

Une fois ces différens facteurs fixés, l'expression du Cot ou 

du Crt devient (fig C) : 

Cot ADN 

1 t 
Ou = - X concentration en ou x - 8 2 

Crt ARN 

- 1 - Cot (ADN) , Crt (ARN) , moles x sec x litre 
- acide nucléique en excès dans le milieu en rl/ml 
- t en heures. 

ILI fomle de Crt peut égalunent dans certains cas être utilisée 



p u r  calculer  ].a concentraticin cn RRI? v i r a l  d'un nul ieu de cu l ture  

(donc, qumtifi .cr  ].a prroduction de v i rus ) .  La mesure d i r ec t e  de la 

c o n c c n t r a t i . ~ ~ ~  en ARJ é t a n t  iqx)ssible, il est nécessaire de m d i f i e r  la  

f o m l c  du Crt en ut:ili.sant au l i e u  de l a  concentration (recherchée) en 

ARN vira l ,  un facteur de  concentration (F.C) correspondant zu nombre de 

m l  de i d l i e u  de cul ture  dont on a e x t r a i t  I.'ARN v i r a l  intervenant dans 

la  réaction. S i  01-1 rmt en suspension l'Al34 v i r a l  de 100 Ki de milieu 

de cul ture  dans 1 ml. de milieu réactionnel, le  fackeur de concentration 

est ET - 100 

Le vot  est a i n s i  dé f in i  par : 

1 t Vot - x FC x 2 8 

e t  le rapport du C r t  e t  du vot  pmt de relier le fac teur  de concentration 

du nri1i.c~ à l a  coricentration en ARN 

C r t  - concentration en ARN - - -- --- - 
Vot facteur de concentration - K 

concentration = FC x K et  ------- 
en ZG'W )1g/nl 

Dans le milieu de  cul ixre ,  le f a c t e u  de concentration FC = 1; 

donc l a  1 c o n c e n t r a t  ; WLK avoir la  concentration en ARN v i r a l  par 

l i t re  de- n i l i eu ,  

quelques ng de produit su f f i s en t  p u r  dgtccter  une production de v i rus  

en conditions s t r i c t e s  d'hybridation. 

Les hybridations sont  rea l i sées  en conditions strictes ou 

mlad1i .e~ selon le  probl-èmc *rdé. 

a) conditions strictes ----...-------------- 

2000 cpn de cDNA ( e t / ~ ~ )  3 ~ ,  3 2 ~ ,  sont hybridés 

2 6B°C el1 0,G M NaC1 avec de ~ ' A D N  4-6 S (dénaturé 1.0 min à 1 0 0 " ~ )  ou avec 

de l1N?N, cla~s des vo lmes  v a r i a n t  de 3 pl. (WJ? viraux) à 200 pl (ADN) en 

fonction dc la Concentration dEsirée en acides nucl6icpes. Pour l 'ADN, la  

concc11t-l-;it i on ( 10 mg/&) est maj ntenue f jxc pir chaque échanti l lon (a£ i n  

d'cti-i? LOU~OLES en excès d l m  r a m r t  a~u: smucnces cDNA compl6malL3ireS) 



c:t 'le tcrnps d'incubation varie de 5 min. à 48 heures 

pour l.'NW, l a  concentration var ie  dans chaque échantillon d'un 

fnct.cur 3:2 ou 1:4, selon l e s  besoins. Dans ce cas, le temps est fixé ent re  

12 ct 48 h cri fonction du C r t  maximm désiré.  L'absence du phénomène 

dc ritassmiation p e m t  d ' ê t r e  toujoürs en excès de séquences d ' M l  quelle 

que so i t  l a  dilution. 

b) analyse des hybrides ---- ---- ------ 

Le pourcentage d'hybrides obtenu est défini  corne é tant  l a  

~ m t i . t é  de cDNA res is tant  à 1 ' action de l a  iiucléase S1 (98) r a p p r t é e  

à l a  quantité i n i t i a l e  de cDNA. Cette détermination se f a i t  pratiquement 

de l a  façon suivante : le mélange dlhybridaS.ion est dissou dans 4 m l  de 

t a q p n  (AcONa pEI : 4,5;0,03 M,.NaCI. : 0,3 MI. Znc12 :0.003 M,.ADN de thynus 

de veau 4 S dénaturé 10 pg/ml) e t  @par t i s  à raison de 1,9 mi dans deux 

tubr:s notés + e t  -SlLe tube + S1 reçoi t  2 p1 d'enzyme S1 p r é p r é e  selon 

l a  mft-hdc de Sutton (99) ; chape  tube est précipi té  à froid par 1 m l  

d'acide ~xrchlorique, f i l t r é  sur f i l t r e s  C, F/C wattman, rincé abndarmnt  

e t  séché 10 iiLi1-1 à GO0C. JE f i l t r e  est ensuite compté en scir i t i l la t ion 

liquide, toluène pp-pdpop, dans un c a ~ t e i u -  intertechnique SL 4 C00. 

c) conditions relachées : .................... 

La réalisatiol; des hybrides se f a i t  dans des conditioiis de force 

ionique plus élevées (1,2 M NaCl, Ge0 ) af i n  de f a c i l i t e r  1' appariuriment 

dc s E ~ ~ ~ n c ' . ;  mutées l 'une par r a p p r t  à l ' au t re .  L'anzlyse des hybrides 

SC fa i t  écJakrrent en conditions "douces" pour s tab i l i se r  au raxii?..um ces 

hyl~rides iiisi-ables. Le mélange d'hybridation dissous dans du tampn 

~>!~'-'si->!latc (0, O 1 M 1,s NaCl) est chargé à 50°C sur  une colonne contenant 

1 ni1 d'tlydrcxqlapatite tassée ; l ' é lu t ion  du CDNA simple brin se f a i t  à 50°C 

c? 7 'a ide d'un tampon pl~osphate (0,14 M, i , 5  M NaCl); L'élution du cDNA 

hy?,ric':i. <i lieil avcc LUI tartpn 0,4 M phosphate à GO0C. L e  pourcentage 

d ' ~~~~~~~~i dation s r  déduit ciisuit- f aci larent  apirss px-écj pi tat ion e t  c a p t a g e  

c1c.c; :let»c fr;ict-ioi-Is de c ~ w .  



x ) kp;;!!rgt--~.a rI'~mg>rat~~re -De.-E@on 1)es Hybrides 
___. _ l______l_____- 

---- 

t-cr,ip5ratme de fusion des hybrides ADN--cDNAaev et DJ- 

cwgirpp imncc txx la méthode à la nucléase S1. 

2 n q  d ' m  d'embryons de poulet ou d'érythroblastes GC2 sont 

dEimtui-6s 10 min à 100°C et hybridés dans 200 pl de volume réactionnel 

avec 20.000 cqm de c W e v  38. Deux lots d'ADN d ' dryons de poulet sont 

d'autre pari; clans les m3ws conditions, (6g°C, 0,G ILI NaCl, 48 h) hybridés 

avec 20.000 c p  tic cDWep 32~. 

L'hybridation terminée, les 2 nq  d'ADN ayant hybridé avec le 

cDNnaev 311 sont mélangés avec 2 mg d'AD;\;I ayant hybridé avec le cDNA 3 2 ~  

rcp et rtuncnés à une concentration de 0,3 L3 NaCl par dilution dans 400 pl 

de tar,:pn Tris Ejcl (0 ,O5 P'I) , EDTA (0,002 M) . 10 capillaires de 100 pl con- 
tenant 80 }il de ce rriélangc sont scellés, et chaque capillaire incubé 10 min 

à la tm-&rature dcsirée. Leur conte~lrr est ensuite repris daris 6 ~ i i  de 

tampil d'action de l'enzyme S1, répartis en deux tubes notés f et -SI, 

et lc t~ù_le -t S1 est additionné de 8 ul d'enzyrne S1. L'a~lalyse des 

hybrides se fait ca~~me précédm~nt. L'mi? d'embryons de pulet qui 

a hybridé avec le cDXA 3 2 ~  est utilisé dans chaque expérience p u r  

constituer un t h i n  interne contrôl-ant la dissociation. La courbe de 

dénaturation des hybrides cDm rep 3 2 ~ - ~ ~  NiVO permet de confirmer la 

rcprcductibilité de la fusion des hybrides. 

J) p - m - c  Ik L ' Activité ré vers^ T ranscr&ptase E ndwène ---- ------ 

La détection d'une activité A~~-polpCrase-ADSJ-dépendante se 

lait sur les pal-ticsules virales purifiées sur gradient de tartrate, 

l'e~yrï~ssiori de la plymérase ét:ant prmise par la lyse du virus à l'aide 

cic N~nidcp 40 (ta? 40) . 



Ce détergent étant un inhibitem t r è s  puissarit de llexy>ression de la 

polymerase il est nécessaire d'en déterminer la concentration optirnale 

en utilj.sant ui~z gr7m de dilution de I\P40. La concentration utilisable 

varie x l o n  les virus et selon la façon dont ils ont été préparés. 

J& tJmpn d'action de la plymérase est le suivant : w 1 2  

(0,005 M) ; ~wrcaptoéthanol (0,6 %) ; dd'r??'P, dCTP, dGTP froids, 

Chacpe échant-il-lon contient 30 pl de ce mélCmge, 10 pl d'une 

solution de NP40 (dans du Tris pH 8,l : 0,01 Ml à une concentration 

final-e va-iant selon les points de 0,05 à 0,4 %, , et 10 pl d'une 

~01iition 5 17 pg1m.l de protéines virales pour le virus 11d Sr E et à 53 p / m l  

de protéines virales pur  le virus 0K10. Après 2 h d'incubation à J ~ O C ,  

les tubes sont additionnés de 0,5 ml d'acide prchlorique, filtrés sur 

filtre e, y/C wattmail et comptés en scintill-ation liquide sur un canpteur 

sr, 4000. 



R E S U L T A T S  I . È R E P A R T  1 E 

H O M O L O G I E  A L V / D L \ I  



1) Obtc?ntion de cellules non productrices de FN2 

Toutes les études biolgiques e t  biochimiques menées sur les  

DLV pcnwttent de fxnser qu' i ls  sont apparentés à leur "helpers" ALV. 

Afin c3e préciser cette parentée (qui ne s d i e  porter que sur l e  gène GAG) 

nous avons quantifié p u r  chacun des gènes d'ALV, l'homlogie existant 

avec l e  génow de chaq~ie DLV connu. 

Cette hmloyie  e s t  d6tectée par hybridation moléculaire entre 

des cDl;IAs spécifiques Cie chaque gène d'ALV ec  1 'ARN intra cellulaire total  

de cellules non prdu-ctrices de DLV. Ceux-ci étant defectifs pour l a  

réplication, l tm des cellules non prod~~ctrices transformées par l e  DLV 

seul es t  I.'unique moyen d'accéder au génome cléfectif. Les cellules non 

productrices dfAEV sont des fjb~:oblastes de p u l e t ,  d'AIW e t  E26 des 

myéloblastes de p ~ ~ l e t ; ,  e t  les  ce1 lules n m  proc3uctricês de K 2 9 ,  CM2 

e t  OKIO sont des fibroblastes de caille. Toutes ces cellules qui n'existent 

que clepuis peu nous ont été fournies, e t  nous n'avons réalisé des cellules 

n m  pra1uctrices que p u r  l e  virus MEQ. Nous avons u t i l i se  des fibroblastes 

de cail le,  car ces cel.lules puvent ê tre  conservées plus lonqtemps que celles 

de p u l c t ,  e t  on évite aussi l a  présence de virus endq,C?ne de type ALV . 
Après infectiori des fibroblastes de cai l le  paz- l e  virus Pm2 

a ~ m F g n é  de son "helper" RAV 3 nous avons obtenu 7 clônes de cellules 

trcu~sfolmées se développant sous l a  couche Ci'agar. Mi.n de déterminer quels 

etclicnt les clônes non producteurs, c 'es t  2 dire ceux Zont l a  cellule 

i~li.ti ale n ' avait reçu quf un pseudotype de FE12, ilous les  avons mis en culture 

SUE b i t e  de Pétri. MaE~eureus~~ent , un seul clône s ' e s t  développé de 

f i ~ p n  satjsfaikante et: à pu être  conservé. Le milieu de culture de ces 

LX-1 l u l e s  ' est révélé exempt de virions détectables pax hybridation 

r;~l(;culairc et 1'ESIN intra cellulaire total  hybride p a r t i e l l e n t  avec 

un c13sl r~i't-eseni-cuit l e  génome des ALV oii des p t i e s  de celui-ci. (f ig  1 b) . 



Figure 1 a : Cellules non productrices d'AD.7 : N?75 fibroblastes Fiçure 1 b :Cellules non productrices de PR2 : QB 2 - 
dz pulet chf- . Les hybridations sont réalisées dans 25 pl fibroblastes de caille. Les hybridations sont réalksées 
pendayt 38 h avec 0,368 mg d'ARd au pint A. x---x cDNAsarc, dans 7 pl pendant 45 h avec 0,076 rng au pirit A.@--@ cDXZ 
x- x cDI\IAtd rep ; a-AcDNAenv , ndcDNAtd rep cDmcpg p l  c, gaq pl, O-OcDNAtd rep ; A-& cDNRenv, b-DcDf\lAtd rep . 
O - 0 cDNAtd rep. 

