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ABPEVIATIONS—-SOLUTICONS

AcoNa : acetate de sodium

ADN H acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

C—-’I‘ABA : | N-Cétyl-N,N,N-Triméthyl- armcnium bromure
C MAV : (M2 associated virus

DEPC : diéthylpyrocarbonate

DMSO : diméthyl sulfoxyde

EtOH : &thanol 95 %

HAP : hydroxyapatite

RAV : Rous associated virus

SDS : dodécyl sulfate de sodium

STE : NaCl 0,1M, Tris ECL 0,02 M, EDTA 0,001M pH 7,4
TE : Tris-HC1 0,02M, EDTA, 0,01 M pH 7,4

- Tampon d'hybridation : NaCl 0,6 M, Tris HC1 0,05 M, EDTA 0,002 M (pH 7,4),
AN 4 s de thymus de veau entraineur 500 pg/ml
~ Tampon phosphate de sodium : solution stock (ZM) a partir de laquelle sont préparés

1 HO

les différents tampons utilisés. Proportions équimolaires de NaH2 PO4, >

(1M) et Na HPO4(1 M).

2
- Liquide a scintillation : Ppo : 4 g, Popop : 0,05 g toluéne qsp 1 L

- Tous les tampons sont traités par du DEPC & 0,1 % £inal (V-V).



RESUME

Ies virus des leucémies aigués aviaires (DLV) induisent chez 1'animal
des leucémies mortelles enquelques semaines. Elles sont de 3 types selon
Bk cellule touchée : Erythroblastique, Myeloblastique, Myelocytique et
s'accompagnent de tumeurs solides variées. Ces virus a ARN de type C
défectifs pour la réplication sont toujours accompagnés d'un virus
leucémogene (ALV) "helper" induisant des leucémies lymphoides lentes.
Nous avons recherché en utilisant la technique d'hybridation moléculaire
une homologie entre ALVs et DLVs. Celle-ci représente selon les virus 38 a
77 % de leur génome, laissant ainsi la place d des séquences spécifiques
pouvant étre responsables de leur pathologie. L'étude du virus de
1'érythroblastose aviaire (seul virus connu affectant la lignée rouge
.du sang) nous a permis de mettre en évidence une séquence de 3700 nucléotides
spécifique de ce virus et suffisante pour constituer un ou deux génes.
Cette séquence est d'origine cellulaire, et elle fait partie des génes
stables car on la retrouve également chez les mammiféres et chez les
poissons. ILa séquence AEV cellulaire est normalement transcrite & raison
d'l a 3 copies dans 1'ARN de cellules aviaires saines, mais elle présente
4 % de bases mutées par rapport a la séquence AEV virale.

. Nous pensons que cetté séquence cellulaire est impliquée dans la
régulation de 1'érythropolése et .que recombinée avec le génome d'un
ALV elle est responsable du pouvoir pathogéne du virus ainsi crée,

en &chappant au contrdle cellulaire normal.



INTRODUCTION



les différentes maladies prolifératives du tissu sancuin peuvent
étre séparées en deux classeé différant selon l'acuité du phénomene trans-
formant (1).

- Les maladies transformant les cellules différenciées
sont de développement relativement 1ént, telles les leucémies chroniques
de 1'espdce humaine : leucémie lymphoide chronique (2 Lymphocytes B) et
leucémie nyéloide chronique (& myé@locytes) .

- ILes maladies qui affectent les cellules indiffé-
renciées donnant naissance aux différentes lignées sanguines ont un
développenent trés rapide d'ou la dénomination de leucémies aiguds. Elles
peuvent étre lymphoblastique (forme la plus fréquente chez 1'enfant),
myéloblastique (forme la plus fréquente che. 1l'adulte) ou plus rarement
promyélocytique, monocytique et érythroblastique. Ces formes sont trés
rapidement mortelles (1 & 11 mois), la survie n'excédant jamais quatre ans
sous traitement. Les leucémies chroniques qui peuvent &tre stabilisées
pendant une durée relativerent longue (jusqu'a 15 ans) se terminent
fréquermment sous forme de leucémie aicué avec apparition de cellules
blastiques dans le sang ; c'est le cas de la leucénie myéloide chronique
qui se transforme en leucémic my&loblastique, alors que la leucémie
lymphoide chronique se complique de tumeurs solides parmi lesquelles les
réticulo-sarcomes ne sont pas rares.

Les mécanismes qui président & leur apparition sont
trés mal connus et il est utile de comprendre comment de telles maladies
surviennent chez 1'animal afin de disposer de moddles expérimentaux
utilisables.

bDe ce point de vue, l'espéce aviaire est parti-
culicrement intéressante, car bien que les oiseaux soient phylogénéti-

quenent assez &loionés Qdes mammiféres, ils sont affectés de ces mémes



types de maladies et les agents responsables sont 1&, fort bienkconnus.

les leﬁcémies 1ymphoides chroniques ou lentes,
sont dues 3 un virus leucémogéne (A.L.V), un rétrovirus a ARN de type C,
dont on a isolé de nombreuses souches depuis le début du sieécle (2).