Figure 1 : Cinétique d'hybridation de 1'ARN des cellules non productrices des DLV avec différents -- 
cDI&s:l'AEW total des cellules non productrices est hybridé en 0,6M NaCl à 68'C avec 2000 ~ X I  

-3 (0,03 ng) de cDNA H (gag p l  C, gag pl, env, sarc) et 2000 c p  (0,005 riq) de cDWtd rep pur 
chaque pint. L'An\] est dilué de 1 : 4 de fa~on à réaliser m e  cinétique, le te~ps d'hybridation 
reste constant. Le purcentcige d'hybrides est le -purcentac;e de resistance à l'action de la 
nucléase S1 d'Aspergillus oryzae. LD, purcentqe 6.e resistance intxinseque à la S1 de chape sonde 
est mesuré sur un échantillon hybridé sans ARN ( 1 à 3 % selon les cDNA). Toutes les cinétiques 

3 sont normalisées pour 1"ybridation inaxim-le des CD?%% avec m APSJ viral ; cDPn H et 3 2 ~  : x 1, 176. r 
W 
Cn 

E! 
'JI 

I 



Ces ccllul.c?s contiennent donc une information virale partielle 

u<prdri<e au nivea~1 de 1 cell.ulaire mais non encapsidée. 

~a p~odiiction de virus est pssible après surinfection des 

cellules IXX un RAV2 , et le virus recueilli transforme des fibroblastes 

sains avc.c: les m%s altcrations mrpholqiyues que le virus iW2 ( ~ 3 )  

util isii au depart. 

2) Hybridation de l'MN total des cellules non productrices avec 

les différents cDNA 

Les résultûl-s obtenus avec les différents cDNA en notre pssession 

(cDYAtd rep, cDNAgûg - pl, cDNAenv, cDNllsarc) et 1'AIW total des cellules 

non productrices de chaque DLV s~nt repréçeïkés dans les figures la, lb, 

lc, Id, le, If et lg. 

 ans les conditions réactionnelles choisies, (voir nmtCriel et 

méthoùc) la cinétique d'hybridation est cléfinie par la folmule : Crt 

(PLYSX'L-~) = - x concentration (pg/ml d' ARN) x 2 t (heuïcs). ~,e temps 8 .. 

d'hybridation étant fixé, le Crt ne dépend plus que de la concentration en 

AFJi dans le milieu, et à chaame des valcurs du Crt correspnd un 

purccniage d'hybri.de. Ce type de courbe plimet d'obtenir deux résultats 

dif f&-ertt s : 

1') le Crt obtmu p u r  50 % d'hybridation (Crt 1/2) p m t  de 

calailcl- le nmbre de copies d1AFW viral dans l'&Pa cellulaire, ce qui 

C r t  1/2 viral 

Crt 1/2 mesuré 5 10-l~ 

l ~ - ~ ~ ~  : pids de I'ARN contenu dans 1 cellule 

5 1 O-' 2p<7 : poids d ' 1. copie d ' AW viral. 

Lc. rappr t  entre le crt 1/2 viral (environ ~~O-~YXSXL-~ et le 

Crt 1/2 incsiirf quantifie le taux de dilution de l'NIN viral p r  1'ARN 

4 - 1 cellulaire. D'uis ces conditio12s, un Crt 1/2 e&rimental de 4 10 ~ H J  

mrrcsi-niic't 3 1 copie il'm viral p~- ccll-ule. &pendant, l'incertitude 





~ i g u r e  1 f : Cellules non praïuctrices d'ZIl.7 : mélange de clônes ---- 
de n-(-eloblaçtes de p u l e t s .  Les 1iybri.dations sont réalisées dcms 
7 p l  pndant  45 11 avec 0,114 mg d'N3.N au point A.@---@cDNAcjag pl, 

0-0cDNAtd rep ; cDNAenv, Ae5cEJAtd rep . 

Figure 1 9 : Cellules rion proc3uctrices de E 26 : - 
nîyélob 1'1s tes de cai l l e  . Les hybridations sont 
r6alisécs dans 7,)J 1 pendant 45 h avec 0,101 rrsj 
d ' ATN au poi.iit A .Q.. .@ cDNAgag pl , w c D N A t C I  rep ; 

&-A cDhlhenv, a-a cONAtd rep. 



sur  la d ~ ~ ~ i ~ t i o r i  de la masse de l'AR3 in t ra -ce l lu la i re  

v;~ric avec l ' é t a t  physioloqique de la  ce l lu le j  f a i t  que ce nombre 

Il-ç w-s rigoureux, et n ' a  qu'une v a l c w  indicative.  

2 O )  
plateau dc la cinétique d'hybridation représente le 

purcciltage & cnm cfue 1'ARN v i r a l  protège de la  digestion par la  nucléase 

si, à &ire 1 - ' h m l q i e  ex is tan t  en t r e  1'AIW e t  le cDNA . La valeur 

obtenue d m s  ces  coi~clitions r6vGle uile homologie stricte, e t  t i e n t  compte 

des mta t ions  p u v m t  cx j s t e r  en t re  les deux séquences (77) .  Une hybridation 

réa l i sce  dsns des conditions de s a l i n i t é  plus élevée. e t  une analyse des 

hybrides f a i t e  par chranatocjraphie des échantillons sur hydroxyapatite, 

p m ~ t  de visual iser  l ' a p p a r i e r ~ n t  des séquences qui  ont  partiellement 

diverqé. Lc tableau No 1 résume l e s  différerits r é s u l t a t s  obtenus. 

3) Discussioi~ des r e s u l t a t s  

TOLJS l e s  virus  défec t i f s  des leuc6mies a ig~ës Gtudiés sont 

apparentés aux ALV, de 2300 a 6300 r~ucléotides,  le g6nom de ces derniers 

en contient 8200. Les DLV pssèdent une i n f o m t i o n  p a r t i e l l e  de tous les 

gsnes cc qui rend probablem2nt compte de leur i ~ c a p a c i t é  à se répliquer 

seuls,  e t  c o n i i r r . ~  l e s  observations biologiques rapymrkées par di f fé rents  

auteurs (4 ,  5, 6,  8, 10). 

Dans ce t t e  optique cepndant ,  l e  cas du v i rus  OKlO apFait c m ?  

t r è s  lx-ticulier. L '  h m ~ l o g i e  s t r i c t e  de 87 % détectée dans la  région 

@.G-IQIJ-C (5050 nucléotides sur l e s  5800 qui consti tuent ces gènes (45) 

K?mct: de IYanser l ' kRN du v i rus  OKlO est peut @tre encapsidé, le gène 

GAG (2300 n~~c léo t ides )  p u v a n t  être présent e t  fonct iomel .  Dans ce cas,  

des ~=l-ticules ~d-~ysiques peuvent se former, e t  les ce l lu l e s  " non prcduct- 

ri ces" doi vent &iiettre des nucléoczpçides. 

Lci recherche d'-AR? v i r a l  dans le surnagearit de cul ture  de ces 

ce] l*lcs P r  hybridation nioléculaire s ' est revélée ps i t ive  , et la producf ion 



8 C a i l l e  .s H y b r i d a t i o n s  e n  

c o n d i t  i o n s  d o u c e s  
@ p o u l e t  

Tableau I : i30mlqie PLV-DLV. 
LRS p ~ c e n ~ g e s  d'hybridations r e p r t é s  dans ce tubleau sont relevés à un Crt de 

4 210 : \ % S ~ L ~ .  &s hybriGations sont f a i t e s  en conditions strictes (0,6 M NaCl, 6 8 O ,  

zuqalys~ des hybrides par l a  nucléase S1) ou en conditions douces (1,2 El NaC1 , 68OC, 
aralyse des hy5rides en K4P à 50°C s tabi l i sée  eii 5 C l .  L ' m  ~ ' E x v  provient 

d 'un ,r.Elmge 2e clones non producteurs. 



- 2 - -  

F i w e  2 a : LIAI:N vi ra l  d ' l  litre de surnagemt de 
cellules non productrices OB5 e s t  repris dans 100 u l  

4 - de t a r p n  d '  hi7bridation (F.C = 1 C  ) . La cinétique ' 
d'hybriilation ([Tot) es t  f a i t e  à l ' a ide  de dilutions 
(1:4 j  de cette solution, l e  p i n t  A n'étant pas 
di lué.  Les hybridations sont réalisées dans 7 , y l  
en mnditicn s t r ic tes  (0,G III NaCl, G8OC) pndant 
23 h, arec 2000 qm (0,03 ng) de cDNAenv (A-&) et 
2300 (0,05 ng)de cMQtd rep (A-a), 

virus OK 10 
figure 2 b : Activité reverse transcriptase. Les virions 
d'un l i t r e  de surrLageant de cellules Q B 5 sont purifié- a sur 
grzdienii de -rtrate de ptassium et repris dans 300 )fi de 
STl/cjlycéroi (50-50). 1 0  )il de cet te  soiution (0,053 pg de 
protéinejviralej sont incubés avec 30 @- de mélange réaction- 
nel contenant du 6dPPP 3~ a ins i  çue des quantités variables p u r  
chaque p i n t  de W40. La radioactivité incorporée est mesurée 
apres 2 h d'incubation à 37 '~ .  OK lqo-ond SRE (0,017 pg dê 
protéines virales par p i n t ) .  



9 
virale est cl'environ l r 4  10 part icules  par litre ( f ig  2a) .  Le f a i t  que 

3 2 
d c u  clW.Jnr uti1isi.s (cDNArep P et cïNAenv 3 ~ 1 )  p s s è d e n t  les rnC3ws 

valeurs de vot1/2 e t  l e  plateau caractér is t ique de 1 'ARN in t r ace l lu l a i r e  

des cc l lu lcs  non ~ ~ r d u c t r i c e s ,  exclut la  p s s i h i l i t é  d'une surinfect ion de 

ces dcj.mièrcç par un ALV exogène l o r s  du recuei l  du milieu. La recherche 

d'une a c t i v i t é  ARN plymérase ADN dépendante associée à ces mêmes par t icules  

virales  purif iées  sur gradient de t a r t r a t e  de lmtassiurn s'est révélée 

n&jative dans l e s  conditions d ' action de 1 'MG -plymérase -ADN- dépendante 

des virus av ia i res  ( f i g  2 b ) .  

L'analyse des résu l ta t s  obtenus avec les sondes g a g - p l  et  

gag--pl  -c et; 1 ' A R N  t o t a l  des d i f fé rentes  ce l lu l e s  non productrices permet 

de  penser que tous les DW, sauf OK10 et MF7, sont dépourvus des séquences 

I>OI,. En e f f e t ,  dans toutes ces ce l lu les ,  un p l y p p t i d e  de haut p i d s  

rru~léculaire contenant l a  P l9  et la  P27, (ou l a  Pl9 seu1.e) à côté  d'une 

sEcpncc inconnue a été décr i t  (2iayman, fil. ; cornnunication p r s o n n e l l e ,  

6, 8, 31) . O r ,  l e s  powrceritages d'klybridakion obtenus ne conf irmcnt ces 

3:Csultats cpe si on suppse  que toute  l 'hybridatioil obscrvge n ' e s t  due 

qu'au seul gène GAG. Dans ce cas,  de 650 à 1560 nucléotides de ce  gène sont 

présents (AI:\' : 750 nuclt P l9  ; E26 : 650 nucl =_ P l 9  ; PIC29 : 1500 nucl : 

qiii concerne le virus  APW, nos r é su l t a t s  nous permettent de s u p p s e r  la 

pr~sence  ctc toute l a  séquence du gène GAG, mais nous n'avons pu tester l e  

çun~agei-int des ce1 luleç non productri-ces , p u r  y reclzercher des par t icules  

virales.  Pkis &ne s i  tout  l e  gène GAG est présent (2300 nucléotides) il 

faut envisager la présence de 600 nucléotides du gène POL p u r  rendre ccmpte 

des 2900 ii~iclC.otides détectées p r  la réaction d'ilybridation r éa l i sée  en 

conclit ions strictes. 

JC~ ?  cmki-itr Iiybride 6 g a l a ~ n t  avec tous les DLV à l 'exeption d'AMV. Ce dernier 

  mi nt est ict~rcsscull .  car  il l a i s s e  s u p p s e r  que la  prgsence d'une p r t i o n  



du gène 1;5lV n'est pas indisperisable p u r  l'existence de ces virus. 

La présence des séquences "C" dans ces virus est suggérée par 

le fait que les pourcentages d'hybridation avec une sonde gag-pl- C 

(f ig 1 a, c , d) sont plus élevés qu ' avec une sonde gag- p l  (tableau 1) . 
Le rôle exact de cette séquence est toujours inconnu, mais son maintien, 

même chez les DLV, semble lui assigner un rôle important, tout c m  pour 

le gène GhG Ces séquences pourraient être indispensables poix la réplication 

du virus lors de la cirallarisation de l'ADP-J viral, avant l'intégration de 

celui-ci dans le g é n o ~  de la cellule hôte, zar il a été mntré (100), que 

les "bouts collants" du DNA viral. constitués par 21 bases complémentaires 

sont situés à l'extrémité 5' (GAG) et 3' (C) du génome. 

Afin de savoir si ce sont toujours les nhes styences apparentées 

aux ALV qui sont présentes dans différents DLV ou bien des séquences 

variables selon le typ de virus, nous avons mélangé 1'ARil de cellules non 

productrices d'AEV et PX29 ou d l K W  et E26. L'hybridation réalisée entre 

ces mélanges et le cDNAtd rep ne prnet pas d'obtenir plus d'hybrides 

qu'avec les non mCilarigés, ce qui implique que les sklucizces appxentées 

aux AïVI présentes dans AEV, le sont égaiement dans )1C29 et E26. Ceci so~igve 

le problème de ,-'origine de ces virus et de la nature du processus qui 

leur a donné naissance. 11 est pnnis de penser que ces virions provien- 

nent tous d'un ALV ancestral, selon des processus sen5lables qui font que 

certains fragments de st5quences sont toujours conservés (tableau 1) 

Le problème se pse également de savoir sl les faibles hmlgies 

détectées entre les différents cDNA et le génome des DLV sont dues à de 

multiples ntutations existant entre 1-es sondes et 1'AIW compl&ntaire, ou 

bien s'il existe des délétions de portions d.e s&uences dans ces génoms. 

Nous avons recommencé les hybridations et l'analyse des hybrides en 

conditions pemttarit de forcer l'appariemcrit de séquences poilctuellement 
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AEV 
P75 

Ficjure 3 : Carte physique du génome des DLV. ---- 
Le purcenta~e  d ' h m l q i e  avec les gènes dfALV , déteilminés en condifj.on 
strictes sont reprtés sur ce tableau. 



n ~ t ~ ~ ~ ; ,  con&tj.om dites "relachées". Orr l'hybridation des AFW en haute 

forcc io~zique, ct l'analyse des hybrides prû  cl~~.̂ canatographie sur 

2~y~lro~xya~~tj.t~ n ' atigrerite pas 1.e pourcentage d 'hybridation de façon très 

signif iccitive. (tableau 1) . Si le faible pourcentage d ' hormlgie ALV-DLV 
o1_7çcmg en colldi.tions strictes était du à des mutations ponctuelles 

r-p1z.-tj2 le lonq du génome, le pourcentage d'hybridation observé en 

coyict jet j o~lc; rclacll&s aurait dû croitre considérablarent . Il semble donc 
plutet. aister ph@nomGne de substitution-délétion au sein des DLV. La 

taille de lcurs différents génomes, sel-on d ~ s  résultats obtenus recemment, 

dans laboratoire, serait de 6000 nucléotides en myenne (sauf pur 

OKlO cpi ferait 8000 nucléotides). Compte tenu de l'homlgie existant avec 

les ATJV, chaque virus défectif des leuchies aigues doit psçèder une 

çéc~!c:nce non apprcntée à ceux-ci pur atteinctre 1.a taille obscn7ée. 

Nous avons entrepris de synLhQtiser, sél-ectionnfa et étudier un 

c N  cmplCmentaire des séquences présentes dans 1'AIqJ du virus de 

1 ' éiyt?~roblastose aviaire. Cette ét11d.c fait 1 ' objet des deuxième et troisihe 

px-tj es. 

Conclusion ------ 
Les I3LV sont tous apparentés aux ALV ainsi que nous avons pu le 

mék-e en évidence en étildiant 1'ARN total des cellules non productrj.ces . 
L'l~ort~lcqie est variable en fonction des virus mais on peut essayer 

de c?iic.sser somnnirmnt une carte génétique de ces virions (f ig 3) . 
- la s<Quence spécifique de chacun d ~ s  DLV doit être adjacente 

;'i Li3 si~pcnce conservée du gène GAG ainsi que le laisse suppser le 

~lylrr'pti6e CAG-X toujours présent dans toutes ces cellules. 

- N; le @ne POL, ni le gent hnr ne sablent requis pur l'existence 

c3c ces virions 



- La séquences "Cl' par contre parait nécêsçaire, put-Gtre pur 

l'intégration du DNA viral dans le génme hôte. 

- Dans tous les cas la séqücrice DLV spécifique semble suffire 

pur  constituer 1, voire 2 gènes, et donc être impliquée dans le puvoir 

transformant de ces virus (80) . 



R E S I I L T A T S  ~ È M E  P A R T I E  

SELECT ION D ' Ur1 Di;#! CO~~FL@ÎU\ITA 1 FE DES SEOUE'lCLS 43' SPCC 1 l I QUE (CD~I.IAEV) 



1) - I ? ~ - 6 ~ r a t i o n  c'hl cDNMev 

k s  résulkats obtenus par hybridation mlécu la i re  sur l ' h m -  

1-ic du vims de llérythroblastose avec les ALV, a ins i  que sur l a  taille 

de son génom nous ont conduit à rechercher l a  présence de s&pences 

çpCcificpcis à ce virus. Nous avons procédé p u r  ce la  de l a  façon suivante : 

1') Synthèse d'un cïNA représentant les génomes 

du virus AEV e t  de son "helper" ALV à partir d'&RN génomique d'AEV (RAV2) 

e t  d'ANI7 ~mlymérase ; 

2 ' )  Elimination du cPVA de hclpcr e t  du cDNA dlAEV 

apparenté aux ALV par hybridation mléculaire .  

3') miri.fication f ina le  du cIXXAaev spécifique à l ' a i d e  

de l a  nucl-éase S1 d ' a sp rg i l l i i ç  oryzaé. 

3 
La réaction de I-'mTV plymarase effectuée en présence de dTTP ( H) 

3 
(voir matériel e t  méthodes) ncus a prmis de synthétiser 32 pc~ de cDNA ( H) 

6 ayant  me ac t iv i t é  spEcifique de 4810 cp/pg. 

Une prcmière sélection est effectuée pur ne conserver, aprss une 

som~icatiori du n~élange, q ie  les fragments de cDNA ayant une constante de 

sédimntiation c o q r i s e  mtre 4 e t  7 S ( s o i t  de BO# à 8201 nucléotides), 

ceci a f in  de controler le facteur " t a i l l e  des acides nucléiques" dans 1-a 

reaction d1hybridat.ion, Le CDNA a ins i  t r a i t é  représente 30 % du cDNA t o t a l  

de d6p:wt. Il est hybridé en conditions de haute s a l i n i t é  (1 ,2  M NaCl 6 0 ' ~ )  

avec 78 IlEl d'ANI 70 S de RAV2, s o i t  11 f o i s  plus d ' m l  que de cDNA, à un Clit 

20 f o i s  au plateau de l a  cinétique (Cr t=25)  e t  uri Cot de 4 (ce qui pmet 

d'1iylsriclt.r l e s  ci3I.A de p o l x i  tés différentes s' il en utiste ; ces cDNA 

imur-raient provenir de la rGplication d'un cDm (-) par 1'ARN polyJnérase 

NlW6Fnclnnte. Lc cDNA synthétisé s e r a i t  a lo r s  de polari té  ( 1 - 1 ) .  L'hybri- 

c~at- ic~n (hilute s a l i ~ l i t é ,  basse t m g r a t u r e )  à lpur but de forcer l lappr ia*nt  



du cm rcprCscntc~t les régions hmlogues aux AtV présentes dans le 

g f n m  d'rm avec 11N7N de RAV2. La séparation du cDNA ayant hybridé de 

celui ~ s t é  çjrrple brin (et représentant la rcjion AEV spécifique) se fait 

chrcxmtographie du mélange sur une colone d'hydroxyapatite en 

anditions très douces (l., 5 M NaCl, 50° C) afin de préserver au maxhum 

11int€qrit6 des hybrides formés avec L'ARN de RAV2 et éviter ainsi la 

coiltamination du CDNA simple brin. L'élution de celui-ci se fait à l'aide 

d' un gracli eilt de phosphate de soùium (0.1 - 0,2 M) , et le cDNA recueilli 

cst testé pur trois critères : 

1') le pourcentage de résistance à la S1 (qui permet 

de dc~eler la présence de structures secondaires dans le cDNA, tels des 

"épingles à cheveux" par exemple) 

2') le pourcentage d'hybridation résiduelle avec 

un AK3 70 S de RAY2 (qui mesure le degré de contamination du cDNTïaev par 

du cDNn viral non sgcifique). 

3@) le pmcentage d'hybridation avec de l'MW 70 S 

d ' W  (RAVS) qui indique le pourcei~tâge de cDNA ngn viral encore présent, 

ou incapable d'hybrider. (voir Fig 4).Le cDNA recueilli après cette deuxihe 

6 t a p  de prification ne présente pas de resistance intrinsèque à la S1, 

(nloins de 2 % )  , n 'hybride plus du tout avec de l'AIN 70 S de RAV2 (moins 
de 1 %)  , nmi.s hybride se~ilement en myeime à 50 % avec de 1'AIIN génomique 

c1'AEV (HAV2), ce qui laisse supposer que près de la rrioitié du cDNA élué c011File 

siniplc brin est le produit de la transcription d'un AP\N non viral. 

Un deuxiitrne cycle de purification s'avère nécèssaire afin d'obtenir 

un cMJAaev débarassé des séquences non virales. 

Les 7 p g  de cDNA obtenus à ce stade sont hybridés en conditions 

strictes (0.G M N a C l ,  68") avec 3 3 ~  d ' m  d ' m  (mv2). Cela représente 

un cxc .6~ de 2,3 fois en ARN géncmiw d ' m  pur, si l'on tient c q t e  de 

la P ~ ~ S Q ~ C C  du 11x1-prr (50 %) ainsi que l'ont r6vél6 les courbes d'hybridation 

minra t ivcs  (voir plus loin) . k s  hj&rides fornés ne contiendront pas un 



Figure 4 : Profil d'élution du cDNAaev rav2 sur une colorme HAP. 
9 pg de c~NA~iiaev rav2, 4-7 s hybridgs avec 78 pg d 'W3X de PSiV2 (Crt = 25 sont chargés sur 2 ml d 'HAP tassé. 
L'élution du cDNA siqle brin se fait 3 l'aide d'un gradient de phosphate de sodium (0,l - 0,2 M) à 50°C et en 
présence de 1,5 M NaCl (@-@). Chaque fraction est testée après dilution convenable p u r  : 

- la résistance intrinseque à la S10--4 
- le pourcentage d'hybridation résicheile avec 1'AFII du helper (Crt =-.10 MxSxL,-l) &--A 
- le pourcentage d'hybridation avec 1 7 ~  dlIW (WiE) (Crt = 11 ~'x~x~i-l) @--@ 

Les hybrides i~stables sont élués par du tampn phosphate 0,?4 M à 6 0 " ~  sans NaCl. Le cDNA ayant hybridé est élué 
?a du tarr;pon phosphate 0,4 M à 60°C. 



~ D N A  r f l $ t C  plus. de deux £ois p u r  une m&e séquence, la quantité d'ARN 

d ' ~ ~ 1 . r  ( W 2 )  ne 1c p~mttant Pas* 

I~ nlelai-l<~c est soumis à l'action de la nucléase S1 dlAspergilus 

oryzaC (voir mtericl et méthode) afin de digérer tout le cDNA resté simple 

brin, le ~ ~ 3 3 1 ~  rf$tj-tif et non viral. Cette deuxième étape de purification 

pmt recueillir 3,5 pg de cDNAaev soit 10,9 % du cDNA de départ 

(i&lcau II). Une cinétique d'hybridation est réalisée avec de l'ARP4 d'Amr 

(jw) et de HnV2 (fig 5 a et 5 b). IR plateau d'hybridation s'est 6levé 

jusqu'à 88 5 avec l.'NW d'W,  ce qui indicy2.1 que la plupart du cDNA 

non spécifique a été digérée, et aucune hybridation n'est détectée avec 

l'lm.1 de WV2, c m  précédemment. 

La sonde obtenue à ce stade de purification représente les 

séquences présentes dans 1.e génm d ' W  et absentes de celui du helper. 

Ses caractéristiques sont satisfaisarkes et nous avons essayé d'en connaitre 

la compléxil-é. 

2) DSternunation de 1.a c-wrrplexité du cDNAaev 

La complexité d'un acide nucléique représente le n&re des 

nuclfwtidcs liés entre eux de façon non géj-étitive. Nous avons déterminé 

la compl6xité du cDNA en utilisant la technique d'hybridation rnolE-* &ulaire. 