La cellule cible de ce virus est un Lymphocyte B qui reste alors bloqué
au stade de producteur A'I g M (3). Ce type de leucémie se rapprocherait,
dans l'espéce humaine, de la maladie de WaldenstrOm , caractérisée par la
prolifération maligne monoclonale de lymphocytes B secrétant une I g M
aprds maturation en plasmocytes. Rappelons que la leucémie lymphoide
chronique humaine présente plus particuliérement une secrétion monoclonale
d'l g G.

ILes leucémies aiqués gul sont essentiellement de trois
types dans l'espéce aviaire, peuvent également 8tre provoquées par des
rétrovirus (4). Cependant, cette classe de virions n'est étudiée que depuis
peu.

C'est a cette classe de virus que nous nous sames
intéressés en essayant de les caractériser d'un point de vue biochimique
et nous avons choisi pour mener une étude plus approfondie le virus de

1'érythroblastose aviaire.

A) les Différentes Leucdmies Aiqués Du Poulet

L'érythroblastose est avec la myélocytomatose et la myéloblas-
tose l'une des trois leucémies aiguds du poulet. La maladie 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.nprt de l'animal en quelques semaines. Cela contraste fortement
avec les leucé@mies lymphoides lentes, qui nécessitent parfoié plusieurs

années avant de tuer 1'animal.



La nyéloblastose et la myélocytomatose sont des leucémies aigués
affectant toutes deux la lighée blanche. Elles sont également rapidement
rortelles mais leur caractérisation cellulaire in vitro n'est pas aussi
nette que celle de 1'érythroblastose. Un rétrovirus responsable de la

maladie a pu étre isolé dans chaque cas.

B) Les Virus Responsables Des Leucémies Aiqués

Les différents virus des leucémies aigués proviennent d'isolats

différents et sont répertoriés dans le tableau suivant :

Virus Maladie induite Tumeurs associées Lieu, Année de '
découverte

AEV Erythroblastose Sarcomes Danemark 1933

MC29 Myélocytomatose Carcinomes Bulgarie 1964

CcM2 Myé&locytomatose - Allemagne 1964

OK10 myélocytomatose | Endotheliomes, Finlande 1975
Carcinomes, Sarcomes

M2 * Monocytose ? Sarcomes, Carcinomes, |Angleterre 1927
Endotheliomes

NV Myé&loblastose - USA 1941

E26 Myé&loblastose ? Bulgarie 1962

I - Purification

L'isolement de ces souches et leur étude in vitro sur des cultures
de cellules, notamment par les techniques de clénage a permis de mieux
cerner leur biologie. Ainsi, il est apparu que toutes les souches isolées
€taient en fait constituées de deux populations virales distinctes :

Un virus causant des leucémies lymphoides (ALV) généralement
en excos.

Un virus induisant spécifiquement une leucérie aiqué et des
tuncurs solides (DLV) (4,6,7,8,9). La présence constante d'un ALV aux cotés

de ces virus pemettait de penser que ces derniers sont défectifs pour la



réplication. Ce point a été prouvé par l'obtention de cellules (sanguines
ou autres) transformées par ﬁn quelconquedes DLV mais ne produisant aucune
particule virale (cellules non productrices) (8, 10). Le virus contenu
dans ces cellules peut a tout moment étre produit si on surinfecte ces
cellules par un ALV qui joue le réle de "helper".

IT - Incidence sur les cellules sanguines

Les études menées in vitro sur la transformation des cellules
de mo€lle osseuse riche en précurseurs des lignées hématopoi&tiques ont
permis de montrer qu'il é&tait possible de classer les DLV en trois groupes
différant par la nature de la cellule souche transformée. Il est en effet
possible a 1'aide de moyens immunologicues et biclogiques de préciser sans
ambiguité l'oridine de la cellule affectée. Par exemple, l'histone H5,
spécifique des cellules de la lignée érythropoiétique, se retrouve dans les
cellules de mo€lle transformée par le virus de 1'érythroblastose aviaire
(AEV) alors que les cellules transformées par un autre DLV sont négatives
pour ce critére. De méme les érythroblastes transformés par AEV sont
incapables de phagocyter les particules de latex, 3 1'inverse des cellules
transformées par MC29. Ainsi, les cellulés‘de moelle osseuse infectées et
transformées par le virus AEV expriment les marqueurs de la lignée
érythropoiétique (11, 1?), les cellules transformées par MC29, 0K10, M2, MI2
ressarblent a des macrophages et expriment les marqueurs de la lignée myé&loide,
(4), les cellules transformées par AMV et E26 ressemblent & des nyéloblastes
et expriment les marqueurs de la lignée my€loide, mais a un taux inférieur

aux précédents. (12,13,15).