Cc1 le-ci pumct de mesurer urpérin~lltalen~ent la compléxité d ' une séquence 

riiicléotidique, à l'aide d'une courbe de Cot ou de Crt. La détermination 

du Cet ou du Crt aux conditions exp6rimentales choisies (0,6 M NaCl, 68OC) 

clb?nd I 1~0~s 1 ' avons tri;, de la concentration en acides nucléiques dans la 

rfiaction et du temps d' incubation. L'un de ces deux facteurs étant fixé, 

la variation de l'autre p m e t  la construction de la courbe Cot ou Crt. Au 

tç~iips de dm-réaction (pur 50 % d'hybridation) le Crt mesuré est une 

oxiçtantc p u r  un acide nucléique donné. Ce point (Cot 1/2 ou Crt 1/2) 

d f ~ i l d  de la compléxité de l'acide iiucléique en excès car plus sa 

a ~ i > l e x i t c  est flevéf et plus la quantité de fragments identiques est faible 



Tableau II : Sélection du cDNT,aev --- 
Ce tableau résume les différentes étapes de cette sclection ainsi que les 
rendernts obtenus à chaques stades. J ' hybridation avec 1 ' LIIu"u"10S de RArJ2 
est réalisée en conditions relachées (1 ,2  M NaCl GO0C) et la sélection du cDNAiieV 
se fait en conditions stabilisantes (1,5 11 NaC1,KRP 50°c) 
L'hybridation ultErieure avec l'R2J3 d ' P m  (FAV2) est réalisee en condjtions 
strictes (0,6 J I  NaCl, 68'~) et la sfilection des hybrides se rait par la 
nucléase S1. 
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F i w e  5 a : 2000 c p  de cDNAaev (0,OLZ ng ) et 2000 c ~ m  (0,005ng,0-0 ) 
de cDNAtd rep sont hybrid6s en 0,6 M NaCl à 58OC avec des dilutions 1 :4 
d'=N de RAI72 (18 ng au point A) pi1c3ant 15 il et dans 8 pl.. Le purcentage 
d'hybridation est détern~j-né par la nucl.Qase S1. Les hybridations sont 
normalisées à 100 % : ( x 1,176 pur le 3 2 ~  x 1,135 pur le 3 ~ )  

Figure 5 b : Dans les mêmes conditions,le cDNAaev ( ) et le c~latd rep (- ) -- 
sont hybrides avec de l1AF?J d1N7V (Pav2) (24 rig au tmint A). Le rapport des 
Crt 1/2 msurés pur cDNAaev et p u r  le helwrest de 0,71. Les ùraleurs obtenues 
ne sont pas normalisées. rn 

QJQ-J 



p u r  m e  coricentration fixée. Ainsi, un acide nucléique de compléxité 4 fois 

131~s grade  qu'un autre aura son Cst 1/2, 4 fois plus grand : pur une 

~nC;nc concentration en fragments, il y aura 4 fois moins' de séquences 

~ 1 ~ 1  <ables dans le ci-lieu. Donc, il faudra 1 'hybrider 4 fois plus longtemps 

cpc l.'a~lwe avec un cDNA complénientaire pour atteindre le pint de 1/2 

rfaction. 

NOUS avons pur cela adapté une méthode décrite par Young et al(1974) 

qui pemt de ne pas tenir con-ipte de l'hétérogénéité de 1'ARN intrduite 

dcms le rnélancje réactionnel par la présence du helper (101 ) . 
Cette technique est très délicate à manipuler tant sur le plan 

tliCwrique que technique. Aussi, l'exgosé des résultats qui va suivre est 

encabré de détails techniques indispensalslzs à la bonne compréhension de 

ces expériences. En effet, pur déterminer la mmpléxité d'un cDNA, il faut 

abs01~nt êJce en excès de cDNA dans la réaction, sous peine de mesurer 

la compléxité de 1'ARN ! C'est l'acide nucléique le plus abondant qui dirige 

la ci-nétique d'hybridati-on et la qm-de difficulté de cette méthode vient 

de l'imprécision existant dans la quantification de 1'ARN utilisé- dans 1.a 

réaction. Afin de lever cette bprécision nous avons mesuré la quantité d'aRnT 

existant dans l e  mélange à 1' aide d'un cDiJA 3 2 ~  repri-sentant tout le 

3 géname viral et présent en quantité 100 fois minae que le cDNA H étudié. 

Dans ce cas, 1 'ARN du milieu est en excès p u r  le cDNA 3 2 ~  

(on construit donc une courbe Crt, qui p m t  une mesure précise de la 

concentratiori en AKN dans le milieu d'hybridation) . 
3 IIIAT? étant en défaut par rapport au cDNA HI  il est pssible de 

const~nlirc simultanmnt une courbe Cot dont le point de 1/2 réaction donnera 

3 le Cet 1/2 du cïWi II. La compléxité est reliée au Cot 1/2 par une 

~0nst;int.e caractérisant les conditions d'hybridation : complexité = K x Cot 1/2 

5 Dans les conditi-ons choisies d'hybridation, K = 3 0  . Nous avons 
es=yi. 8 i . f in i r  les li~nites de cette méthode et 1-es conditions optvMles 
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Tableau III : ?&sure de la compléxité des cDNA. 
Ce tableau doime toutes les caractéristiques des cinétiques éffectuées en conditions 
strictes d'hybridation en vue de déte-rminer la conpléxité du cDNAerw et Gu cDmev. 



3 
d'utj.].içation, c n l'appliquant à un CDNA H de complexité connue par 

ail.leurs (102).  es cinétiques d'hybridatioi~ réalisées avec une quantité 
32 

f h15c clc? ciXIAennv 3~ (0, 31 ng) eii de ciXA ( P) td rep ( ~ J o - ~  ng) , mis 

dcs qumtités variahles d ' W  (de 4 à 0,29 ng pur chaque point, fig Ga 

tnblcau III) pemttent d'obtenir les résultats suivants : 

1') il existe une corrélation entre la quantité d'Am 

et le plateau atteint par le cDNAenv ; mins il y a d'AR1, plus la quantité 

de cl>NAc?nv restant çi111ple brin après hybridation augmente, donc plus le 

plateau d'hybridation diminue. Il faut cependant tenir compte, dans la 

d&temijnation de la quantité dfARN hybridable, du fait que le cDJXAenv ne 

représente qu'un gène sur les 3 que possède le génome du virus td Pr B 

utilisé, et que ce +ne ne représente que 25 % (45) des nucléotides tot-alz 

du vj-rion. Les quantités d'ARN ui-.ilisables pur l'hybridation varient donc 

de 1 à 0,072 ng par point. 

2 ' )  c'est le rapprt (cLmenv) / (yène EîJV) qui régit 

effectivmmt le type de courhe o3servé ( f lg  6 b).  Si ce rapp1-t est 

inf6rieur à 1, le Crt 1/2 apparent observé p u r  le cDllA 3 2 ~  et le Cot 1/2 

3 observé pur le cDNA H sont confondus. Cela vient da fait que 1'AIW 

g6nmique est en excès pour les deux cDNAs : c'est une courbe Crt qui est 

construite dans les deux cas, ce p i  explique la conjonction des deux 

piilts de dani-réaction. Quand ce rapprt est su@riear à 1, le cDNAcnv 

3 est el1 excCis par rapprt à l'&W, et la courbe construite avec le K est 

effcctivment une courbe Cot. Dans ce cas, le Cot 1/1 observé reste 

invariable pur toutes les autres dilutions d ' m .  Pour le cDNAenv, le 

Cet 1/2 4 ,5.1 o - ~  M x S x f1 soit 22 00 nucléotides. Ceci est tout à fait 

-tijlle avec les valeurs obtenues par d'autres méthodes (102, 103) . Il 
3 n-?ssort de ces diffcrents résultats que l'excès de cllNp, EI  est certain dès 

lors S I C  Q t  1/2 apparent (car lu sur une Gchelle de Cot) et Cot 1/2 

m!sure fiont dissociés, le ~ o t  1/2 étant atteint avant le crt 1/2. 
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Figure 6 : llcsure cle la corOT~~~16xité des c D N L  --- .- --- 

C o m ~ l f  xi té du cDPJ?env Li-: EE ----.------ --- ------* 

. Courbe 1 : lr/.uOO ~@.~30,31 ngi5-A) de cDNAenv sélectionnés à partir 
du cD1LNd pr B et 0,005 ng (2000 cpn--A) de cDNAtd rep sont hybridés dans 2 pi 
avec 4 ng d'ARN de td pr B pendant des tmps variant de 225 sec à 32 h. 

Courbe 2 : L'hybridation est rgalisée dans les mêmes conditions que 
pur- la courbe NO 1 à ceci près cpe 2 ng d 'AW sont utilisés par points,*@ c D m v ,  

Ci--Cl cDNAtd rep. 
Courbe 3 : 0,37 nc~ de cDNAenv sont hybridés avec 1 ng d'ARN par -- 

@nt, ct 0,005 ng de cDNAtd repo--O. 
Courbe 4 : PiIêrnes conditions que ci-dessus avec 0,33 ng d'A-! P r  points -- 

%Y- O c~~~el?v w - -cDNAtd rep . L ' analyse des hybrides se fciit classiquement P r  la s1 



cDf.JAenv 
P___ 

EMVgene RNA 

Figure 6 h : L7ariation des Cot 1/2 e t  C r t  1/2 apparents mesurés en fonction 
du r a p p r t  cD?JAenv/EiW gène . Ce r a p p r t  est déterminé en estinlant qulENV 
représente 25 % du g6nome de t d  pr B.0-QCx-t 1/2.~-&Cot 1/2. 

I 

F i p ~ c  ---- G c : Coq?léxité du cDNnaev 
Q, 32 ng dc cllNAaev (44. GO0 c y ~ . i ) w  e t  O ,  05 ng (2000 c p )  de cnPjAtd rep u---D,  sont 
liybri d6s avec 0,8 nq c3'ILW dans 10 p1 pi~dar i t  des tu~tps variant  de 225" a 37 h. 
Le pu-cent-age dihybri&3tion est déterirj-n6 à l'aicie de l a  nucléase S1. 



( la  colpIcxiti. c r r ~ ~  3~ est  i c i  plus faible que celle de 1'ARN viral) . 
La détemination de l a  cmpléxité du cUNAaev est  

rCctli:;6c sclon ces conditiorls : 0,92 ng de cDNAaev sont hybridés avec 

0,s iirJ dlhr .g 70 s d l m  ( R A V ~ )  en présence de O ,  005 ng de CDNA 3 2 ~  td rep. 

Seu l s  50 '% de l'Am appartiennent au g6nOm dlAEV. Eh effet ,  l a  spécificité 

du cPxj\i~t?v ~ m i v t  de calculer l e  pourcentage d'AIW géncxnique d'AEv présent 

dans l e  mélmgc X.li (RAV2). Dans l a  figure sa, l e  cDPlA 3 2 ~  permet de 

visunli.scr appartenant à RAV2 ( la  p~wticipation des séquences homoloçfues 

3 w172 présentes dans l e  génom d l W  es t  négligeable, leur pourcentage 

d 'hyi~riclation étant trop faible) . 
Le r a p p r t  théorique des Crt 1/2 des deux ARN 

génorii-icpir.~ es t  de 0,75 (RFV possède 6.000 nwléotides son Crt 1/2 es t  de 

0,012 ~ x ~ f i - ~  e t  RhV2 ayant 8200 nucléotides son C r t  1/2 e s t  de 0,016 P.~<SYL-l). 

P e  raplm~tt des C r t  1/2 m2suré dans l a  f ig  5a étant de 0,71, nous en concluons 

qu ' i l  y a dans l e  mglange dlARN ailtant de molécules d'Am que ds RAV2. 

La figure 6c rrprésente la courbe de Cot du cDNAaev 3 ~ .  

1~e Cot 1/2 mesluré selon l a  techiicpe nise au p i n t  avec l e  cDNAenv es t  

de 7 , 5  IWSXL-~, ce qui confère une cornpléxité de 32- nucléotides à 

l a  séqucnce Ai3  s,+cifique. Cette valeur ajoutée aux 2300 nucléotides 

hm3l-y3es à MV2 confirme remarquabl~ii~~ent les  rncsures de t a i l l e  du génmc 

+ d'NW c~btenues au laboratoire (6000 - 600 nucléotides: . 
Nous avons vérifié qu ' i l  n'y avait pas d'erreur sur 

3 1'est:ini;ltion de l a  quantité de cDNA H introduite dafis l a  rGaction, (erreur 

c p i  ~ ~ 1 1 - r a i t  venir d ' une mauvaise estimation de 1 ' activité spécifique 

3 du cm&) cn mesurant l a  compléxité du cDNA H représentant l e  génome 

de rnV2 et syntlléi-isé lors de la transcription du n~élange d'niw d ' w  

(WV2) lxr ~'N.RT ~iolymérase. La compléxité obtenue (0,016 P~XSXL-~I es t  

tout 8 f a i t  confoxme 2 celle attendue pour un c m  reprEsentant l e  génae 

de m\T:? , C'est 5 di rc 8200 nllcléotides. 



3) --- Conclusions - Discussion 
Nous avons s6lcctionné le cDNAaev à ~ t i r  du mélange des 

3 
cï%R I I  dc d6pr.t: ut.ilisant des conditions d'hybridation et de sélection 

aussi clouces yue pssibles, pur éviter au maxbnm la contamination du 

cDMacv pzr dcs s<x;ucnccs non spécifiques. Ceci nous à pamis de dcharrasser 

totalcrrlc~lt le cDJT~-iev du bruit de fond liabituellement observé pur d' autres 

cDNA rxx d'autres auteurs (80) . Le cDNA obtenu dans ces conditions et 
traité par la nuclease S1 après une hybridation avec l'AIN 70s d'AEV (RAV2) 

est tout c'r. fait sp6ci.fique d'AEV. Ce dernier cycle de purification accroit 

son po>urcentage d'hybridation ~naxirrtium de 40 % . 
Nous avons égalmsnt déterminé la ccarpl6xité du cDNAaev en 

adaptant ime méthde de calcul iildépndante de 1 'hétérocjénéité de 1 'AET 

+ 
viral. La valeur de 3700 nucléotides (- 300) obtenue, p m e t  de penser que 

la siqucilcc spécifique du virus de 1 ' é~ythroblastose aviaire est suffisante 

pur constituer un, voire deux gSnes. Le cDNAaev est en myerule deux fois 

plus grai~ci que les cDNA spScifiques de fra.cjvIc3nts viraux dEcrits jusqu'ici 

32p et représentant un gène (80, 102, 18, 103). TE t ko in  interne cDNAtd rep 

intrduj t clans la réaction ainsi que la iwsiu-e indirecte de 1' activit~é 

s-ifive du cDNA, lèvent les mbicpités pouvant- exister sur cette valeur. 

Nos résultats orit été recmnt confirmés Lxir l'observation 

di-recte en microscopie électronique d'hybrides réalise.; entre de lfARN d'Al37 

et un  cl^^ long d' ALV (108) . 11 apparait que la séquence A n 7  spécifique 

+ est acijaccnte au fragin2nt du gens GAr, et continue sur 3250 (- 300) nucléotides. 

ihns une troisième p,wtie nous avons recherché llorigir,e de cette 

sfquence cm testant sa présence dans d'autres virions y campris chez les 

autres DLV et, en considérant sa pssible origine cellulaire. 





1) S+cificité des séquet~~es contenues dans l e  c m e v  

Une horriolgie entre différents l4P.N viraux e t  l e s  séquences 

contenues dans l e  cDNAaev es t  recherchée par hybridation moléculaire en 

colidi.tions strictes. Pour les  virus compétents p u r  l a  réplication l e  Crt 

atteint  es t  de 500 à 1000 fois l e  C r t  1/2. Pour les virus défectifs des 

leucémieç aigues nécessitant un h e l p r  pour se répliquer, l e  C r t  a t te int  

es t  suff j .sa~t  pour détecter les  particules défectives. (le r a p p r t  

ALV helpr/DLV est  déterminé par des méthodes de t i t ra t ion biologiques, ~t 

il varie sel02 les virus de 1/1 à 10/1). Les resultats obtenus sont résumés 

dans l e  tableau IV. Aucun des virus testés, (kSV, ALV, DLV) n'hybride avec 

le ciXZkev (0,005 ng de ccDAtd rep 3 2 ~  seivent de témoin d'hybridation 

dans chaque échantillon). Ces résultats, attendus pur les  ZN e t  ALV, sont 

t.rès intéressarits en ce c p i  concerne les DLV, car ils confirment l'aspect 

paxticulier de l a  bio1ogi.e du virus de l'érythroblastose aviaire. Tous les 

DL17 testés pssèdant une hmlog ie  avec les ALV, l e  proSlG.ne de 1 'origine 

de ces séquences particulières se pose. 

2) IIybridation du cDNAaev avec de ~ ' A D N  cellulaire -- 

Nous avons recherché par analogie avec l e  gène SIiC (68,69,70,71) 

si  les séquences présentes dans l e  cDNAaev l e  sont éc;ale~xnt dans l 'ADN 

c ~ l l u l a i r e  nonrïil. 0,02 ng de cDWev e t  0.005 ng de c D i  3 2 ~  td rep sont 

l~ybridés en conditions s t r ic tes  avec 200 pg p ~ r  point d'ADN cellulaire 

dc p u l e t  ou de cail le pendant des temps variables (fig 7a e t  7b). Les courbes 

a ins i  obteniles mntrent que ~ ' A D N  de cellules saines de poulet e t  de cail le 

contiennent des informatioils apparentées aux séquences spécifiques d'MW, 

2 raison d'me à 3 copies par g è n w  haploide. 

L'Ctude de l'évolution de ces séquences es t  menée en hybridcant 

da is  les I I ~ K I ~ ~ s  mnditions l e  cDNAaev avec 200 pcj par point d'ADN d'espèces 

;>nimiles dont l'ancêtre es t  de plus en plus é l o i m  phylogénétiquement de 





cot [m.= .l.'l 

Figure 7 a : Cinétique d'hybridation 
du cDWlaev avec de 1 'ADN de poulet 

( cDWev,o-ocDNAtd rep) 

F i w e  7 b : Cinétique d'hybridation du 
cDXAaev avec de l'ADN de caille. 

g -@I cDNAaev , e)-61 cDNAtd rep . 

Cot  [m.s.i.'] 

Figure 7 c : Cinétiye d'hybridation du 
cDNAaev avec de l'ADN de sawnrpur cette 
cinétique, le bruit de fond de iesistance 

résiduel des cDNA à la S1 (1 à 2 %) a ét 
déduit de chaque points. cDWev, 
0-8 cDWtd rep. 

Fl_alare 7 ; Hybridation du cDWev avec de l'ADN de vertarés. 
Cinétique dlhybrid&tion du cDlidAaev avec de l'ADN 4-6 S dénaturé de caille, de poulet 

et de s a m n  ; 200 pg d'ADN par points s.ont hybridés pndant des temps variant de 7' 2 50 h.en 
0,6 M NaCl à 68OC dans 25 pl avec 0,02 ng (1000 c p )  de cDPZlaev et 0,005 ng (2000 c p )  de 
cDNAtd rep. Toutes les valeurs sont corrigéeypour 100 % d'hybridation des cDNA (cDNAaev x 1,136 ; 
cDNAtd rep x 1,176). 



celui clu p u l e t .   es purcentagcs d'hybridation sont mesurés en conditions 

strictes e t  leç r&ultats obtenus sont résmés dans l e  tableau V. ILI 

ci~lCtique dt]-iybri&~tjori réalisée entre du cDWev e t  dc' l 'ADN de s a m n  

( f i.g 7c) mntrc que les faibles purcentac,l.es hybri-dation obtenus pour 

des iuiimux ayant divergés du poulet il y a plus de 300 millions d'années, 

nc sont p s  dus à unc absorption non spécifique du cDNAaev sur l'AD11 

etuclié. 1,e cL?EAactv hybride avec une cinétique, contrairement au cDNAtd 

3 
rep 321?, et l e  Cot 1/2 de cette cinétique est  de 3,5 10 ~wxL-', 

caractéristique d'une séquence présente à raison d ' l  à 2 copies par génme 

haploide dans l'ADN sC5ence unique (104). La f ig  8 résume les  résultats 

obtenus avec les  différents ADN pur les  cD?JAaev, sarc, e t  td  rep. La 

stabil i té évolutive des séquences SRC semble un peu plus grande que ce112 

des s&pcnces AEV, mais il ap;?arait que les séquences présentes dans l e  

ciBAacv ont une origine cellul-aire e t  font partie des gènes stables 

maint-enus au cours de 1 ' évolution. 

3)  Mesure de l a  themostabilit6 des séquences AEV cellulaire - ---- 

Il es t  intéressant de savoir si les séquences AIN presentes dans 

1'AIÀV des cellules saines de poulet ek les séquences virales (présentes 

clans l e  cDLXA) sont strict-nt identiques, ou présentent des mutations les  

mes r a p p r t  aux autres. On peut ainsi savoir s i  ces séquences sont 

échanc~ées entre l a  cellule e t  l c  virus au cours des rSplications successives, 

ou non, si elles ont été acquises par l e  virus ou par son ancêtre ... NOUS 

avons lmur cela nlesuré l a  différence de thems tab i l i t é  existant entre 

dcs hybrides AEi7 viral-AEV viral  e t  AEV viral-AEV cellulaire. 

La msurc de l a  s tabi l i té  d'un hybride à des températures crois- 

santes ~zniet de calculer l e  TM, qui correspond à l a  température pur 

laquelle 50 P, des hybrides sont dissociés. Plus cette valeur e s t  élevée, 

plus les hybrides sont stables, e t  à 1 degré de variation du TM cwrespoiid 

environ 1 Z de paires de bases mutées. (105, 106). Le TM des séquences 
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pui-mbnt viral-es est obtenu par la mesure de la themstabilité d'hybrides 

ri>al i~[ç e n t r e  de l'ADN dr6x-ytl-lroblastes transformés p- AEV (RAV2) et le 

cIX;rwf~v ( f i9  9). 

di.ff6rence de pl-ateau obtenue au maximum d'hybridation observe 

~m:~i- m s  deux AIN (65 % ADN érythroblaste, 35 % ADN rlormal) provient de 

l'intiqi-al-ion d ' l  à 3 copies d'ADN proviral d'Al37 dans le génome des 

c'rytkrot~laçteç infectés. 

Lcî différence de 'ICI existant entre les séquences A .  cellulaire 

ct I'JW virale est de 3-4°C. 

Il y a donc 3 à 4 % de pires de bases mutées entre les séquences 

viiiales et cellulaires , ce qui est très compzirable aux résultzts obtenus 

avec Ie c:DqAsarc (71) . Il n'y a pas d' échange entre les s-ences AEV 

sflci.fiyueç virales et celiulaires, mis il est curieux de constater que 

Le IL~!'F, TM est obtenu pur des hybrides AEV cel.lulai~re-cDNAaev et les hybrides 

formés entre 1c c m  3 2 ~  M rep et le g 6 n m  du virus RAVO présent dans 

1 'N?X des ~ioulel-s non virgmiques. Or, le cDW 3 2 ~  td rep qui f o m  les 

hybi-ides testés avec KAVO, est s~mtihétisé à p t i r  de 1'ARN g6nomj-csi;e d'un 

W .  On mesure ainsi le pourcentage de mutations survenues dans un génon~ 

viral à pxt-tir du m n t  ou RAVO s'est intégré dans l'ADN de l'hôte. L% 

effct, de récents résultats ont montré que le virus RAV0 s'était i-nt-@ré 

ilon pas d-iez 1- 'ancêtre du pulet, canne on le pensait jusqu'ici, mais 

dcins lc ipulct lui m k ,  doiîc très "récement" (77) . C m  cette variation 

est 1 A n e =  c p c  celle qui affecte une séquence cellulaire acquise par 

un y fiiicxE viral (en 1 ' occurence AEV) , il est permis d c penser que 1 ' acqui.- 

s i t i~n  de ces sEquences par un virus exogène et l'intégration de RAVO dans 

le c~61icx-x: hôte sont à peu près contciiiporaines. 

Afin  c3c préciser si la totalité des s&pence Am7 spécifiques 

prl".i;trr~tcs clanci lc c ~ A ~ ~ ~ ~ J  se retrouvent dms l'Am cellulaire, et si 

1 1 < ,:: c i  sont transcrites nonimlme~~t, nous m n s  recliercl-ié une hybridation 

cnt  1-t' 1 "v de C C ~ ~ U ~ C S  sai neç et n0t:l-e sonde. 
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Figure 9 : Mesure de la tl.iermostabilité des hybrides ADN-TDN: crXXAaev - AEV viral, et -- 
cDNAaev - AEV cellulaire. 
L'ADN extrait d'embryons de pulets ou d'6rytluroSlaçtes 6 C2, 4-6 S I  dénaturé (2 r y )  
est hybridé à un Cot de 2104 MxSxL-1 dans 200 pl, en condi.tions strictes (0,6 M NaCl; 
68"~) avec 24000 cpm (0,5 ng) de cDtaaev. Après 48 h d'hybridation, chaque lot 
d'ADN hybridé est mélangé avec 2 IIKJ d'ADN de poulet ayant hybridé avec 0,05 ncj 
de cDNAtd rep à un Cot de 2104 YESXL-~ , afin de possèder un t a i n  interne de 
dissociation. Le mélange est ramené à 0,3 M NaCl, repartis en microcapillaires de 
80 pl scéllés à la flamme et incubés pndant 10 min 2 la ixm@?rature de diszociation 
désirée. k purcentaqe Cle cPlïA hybridi. est cl6texniné par l'action de la nucléase 
S1 d ' aslxrgillus orizae . O+ cDNAaev, ADN de plilet sain ws cDWev, ADN d ' érythro- 
blastes 6 C2 ; 0.a cDLWtd rep temi n interne de 1 'PDN de poulet, &P.@ cCNAtd Lep 
ten~in interne de l'ADN d'érythroblastes 6 C 2. 



4 )  ~r,-i~~cription des séquences - AEV-cellulaires 

cinetique d'hybridation réalisée avec des concentrations 

d<crois:;atcs (1:4) dfNU,l de fibroblastes de caille (0, 77 mg au pint A) 

et 0,02 ng c m e v  (fig 10a) mntre que les séquences homologues cellu- 

laires sorit tl-anscrites dans ltARN 2 raison d'l à 2 copies par cellule. 

Toutcs les scrjuenceç ACV spécifiques présentes dans le virus le sont 

6gal.mnt h s  la ccll.ul.e, et la différence du purcentage d'hybridation 

~:~cür.imale o!xewCe entre le cDNAaev et l'ADN cellulaire d'une part (32 3) 

le cDNAilev et 1'NW cellulaire d'autre part (90 % )  peut s'expliquer par les 

4 % de bases mutées existant entre les séquences AEV virales et cellulaires. 

En cffetf lors de l'hybridation réalisée entre le cDNAaev et ].'ADN cellu-- 

laire jl existe une réassociation des brins d'ADN de plcarité différente 

qui est concon~ttante de la réaction d'hybridation et qui limite forcenanent 

celle ci (71) . Or, les brins AEV cellulaires (-t) et (-) ns sont pas rncités 

1 ' un par rapport à 1 ' autre. Le brin (4-) qui hybride nomal-emnt avec 

le cDNAaev (-) , aura tendance à se réassocier préférenctiellemat avec 

le brin cellulaire de plarité opposée. Ce problh ne se pse évidamnt 

ws avec les AtW, ce qui accroit le plateau d'hybridation. 