Paramctres de différenciation Cellules de moelle transformées par
testés AEV MC29 AW

Hémoglobine (%) + - -

Histone HS5 + - -

AntigCne érythrocytaire de + _ _

surface

Capacité cellulaire a - + -

adhérer a un support

Formation de colonies - + (+)
sous 1'action du
"colonies stimulation

factor" (CSF)

Capacité a phagocyter - + (+)

Récepteurs du fragment FC - + +

des immunoglobulines

Macrophages/Granulocytes - + +

antigenes de surface

(*) La production d'hémoglobine peut étre induite dans des érythroblastes
transformés par AEV en exposant les cellules i de 1'acide butyrique (12).
Il apparait clairement d'aprds cette &tude,que la nature de la cellule
souche dont la différenciation est bloquée apr@s transformation, est
étroitement liée au type du virus infectant.

Ce qui est remarquable, c'est que la spécificité de la cellule
cible pour un DIV est indépendante du pouvoir infectieux du virus ; on
aurait pu penser en effet qu'AEV ne transforme pas les cellules de la lignée
ny¢loide parce qu'il est incapable d'y pénétrer : cela n'est pas le cas,

ALV infecte les macrophages, est normalement prodhit par ces cellules



(avec son helper) mais celles ci restent indemtes de toute fransformation
(T. Graf. Communication personnelle). Dans le cas des virus AEV et AMV il
est impossible de faire une distinction entre les cellules de moglle
infectées in vitro et les cellules prélevées sur les animaux malades et
cela quel que soit le critére considéré (4, 5, 11).

I1 semble donc que le type de leucémie cbservé et la cellule cible du virus
sont étroitement lids. On peut schématiser 1'intéraction des DLV avec les

cellules sanguines de la fagon suivante (4)

igM

Myélocyte Macrophage

CELLULES ; ' INDIFFERENCIEES DIFFERENCIEES

ILe blocage de la différenciation étant figuré par des traits pleins

IIT —'Incidence sur les autres cellules.
Les études men&es in vitro concernant l'incidence des DIV sur des

cellules de type défini ont permis de préciser le spectre tumoral de chaque
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virus. Cette étude est trés intéressante, car jusqu'a présent il n'existait
chez le poulet qu'un type de rétrovirus non lytique capable de transformer
d'autres cellules que celles du sang, les virus sarcomatogénes (ASV).

Ces derniers sont en fait des ALV possédant un géne supplémentaire leur
conférant ce pouvoir particulier. (15, 16, 17, 18). Or de récentes

études @'hybridation moléculaire et‘i'analyse des carteé oligonucléotidiques
dés ARN viraux ont montré que les DLV en étaient dépourvus. (18, 19, 20).

1) Transformation des fibroblastes

Alors que la transformation des cellules sanguines
était essentiellement définie par la prolifération des cellules immatures,
la tfansformation des fibrcblastes (qui aboutit in vivo & la formation
de sarcomes) s'accompagne de désordres cellulaires provoquant une
modification de la morphologie et de la physiologie de la cellule,

facilement mise en évidence (21) :

Désordres observés ASY AEV MC29 ALV

Formation de vésicules + o+ + -

rembranaires

Désorganisation des cables ++ + ++ -

d'actine

Modification de la crois- + + ++ - o

sance cellulaire

Agglutinabilité par les + + + -
Jectines

gzggarition de la LETS + -+ -+ -
protéine

Transport accru des + + - -
hexoses

gg;i§f£§§ﬂ0t<’301Y'tique + + | - -
Formation de sarcames in + + - -

vivo




Ia formation des vésicules menbranaires est visualisée a
1'aide de la microscopie électronicque & balayage. Elle rend compte des
remaniements membranaires dus d la transformation (21). La désorganisation
des cables d'actine responsable du changement de morphologie des cellules
peut étre cbservée 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, (pousse en suspension, perte de 1'inhibition de
contact), d'autre part quantitative (temps de doublement réduit). Seules
les cellules transform@es par MC29 présentent cette derniere caractéristique
(21) . Elles se divisent deux fois plus vite 7que des cellules transformées
par un ASV ou par ABEV.

L'agglutinabilité par les lectines, la perte de 1'inhibition de
contact, la disparition de la LETS protéine (une glycoprotéine membranaire
de haut poids moléculaire) (23, 24) traduisent 1'importance des remaniements
affectant les glycoprotéines de surface.