Le tableau VI rapprte les résultats obtenus pur des ARN de 

différente provenance testés avec le cDNAaev à 30 % d'hybridation. Ces 

sGquences sont qrin16es dans toutes les espkes avizires et les différences 

de C r t  obtenues p u r  30 % d'hybridation semblent réfléter plutôt des 

diffGrcnces de qualité d ' m  que de transcription des séquences. 

Les cellules infectées par AFV, soit accompagné de son helper 

WiSZ. am- dans les Llythrohlastes (souche 6 C 2 ) ,  soit sans helper u>m 

dcms les cell.ules non prductrices NP , cxprimilt les séquences virales 
75 

s1~5cifiques ;'i un taux 200 fois supérieur à l'expression de l'Am endogène. 

ILI figure lob représente la cinétique d'hybridation réalisée 

cntm ~ 1 ~ 1  cDNna;lv (0,02 ng) et de ~ ' N W  intracellulaire total des NP75 
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Figure 10 : -- Cinétique - d 'hybr idat ion du  cDNAaev avec de  l'Am c c l l - i ~ l a i ~ - ~  --------- --- 
Figure 10 a : 0,02 ncj (1000 cpn %.crure 10 b : Cinétique dl.hybridatioi-i -- 
de cUlÏîaev et 0,005 nq (?OC0 cyxri-de du. cDNkaev avec de 1 'Am c e l l ~ d a i r e  
cDPJAtd r e p  sont  hybrides d m s  20 pl en 
O , G  ?I NaCl à ( 2 ° C  avec des concentra t ions  
décroissantes  d'PPN de caille (1 : 4 ,  
0,77 mg au p i n t  A) pendant 43 h.  LI 
p u r c e n t a g e  d 'hybr idat ion est déterriiiiié p a r  
1' a c t i o n  de  la  nucléase S1. L 'hybr idat ion 
avec 1.e cDNPsarc est r é a l i s é e  dans ces 
mêmes conditi-ons ( X  - =+'a). 

t o t a l  des  c e l l u l e s  NP75 non productr ices  
d'N-33; 0,02 r.g d e  cDN&evo.-@ e t  0,005 ng 
de cDNAtd r e p ~  s o n t  hybridés en  
condit ions strictes dans 7 pl  p n d a n t  25 h 
avec 0,075 ng dlA_TW c e l l u l a i r e  t o t a l  au  
point A. (dil.u-i:ion 1 : 4 )  . L'analyse des  
hybrides est f a i t e  p a r  la  nucléase S1. Les 
p u r c e n t a g e s  d ' h j b r i d a t i o n s  sont  no11m- 
lisées : cDNAaev x 1,13(i,.cn:uAtd r e p  x 1,171 
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f i b r o b l a s t e s  s a i n s :  
P O U L E T  

C A I L L E  

F A I S A N T  

c e l l u l e s  n o n  p r o d u c t r i c e s  
t r a n s f o r m e e s  p a r  A E V  : 
N P  75 

c e l l u l e s  p r o d u c f  r  i c e s  : 
E R Y T H W O R L A T E S  6 C 2  

A  E V ~ R A V Z I  

Tableau VI : 1-Iybridation du cDîmaev avec d i f f  f rentsAJJW aviaires  - : 
--- . 

2000 c p  de cDP&aev et. 2000 c p  de c»NAtd rep sont hybridés en conditions strictes dms 
27,91,  pendant 43 h avec des concentrations vari;rbles (1 : 4 ) dlARN. 
Au p i n t  A : ca i l l e  = 0,775 rrg ; pigeoa = 0,425 mq ; poulet = 0,525 mg 

faisant = 1 , 2  mg. Le C r t  e s t  l u  p u r  30 % d'hybridation af in  de 
corriparer les résul-tats obtenus. 



(0,075 *J au p i n i ;  A).  hybridation obtenue au plateau est totale, ce ~i 

indicpe mut-ps lés séquences présentes dans le cDNAaev le sont aussi 

d;ins l l m  cellulaire des NP 75. Ces cellules provenant.dlun clône 

trcmsfod p r  une seule prticule du virus de 1 'érythroblastose aviaire, 

(5 ) ,  cc! rcsultat nous confim que le cDNAaev ne contient pas un mélange 

ch sécpcnccs d'origines différentes, mais bien celles du virus AEV. 

5) Discussion - Conclusion -- 

k s  s6quences présentes dans le cDNAaev sont spécifiques du 

virus de l1@ryt3u-oblastose aviaire, et ne se retrouvei-~t chez aucun autre 

virus X V ,  ALV, ou DLV. Ces séquences hybridefit totalement avec 1'ARd' 

des cel1ul.e~ NP 75 non productrices dlAE'V, confirmant que le cDNAaev 

représente uniquanent les séquences présentes dans ce virus. Ceci pose 

le probl6m de l'existence de séquences sficifiques différentes au sein 

des autres DLV. D. Sheiness (80) a mntré que le virus MC29 pssédait 

6galul~nt une s@uence spécifique de 1600 nucléotides de long, ce qui 

s'accorde bien avec l'espce laissé dans le g é n m  de bE29 par les 

séquences comnunes avec les AI;V, 

Or, la pathologie de ces deux virions étant tr-ès dixférente 

(W affecte la lignEe rouge, F r 2 9  affecte la lipée blanche) il est 

tentant d'impliquer ces séquences spécifiques dans leur pouvoir transfol-rmnt 

particulier. 

Les s-ences spéficiques d ' A .  sont d'origine cellulaire et sont 

transcrites nonmlmnt à raison d'l à 3 copies par g 6 m e  haploide. Elles 

pssède 3 à 4 % de bases mutées par rapprt aux séquences cellulaires de 

pulet, et la dive~qence phylq6nétique des espèces rend compte des faibles 

1mL11:centages d'hybridation obtenus avec les ADN de différentes origines : 

plus l'animal testé est éloigné du poulet plus les séquences analysées 

ont mute et plus la rEassociation S'emp1-te sur l'hybridation. Toutefois 

la cini.l;i(iue d'hybridation obtenue avec l'ADN de s a m n  en conditions 

strictes ci ' hybridition et d' analyse pemet d' éliminer 1 'hypothèse d'un 



a p r i c s n ï ' n t  non s15ci.f ique du cDNAaev. 

IES f;lfavclux que nous avons réalisés sur ].es v i n s  défectifs des 

IcucGnics aigues c t  plus particulièremnt sur l e  virus de l'érythroblastose 

nous ont p c m i s ,  de dresser l a  carte physic~ue complète de ce virus (f ig 11) 

ct cle preciser les points suivants : 

1°) Les DLV sont appaentés aux ALV, de façon 

variable selon les virus, mais sont défectifs dans tous leurs gènes, ce 

qui rend compte de leur incapacité à se répliquer seuls ( l e  virus OKlO 

est  capd~le de s'encapsider, mais ne possède pas de plyrnérase active e t  

les particules &nises ne sont pas infectieuses). 

Cette homlogie p s e  l e  ~robl.&'~~e de leur pthologie 

c0ix1plw;c (leucémies aimes e t  tumeurs solides variées) t rès  différente de 

celle des ALV OU des ASV. 

2") tous les  DLV psçèdent une séquence suppl&;~ntaire, 

l ' h m l q i e  existant avec les ALV es t  insuffisante p u r  constjtuer tout 

l e u  génome. 

Cette sEq_ience, tout au mlns p u r  AEV e t  -C23 est  

toisal-e~~~nt différente, e t  doit être adjacente à la  s-ence GAG de ces 

virions, cc qui p m t t r a i t  d'expliquer 1.a présence du polypeptide de 

stnicture GAG-X decouvert dans les  cellules non productrices de ces virus. 

Le virus de l'érythroblastose aviaire possède une 

s<.cyucnce spécifique de 3700 nucléotides, ce qui est  suffisant p u r  

cm11st:ituer 1 ou 2 gènes. 

3') ces s-ences (AFV) sont d 'o r ig in~  cellulaire 

fa~.n:r? l e  gene ShC) e t  présentent 3 à 4 %de bases mutées avec leur 

I ~ m l a - l e  ct.l.l.ulaire, mais il es t  actuellement impossible de préciser l e  

r6lc dc ces mutations. 





La stabilité de ces s@~ences le long de la chaine 

<.vollitive désic~ne corn  jouant un rôle i m p m t  dans le fonctionnmnt 

cellulaire. 

Or, nm7 bloque la différenciation des érythroblastes 

ii1Ecct6ç ; il se pourrait donc que ces séquences F;EV cellulaires 

iriicrviennent normalerrent dans la différenciation de la lignée 

61ytJu-opiet ique . 

Cette hypothèse est étayée par l'obtention récente 

d'  im mutnnt d' AEV (le ts 34) (107) qui est themsensible pour le blocage 

dc la clifférenciation des érythroblastes ; à t-rature non prmissive 

ceux ci se différencient en érythrocytes, ce qui impl.ique un produit viral 

dans le blocage de la différenciation. 

Il est interessant de constater que tous les DLV 

agissent en bloquant la différenciation de leur cellule cible ; tous ces 

virions pourraient être nés par un m % : ~  processus de reconbinaison, 

soit au mj-veau de l'ADN, soit au niveau de l1ARN, entre le génome 

d'uil AL\' et des gènes cellulaires réplant la différenciation des diverses 

1ignEes hhtopoietiqucs ; introduits dans le système sanguin les produits 

de ces gènes il~duiraient spéciE.i.quenent des leucémies aipes, introduits 

dais d'autres tissus (tissus conjonctif, épithélial ... 1 ils provqucraient 

des cl6sorElres cellulaires aboutissant à la transfomtion néoplasique de 

ceux ci. 

Les differentes hypthèses formulées à la suite de 

ce travail nécessitent d'être approfondies, notanunent en caractérisant les 

s~cifiques des autres DIX, et en étudiant leurs propriétés. 

Le rôle des séquences AEV spécifiques doit être 

pre:.cisE cn recherchant et en créant d'autres mutants d ' m ,  ainsi qu'en 

csc~ i in imt  l'organisation des séquences AEV cellulaires au niveau de 1'ADPJ 

nons21. 

De mêne ,  l'obtention d'une hybridation non néqli- 

q c ' ; d ~ l ~  et sp~cifiqw entxe le cDNAaev et 1 'ADN de m m u f  ère nous incite 



5i tenter de rechercher un taux d'expression accru des séquences AEV 

~l].ulnires cians 1'NW des érythroblastes 11mnains provenants de malades 

a t t e i n t s  de leucémie érythroblastique aipe. 

Ces maladies très rares, s'apparentent en effet 

étroitarent aux érythroblastoses aviaires dans l'expression de leur 

ptholocjic et, si les séquences AEV cellulaires sont responsables du blocage 

de la c~iLférenciatioii des érythroblastes en érythrocytes, il doit exister 

un taiw d'exprcssioi~ accru de 1'ARN messager des séquences Arm cellulaires, 

détectable à 1 'aide de notre cDP?Aaev. 
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?fhyee ne.rJ t'ÿrpg~ 64f viral orri;cogcne OP eellulay 

M. Rot~ssel, S. Saule, C. Lagroii, C. Rorir::~crrs, H. Be~ig*, T. GrnE* & D. Steiielin? 
ISSEK.\l,  0n:oloçie Moléculaire, Institut Pasteur de Lille, 15 rue C. Guérin F59000 Lille, France 

*Insiitut f i ir  Virusforschung. Deutsches Krebsforschungszentruni, Im Neuenheimer Feld 280, D6900 Heidelberg. FRG . 

Îl ie K N A s  of sccen rep1icariu;z-defective lerikaernin virus 
( B L V )  s!r<?itls cot~taiti rhree types of ~ctziqire seqnenccs, 
ir.liich correln~r ir.ii11 [lie cnpncity of n given virils strain (O 
rntrisfonn cryrl~rol>lasrs, tnacroplrage-likc cells and 
~?iyclol>lnsrs, rrspectit.rly. Tltese seqrtenccs, remzed erb, 
rtiac «rtti  inyh, I11zr.e thcir corrtiierpnris in the tiormal DATA 
of a ~'i(ltr art0 rricinit?rnliari siwcies. Our resirlts iiriiicale tlrnt 
IJI ,  \'s rtvprr.rc?iit recottihiricztir.s hcriveen n cotnrnotr 'vector' 
ri~l<iti.d IO n ch ickct~ ericiogc~~orrs virus and one of three types 
o f  ccllirlclr I:clrte possibly in colved itt haenintopoietic 
tiil;te.rt.rr rici iiori. 

Os the h n s i ~  oi thcir oncojierii~ propertics, avian retroviruses 
arc nssigncd io eitlicr of two iiiajor classcs. Of riiany cliarac- 
icriccd ri:itiii.al licld isol:ites, niost (non-dcfcctivc avian leu- 
kncniia virii.ics, or t2LVs) are  'wcakly oncogcnic' arid cause 
pr~.c!ornin;it~tiv 1yrnpli;itic leukricniia after a latei-icy period of 
ii:oiiilis to yc.irs following irioc~:i,:tioii iiito susceptible strains of 
çliickçrrs. 'l'lir Al,\'s iiiost frcr,ueritly occur as iiideperident 
ir):ciits rc)iit;iininh: ;il1 the gciietic iiilorniation rcqriircd for viral 
r~cl) l i~- .~t~an.  I r i  coritrast, sevcral avian rctrovir~iscs are highly 
c ~ r ~ < r ~ ~ : c r i i ~ .  citiitiii': tiiscasc aftcr a lateiicy period of days t o  
kvrcks. 'I'licw iiiiliidt [lie rcl)!ication-cornpeten! nvian sarcoma 
\ i c i i w s  t AS\'\. or I<oii.\ siircoiiia vir iises) \vliicli rciirlily inducc 
s.irioiii;is i ~ i  hiirlrcpiitilc t)it.ils aiid tr.aiisIorni libroblasts i!l vitro, 

and also the replicatioii-defective leukacniia viriises (DI,Vs) 
which require Iielper ALVs for propagation in cultured cc:ls (for 
review, sec ref. 1). 

The seven available indepeiiderit isolates of DLVs have been 
assigned to three subgroups based on tlie types of neoplasm they, 
induce and on tlit- differentiation plieiiotypcs of haeniatoi>oietic 
cells they traiisforrii N I  ~:irro'.~. (1) The avian crytliroblastosis- 
type viruses (AEV strains R and ES4 are probably ideritica13) 
induce erythroblastosis in oit:o and transform erythroblasts in 
virro. (2) T h e  avian inyelocytornatosis-type viruses (hlC29, 
CMII, OK 10 aiid hII-12) transforin niacrophage-like cells in virro 
aiid soine strairis intluce niyelocytomatosis iti cico. (3) The aviaii 
myeloblastosis-type viruses (AblV rtrid E26) inducc myeloblas- 
tosis in uivo and transforn~ mycloblasts in vitro. AEV can also 
induce sarconias and transforn~s fibroblasts iti virro, arid XfC29- 
type viruses can iiiducc carcinomas and occasioiial sarcomas and 
transform epithelial cells and fibroblasts itz oitro'.'. In this report 
we have irivestignted wliethcr thc oricogenicity of these viruscs 
could be rclatcd to the prescncc of specific nucleotide sequences 
in tlieir genornc. Such a relatiûnsliip wo~ild iniply tliat part o r  a11 
of tliese specific scqucnces represent ncw viral oricogencs. 

DP,Vs are relatcd to non-defective 
avian Isvukae~rnia virinses 
DL,Vs werc oi 1giii:illy isolatcd from chickens in association with 
thcir natiiral replicntioii-compctent Iiclper viriiccs bcloi i~ing to 
tlie AI-V ).,rollp. Atreiiiptç to coinplcincnt DLVs w:tli helprr î  
iinrclated to ALVs have laile(!'. A po\sil>lc Iion~oloi:y I)ctwccri 
certain gcnorilic scqi~cnces of thc DLVs aiitl ALV gcrics' ' was 



- ...P.,-- ,--- ,--- 
-.r.----- b ( 1 )  lijbridt\.tiion DLV specilie 

(2) Sclçciioii for s5 cDNA cDNA 

Fie .  1 Sctictiie for the prcr)ai-ation of DI-V-specific cDNAS. 
Clor~cd A!;\: ( f<i \V-2)  and iZfC29 (RAV-2) pseudotypes, 
ot~tainc.J Iry ii.Fciitng tlicrc viruscs witli KhV-2 froiri cloiied non- 
pro:luccr frtiii)bl.i\ir. tr.ibrc pro;la!:;cted i i i  chickcri fibioblasts. Viral 
RNA% \ rc ic  c~triicied froiii ilic pcllcted viriiscs, tlicn traiiscribed 
iiito I:il-~cIIr~i cl)S/\ iivrig iri ~sirro reverse transcription with 
purificd AMV reverse trniiscriptase, ' H - ~ ~ T P  and unlabelled 
dC1'P. d(i.l'i'. dA'T1' aritl crilf thymus p:iiiiing: In a negative 
sclection 5icp edch cDSA niixtiirc wns Iiybridised to an excess of 
RNA cxir;rcrcd froni LIA\'-2 grown separatcly. Single-strarided 
DL\'-sp:.cific cI>SAs tvcrc thcn isolatcd aftcr fractionation on 
hydrory ;ipatir!:. ASIV-spccific cDN A was prepared in a similar 
way. tliit usiny, RSA of Ah IV  (Iiclper) pscudotype obtained from 
the pl35rll3 of iiifccicd chickeii~, and a mixture of ALV helper 
IWAs extractcd frotii RAV-1. RAV-2 aiid MAV-2 (O) viruses for 
the sclcciiori. Son-hybridisable radioactivity usas eliniinated from 
the cl)N/\s by a posi:ivc sclection with tiomclogou: RNAS' (no: 
s ~ o H . ~ ) .  Spr'cifiea~tiviti~sof tlie ' f l - c D N ~ s  were - 50 x 10'c.p.m. 
pcr pg. I>ciails of ihesc cxperirricnts will be described elsewhere. 

invcctigi:icd by testiiip, clones of avian celis containing the  D L V  
pro\ i tu< v,itliout its help:r. Siicli cells, usually uiiable t o  produce  
virils6. siil1 corif'iin sc iera l  RNA transcripts o f  t h e  D L V  pro- 
virus. \\'c tcsted wiiolc R N A  of such notiproducer celis, using 
molecular t i)brid~sarion wirh labelied probes represent ing  a 
hoinogcncoiis trariscript of ari AL,V, td Pr-U (cDNArep) ,  o r  of 
tlic src gciic of ASVs  ( c l l X . ' i s a r ~ ) ~ .  'Table 1 indicates tha t  al1 t he  
DI,\.' gcrionics tcsted coritain ALV-related nucleotide 
scqiicnccs i t i  ci~!icrent atiioiirits (26-77%), but lack the  src gene 
of ASV9'".  fIo!vcvcr, tlic drtccteci hornology t o  A L V  cannot  
accourit for ttic entire jienctic content  of tl.ic D L V s ,  which al1 
corilairi G.000 -S,000 riiiclcotides in tlieir 78-34s g e n o m e ' i ~ i 2 .  
Thus,  tlicsc i i r u w s  may contairi sets of nucleotide sequences  
uiirelatcd ro ALVs. 

\Vc Iookcd f o r  spccific sciliicriccs by analysing t h e  proto type  
strairi of c:tcli of 111s tlircc 1)1.\' sitbgroiips, nainely A E V ,  MC29 
and AS!!'. C'l~)rie viral strairis urere  obtairied fo r  A E V  arid 
MC79 1)). si~pcriiifsctiori of riotiproduccr cells with t he  p laque-  
purificd ti~.lilcr \.irus IIAV-2. 'l'lie rescued viruses were  tlien 
tcstcd for iIicir ontojiettic potetitial iti oitro (using t h e  b o n e  
iilatrow finnsforriiatioii ncsny2) a n d  propagated in chicken 
eryrhriit~l.i\is ( f i i f  Al:\') or  cliickcii libroblasts ( for  biC29). 
Ahi\:  \\.;is otliriii~cd irt tiigh yields frorii the plrisma of irifected 
cbickcrrs. 

T h c  p t ~ ' i ~ n r ~ t i « r i  of sprcific CDNAS of these viriises (Fig. 1) 
was h i t ~ i i l ; \ t  t t ~  t!il* sc!cc t i~ t i  of cI>Nt\ specific for t h e  src gene  o f  
AS\'sa. i.I)S:\< i ) f  Af IV, LfC'.?!) :\rid A h l V  wcre selected s o  tliat 
t h ~ y  ci~ii ld \:il1 li\lirii!isC 10 tlic\ir 1 t N . 4 ~  of  origiii, bu t  net t o  t he  
RNA of ttic tit.l;,cr viriiscs iisi.tl t o  grow ille viril1 s t c z k s o r  a i i yo f  
1 1 ) ~  ot)i:'r i \ I  \ ' t c  Ii.\i~'if. I'hc.;t' slicçific cl)NAs \:.sre dellotcd 
FI)NA.I( .I  f i i f  r\\i\'. i.I)S:\~iicic) [or hIC29 (yc[. 13) alic\ 
c.f)Sh.ii:i\ i t ~ r  ;\JI!'. 
1 tic r!i*.!l t ! b i r i i r ~ i i  \ i r ; i i  iiiicli.ciii~l~ sc(luci1cr.s related tlicsc 

npciitis i'1)x;\< \ \ . IS  c\plt)rc.rl t iy Iiyl~ridiçin~; iIicili a ;  platcaii  Cr[ 

T a l ~ l e  1 DI,V gcnornes in nonl)roduccr cells arc rclated Io AI-Vs 

Antiealing 
DLV Type of (O/O SI resistaiice) with 
strain nonproducer ceIl cDNArep cDNAsarc 

AEV chicken fibroblast 28 < 3  
MC29 quai1 fibroblast 45 C 3  
CM11 qiiail fibroblast 41 < 3  
OKl0 quail fibrot~last 77 < 3  
MH2 quail fibroblast 3 2 < 3  
AMV ctiickcii myeloblast 50 < 3 
E26 ctiicken myeloblast 36 < 3 - 

Total RNA was extracted froni the difierent avian tionproducer cclls 
and hybridised iii stringent conditions (25-&I aliquot containing 1- 
10 mg ml-' RNA, 0.6 M NaCl, 68 OC) with cDNAs (1,000 c.p.ni. per 
point =0.02 ng) to plateau C,r valiies (defined as 10x  the C,I,,~). 
cDNArep aiid cDNAsarc were prcpnred as describcd earlier3, but using 
calf thymus-prinicd polymerase reactionsi! Hybrids wcre assayed by SI 
nuclease. No correction for the expression of endogciious RAV-O o r  
cellular sarc was niade as they gave valites below 3% in each case. 

values t o  sevcral  viral R N l i s .  T h e  results (Table  2) allow se: ora l  
conclusions t o  b e  drawn.  First ,  t he  c D N A s  testcd are  specific f o r  
t he  DLVs used for thc i r  p tepara t ion .  Second,  they r ep re sen t  
distinct sets of sequences,  unic la ted  to  each otiier by cross-  
liybridisstion expeririients, a n d  third, c D N A m c 2 9  shovis c,.ten- 
sivc hornology to RNA of ChIII, OKlO and  EIIJ42, a s  d o e s  
cDNAarilv t o  E26 R N A .  A s  will be  described elsewlierr ,  tlie 
tliree c D N A s  esliibited exactly the  saine spccificity n hen t e s t ed  
with cellular R N A s  ext rac ted  frorti nonproducer  cells, f u r t h c r  
dcmonst ra t ing  that  the p iohes  indeed detec t  sequences specific 
fo r  t he  three  t )pcs  of D L V .  

T o  iiivestigate the  origin of t he  DLV-spesific sequences ,  
D N A  extractecl froni nornial  avian celis was  testcd for its abil i ty 

Fig. 2 DLV-spccific sequences have their coiitcrparts in normal 
cliicken DNA. Aliquots of I l  -clriy cliickeri ernbr-yo DNA (200 
per poirit, shcnred to.4-6s) werc hybridised witti tlie dillcrerit 
specific cDNAs (1,000 c.p.111. pcr point = 0.02 rifi)  iii s t r i n~cn t  
conditions (0.6 M NaCl, 6 s  OC) n t  increasing Cor v:ilues. ffybrids 
foirned wcrc tt-stcd for tlicir rcsistarice to S I  çiidoiiiiclc;ise. @-Ca, 
cDNAacv; A---A. cDNAnic20. 0-0, cI)N~\acii\,; ---- 
cDNAsarc. Siriiilar resiilts wcrc obtaincd with nornial qiinil 

enibryo DNtZ (not shown). 



Tahfc 2 1 ) l . V ~  cnntain uriiquc nucleotide scquericcs 
------ ----- 

Anncnling (Y' Si rcsisiaricc) with 
RNA dcrivcd Iroi~i cDNAûcv cUNAmc29 cl3NAairiv 

AEV 

MC29 < 3 
CS111 c 3 
OKlO c 3 
hfll2 < 3 

ALV hclpcri (control) < 3 < 3 < 3 .  -- 
Viral 50-70s tiNAs wcre extractcd aiid hybridised to plateau C,t 

ralticr ( > 10 S1 s 1 -  ' )  in siringent conditions (0.6 hl haCl, 68 OC) with 
illc spcc~fic cl>N..\s ( 1 , O O O  c.p.m. per point = 0.02 rig!. The hybrids 
forrncd were testcd for Ç, nuclcase resistai~ce. Results obtaincd were 
staitdardiscd to thc valucs of tlic honiologous rcaction. bi~ximum 
h>l~ridisation of cDSAacv with AEV RNA was 95%; that of 
cl)SAn:c29 w i t h  SIC29 KSA 90% and tlirtt of cDXAamv with AhIV 
RNA 95%. The I)I.Vs rcsted werc cloricd pseiidotypes with RAV-1 or 
RAV-?  Iiclper ,kI.V, witli ttic cxccption of AMV arid E26, w'nich were 
not cloncd. l ' t ic AL-V hely>cr IWtZs testcd as controls werc obtained 
fror>i K:\V-1, RAV-? ,  RA\'-49, RAV-50, MAV-2 (O). Ïïie nuinbers 
boxcd iiiciicate the iniportant homologies. 

to Iiybridise with cDNAaev, cDNAinc29 and cDNAainv. Figure 
2 sho\\,s tliat al1 three typcs of seqiiciices have their counterparts 
in normal ccliitlnr cliicksn DBA and, as  judged froni the C0[1/2 

vzliics, that thcy are presciit in tlic rion-repetitive D N A a t o i i e o r  
trvo copies eacli pcr haploid gcnonie. The low plateau values 
observed in Fig. 2 are dile to the cornpetition of D N A  reas- 
sociatiori v:irli the DNA-cDNA hybridisation reaction; tran- 
scril~lioii analyses (sec belois) show that niost o r  al1 of the 
sj>cciiic seqiienccs are present in normal chicken DNA. Results 
obtciined ~vit!i niolccular hybridisation in liqiiid phase in 
striiigcrit conditions show tliat the bulk of the rion-repctitive 
cl~icken DNA sec.iiieiices tiave been lost relativciy rapidly during 
evoluiiori: label!ed chicken iiniqce sequence D N A  barely 
aiincals (Fig. 3) to the DSA of species froni another genus. For 
cxarnplc, qiiail aiid chickeri, whicli probably evolved from a 
coiiimon ailcrstor soine 30-$0 hlyr ago, have DNAs that share 
less thnri 35% Iioinology \viieii cross-hybridivd (Fig. 3). 
Siriiilnrly, Al-V-rclnted 'virogcrie' seqnences have recently been 
shown to bc absent i i i  sonie spccies of the G a l l i f o r m ~ s ' ~ .  In 
coiitrast. ccllii!;ir sequerices related to  cDNrlaev, cDNAmc29 
and cDNhnrnv Ii:ive bcen liighly conserved throiigliout the 
phylogeny of thc higlicr vertebrates. As also shown in Fig. 3, 
tticir 'evoliitiorinry Inlf livcs' are corilparable to those of known 
s t ~ b l c  geiies siwli as globin or ovalbumin. l'hc latter values 
resernb!~ thoscs obtniiicd car-lier for the transfoririiriggene src of 
,,~'c 'si ' . i :  and agrcc \\.itli the restilts recently described for 
hlC'29 b y  Sticiticîs ct (~1.". 

As norrii;il cclls containcd riuclcotidc sequences related to 
t i i~lily trnrisforrniii~: virliscs, we stiidied ttie rate of transcription 
of such scqticncc>s. Total R N A  estracted froni nornial cliicken 
(01 (1unill iibrot\l.\~ts was liy!-ii.idised to  tlie diffcrent specific 
cl)SAs. i:ri:i~rc -1 SIIO\VS tlint these sequeiices are al1 transcribed 
af n loir. Icbcl (ii fetv copies pcr ccll!, as previously foiind for the 
est~rc\sion of "cc1liilnr snrc" (rcfs : r i ,  19). Cclliilar sequences 
rr?.ilctf to c l )Sh; \cv  arc transcri!>cti nt t\tlo o r  tllrcc copies per 
CC\!; ccîiui;\r scqi:t:nces i.c\:itcd to  cl)NA11ic29 art: reprodiicibly 
r \ lvcrwti  ,tt a I~i!:licr I t S ~ c l  (5-10 c.opies pcr ccll), as Slieincss et 
ttl.'' fotiri~f. 111 ~ ~ ~ I i t r n s t .  C C ' / [ I I ~ ; I ~  sc(Ilrencçç rclntcd to c ~ N A a i r l v  
;ire lr.iii.;zr i!\i.d . ~ t  Ioircr Ievcls in lil)i-«bl;ists (one copy pcr tell), 
A\  Ç - l i i  1 3 ~  >r.Cli Il l  f'l!:. 4, riIl tticsc ccllitlar scqiic.ii,-es rcacll 
~ ~ I - I i ~ ' ~ i t i  I ~ ~ ! i ~ i i ! t ~ ~ I l i O i i  L - I I ~ I C S  CIC>SC t~ l()[)';&, ;iild rililst t]lcrcfore 
1.12 ~ ~ \ ~ t i ~ l ~ i ! ~ ~  f l i l l y  rCl~iC~~litc:i il1 iiortii:,l cclluinr ,liiclcic acids. 
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Our restilts sliow that al1 scveii dcfc.ctivc Iciikaciniz viriises 
studicd coritain part o r  al1 of one oiit of tlirec dificreiit scts of 
specific nuclcotide seqiiciices coniplenientary to  cL)NlX:icv, 
cDNArric29 o r  cDNAamv, whicli tiave tlieir couritcrpnrt in 
noriiial cclls of higher vertcbiates. Norie of thcse seqiienccs is 
related to tlie traiisfoririing gene src of ASVs. Althoiigli it is iiot 
understood how recombinants between ALV seqiiericcs anci 
cellularly derivcd sequences cari acquire oncogeriic capacity, 
several indications favoiir the hypotlicsis tli;it tlirec spccific 
transforrning genes, tcrnicd erl), inac and 1try6, arc detectcd by 
cDNAaev, cDNAmc29 aiid cDNAamv, respectively. (1) Thcrc  
is a strict corrclatioii bctween the prescnce of erb, rnclc o r  nryb 
sequeiiccs in a givcii viriis and its selective capacity to gencrate 
transforiiied crytliroblasts, rnacrophagc-likc cclls or inyelo- 
~ l a s t s ' ~ * ~ ~ ~ .  (2) The  properties of thcse seqiiciices and their origin 
are reminisccnt of resiilts obtained earlier for the transforrning 
gene src of ASVsis: size, cellular origiri and pliylogeiietic stabil- 
ity]~.17 . (3) A s  indicated by heteroduplcx inapping studies with 

MC29 (ref. 21), these sequerices d o  not appear as bits of 
sequenccs randoinly distributcd throughout the viral RNA, but 
rather as continuous stretches located irisidc the viral g e i . ~ ~ m e .  
(4) Temperature-sensitive mutants have icceiitly been isolated 
from AEV,  indicating tiiat a virus-codcd protciri Inust be  
synthesised to maintain the undifferentintcd stnte of traris- 
forrned ~ r y t h r o b l a s t s ~ ~ .  ( 5 )  Al1 DLVs tested contairi the 5' 
regioii of the A L V  geriorne (partial gag gcnei2). In the straiiis 
studied so fsr (MC29 and MvIX12) this regiori was locatcd adlaceni 
to  the DLV-specific ~ e ~ u e r i c e ~ ~ ~ ' ~ .  In addition, celis ilon- 
productively trarisfcrrned by AEV, ,MC29, CiMII and MHz 
express novcl polyproteiris of rnolec~ilar \veiglit 75,000 (ref. 3), 
110,000 (refs 6,7) ,  90,000 (ref. 7) and 100,000 (ref. 4), respcc- 

Phyloger~ctic distance ( x  106 yr) 

Fig. 3 Stability of cellular DLV-related specific scqiiciices during 
evolution. Aliquots of DNA extractcd from diflcrerit spccics hnv- 
iiig divcrgcd incrcasingly long ngo with speciation wcre liybridiscd 
in the specific conditions described in Fig. 2. Tlie valiics obtained 
were stanciardised arbitrarily, for cornparisoii purposcs, to 50% for 
tlie chicken, wliich was also takeri as the origin of the scale 
indicatirig phylogciictic tiistaiice. Q-6, cDNAaev; A-A, 
cDNArnc29; 04. cDNAaniv; 0- --Cl, cDNAsarc. Also sliown 
(A - . -A) are rcsults obtaincd with 'II-labslled chickcn unique 
scclucricc ~ ~ ~ ' " 1 , 0 0 0  c.p.m. pcr point = 20 iig) i n  simiiar coiidi- 
tioris (st:in<lnrdiscd !O 1009'~ for hoiiiologous rcassocintion) and 
witli cDNAs reprcscriting gciics knowii to bc coiiscrvcd 
througlioui thc cvoliition of vertchrates; x-- x ,  cDNAlgo (ref. 

16) for globin; x - - - - x , cDNAova (rcf. 16) for ovnlburiiin. 
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Fig. 4 Transciiprion of the cellular DLV-related specific 
scqucrices in riornial fibrol>lasts. Total RNA was extracted froni 
nornial clriclten enil>ryo fihroblasis and hybridiscd at increasilig C,r 
valucs (varying IISA corlrentration up  to 10 mg ml-') in stringent 
coiiditions (0.6hi KaCl, 6S°C), .to the specific cDN.4s 
(1.000c.p.1~1. pcr point = 0.02 ng). Hybrids were scored for tticir 

SI cndoiiucleasc rcsistance. Syinbols are as in Fig. 2. 

tivcly, with tlie structure: partial gag-x or  y, where x or  y 
rcpresent polypeptide nioietics vihich are antigcnically 
urirclated to kiiown AL.V proteins. and presumûbly correspond 
to part or al1 of  tlie specific erb or rt:ac nucleotide sequences. 
That tliesc polyproteiiis could be involved in the traiisforrnation 
proccss is indicated by tlic firiding that the type of :rypticpcptide 
pztterii eshibited by [lie non-gag portion of the polyprotein of a 
giigeri DI,V closely correlates with the traiisformation specificity 
of the virils (hl. J. IIayman, personal comniuriication, and ref. 
24). Iii their general striictiire and qbility to  code for gng-related 
polyprotcins, avian DI-Vs rcrernble replication-defective 
nianimaliari rctroviruscs capable of iiiducing leukaenlias or 
sarconias witti a short pei-iod of latcncy, such as the Abelson*' 
i~iuririe virus and fcline sarcorna v i r ~ s " ~ ~ ' .  

Avian DJ,\'s bchrive like recombinants betwcen an ALV- 
rclatcd vector virits o f  low oncogenicity and unknown originI4 
and ail cvulutioriarily stable set of nucleotide sequences of 
cellular origiri. I n  tliis regard they also closely resrmble ASVs 
(for revicw, sec rcf. 1 1). The niechanisin of such a recoiribination 
remains to bc eliicidatcd, but could be related to the jumping 
polynlerasc Iiypothcsis proposed reccritly by Coffiii'". I4ow 
freqiicntly siicli a recoinhination occiirs is not known, althougli 
about 30 DLV-likt aiid 1-3 ASV-likc iridcpcndcnt isolates have 
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bccn rcportcd2. Ilowever, a transduction of cellular seqiiciices 
would iiot ricccssarily Icad to siicii scverc cflccts as thc gcnera- 
tion of a highly oiicogeiiic virils and iiiay tlicrefore bc rriiicli niore 
frcquerit tliari ariticipatcd. Indeccl, we have reccntly foiind in ail 
ASV stock a new virus of unkriowii oncogenicity contairiing 
appareritly uiikriown ccllular~genctic rnatcrial (N. I'ltiquct and 
D.S., unpublished). 

That only a partial homology was observed betwceii the 
specific scquences of MC29 and M H 2  as well as between the 
specific seqiiences of A M V  and E26  (Table 2) can be explained 
in three ways-these viruses acquircd cellular genes which 
already diffcrcd in their sequeiices; tlicy acqiiired the same gene 
and the observed differeiices refiect a divergence introduced by 
passage of tlie virus; a second recombination event occurred in 
MI12 and E26. The finding that there are only one o r  two copies 
per haploid genome of these gcncs present i i i  cellular D N A  is 
consistent with the sccorid possibility. The  observation that 
. therc is a somewhat lower degree of hoinology of cDNAamv to 
cellular 1)NA thaii tliat of thc other types of specific cDNA 
tested (Fig. 2) rnight refiect the loiigpassage iiistory of A M V  aiid 
would also dgree with the second of the above iiiterprerations. 
But hybr id i~~t io r i  experiments between cDNAmc29 ar.d M H 2  
RNA carricd out in non-strinçent coriditions do iiot shvw tlie 
sigriificant iiicrease of annealing whicli the second interpretstiori 
woiiltl predict (M.R., S.S. and D.S., unpublished) and t h ~ s  leave 
that question uiiansvvfered. 

The role of DLVs in leukaemic transformation could be 
explaincd bv a generalisation of the 'differeiitiation block' 
h y p o t l i e ~ i s ~ ~ , ~ ' :  the oncogcnes of DLVs are hon-iolopous 10 
norinal cellular geries ('cellular erb, /rioc o r  nlpb') coding for 
lineage-specific hacili;itopoietic diffei-eritiation protcins; the 
transforming proteins act by cornpetitivcly irihibiting the cor- 
responding cclliilar proteins2,'7, thus leadiiig to a block of 
differentiation and subsequent lei~haeniogenesis. ?'!lis hypo- 
thesis would predict that RNA sequences correspoiiding t c  the 
cellular erb, ninc and r i l ~ b  genes are preferciiiially espressed in 
normal erythroblasts, inacrophages and myeloblasis, rcspec- 
tively. Spontaneous leukaemogeriesis may then simpiy result 
from a nialfunction of such €,enes. Indeed, several differeiit 
genes may be at>le to iiiduce th:: sarne type o j  leukaernia. In this 
respect, it \voiild be in~cresting to know whether there are 
viruses causing the same type of leukaerriia but controining 
difiercdt cell-related oncogenes. Such viruses would also b c  
useful for elucidatirig why the DLVs also iriduce sarconlas o r  
carciriomas, an additional specificity for noil-?iacmatopoietic 
tissues difficult to explain by the differeiitiation block theory. 
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