L'augmentation du transport des hexoses (mesurée a 1l'aide de 2
désoxyglucose radioactif), et une activité protéolytique accrue (25, 26)
pexrmettent de visualiser 1'incidence de la transformation sur les fonctions
métaboliques de la cellule, fonctions qui sont accrues dans la plupart des
cas.

La formation de sarcames in vivo souligne la corrélation existant
entre les résultats cbtenus in vivo et in vitro.

Les fibroblastes transformés par AEV expriment donc presque
exactement les mémes critéres de transformation que les cellules transformées
par un ASV. Nb29 les transforme  également (27) mais ce virus est incapable
d'induire des sarcomes in vive. CM2, (7) MH2 (28, 29) et OK10 (30, 31)

transfonent eux aussi les fibroblastes en culture.



Aucune altération morphologicue des fibroblastes n'a pu étre
observéeaprds infection de ceux—ci par les virus AMV ou E26(4).

2) Transformation des cellules épithéliales.

De la méme fagon que les fibroblastes en culture, les
cellules épithéliales peuvent &tre tiansformées par cerﬁains DLV. Ainsi,
MCZ9, CM2, OK10, et MH2 transforment ces cellules in vitro (ce qui rend
sans doute compte de leur capacité a induire des carcinomes in vivo) ,
alors que les résultats obtenus avec AMV ne sont pas trés clairs & ce sujet.
4).

les principales caractéristiques oncogénes des DLV

“sont résumées sur le tableau suivant :

Virus Cellule hematopoiéticue Fiproblaste Cellule épithéliale
transformée v transformé transformée
AEV Erythroblaste + ?
MC29 Macrophage—-like + +
M2 " + +
COK10 " + +
M2 " . e
MMV Myélcblaste ' - (+)
E26 " - ?

C) Les_Données Biochimicques Concernant Les DIV

I - Leur homologie avec les ALV

Le fait que les DLV nécessitent toujours la présence d'un
ALV helper et de récents résultats obtenus sur les protéines des virus
défectifs (8, .10; 32), permettent de penser que ces virions sont pour
une partie du moins de leur génome apparentés aux "helper". Nous allons
rapidement résumer les caractéristiques des ALV/ASV qui ont fait 1l'objet

d'Ctudes tres approfondies par ailleurs.
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1) Le génome des ALV/ASV.

Les ALV possédent un ARN génamique monocaténaire
constitud de deux sous—unités identiques polyadénylées de 8.200 nucléotides
de long et de 2.9 10° daltons de poids moléculaire (33) (10000 nucléotides
et 3.3 10° daltons pour ASV ) . Cet ARN est protégé par les protéines
iﬁternes du virion (la capside). Ces protéines ont un poids moléculaire
variant de 27.000 3 12.000 et sont au nombre de 4 : la P19, P27, P12, FEl5,
(35, 36). Cette nucléocapside est a son tour contenue dans une enveloppe
d'origine cellulaire camportant a sa surface des glycoprotéines virales,
les GP 85 et GP 35 (37).

Ie géname d'un ASV, ainsi que l1l'a présenté Baltimore
(38) est composé des génes GAG, POL, ENV et SRC disposés de 1'extré&mité
5' phosphate vers 1'extrémité 3' OH (39, 40). Entre le géne SRC et
1l'enchainement polyadénylicue 3' OH terminal, il existe une séquence
de 800 nucléotides, dont la fonction est inconnue. Cette sé&quence nommée
"C" pour partie commune, se maintient dans les mutants d'ASV spontanés ayant

perdus le géne SRC, et se retrouve chez tous les ALV (41).

2) La transcription du géncme des ALV/ASV

La traduction de ces génes nécessite 1'intermédiaire
de différentes classes d'ARN messagers qui ont pu étre mis en évidence
par hybridation moléculaire dans les cellules infectées par des ALV ou
des ASV. Les caractéristiques de ces différents ARN sont reportées dans

le tableau suiyant (42, 43, 44) :
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Caractéristiques

des ARN ASV . ALYV
Constante de

sédimentation 39 28 21 35 21
(en Svedberg) |

Péids moléculaire 3,3 1,8 1,2 ’ 2,6 1,2

(x 106 daltons)

Présence des ¢énes :

GAG + - - ! + -
POT, o= - -
ENV + + - + +
SRC ' + + -+ - -
C + + + + +
ARN messager de : (GAG ENV  SRC GAG  ENV
(POL (POL
ARN génomique + - - + -

Tous ces ARN sont polyadénylés et contiennent 1'ex-
trémité 5' phosphate de 1'ARN génomique (42, 43).

ILes ARN 35 S et 39 S ont deux fonctions : d'une
part, servir de messager pour les génes GAG et POL, d'autre part é&tre
encapsidés en tant qu'ARN génomique.

3) Les produits de la traduction du génome

Ce géne, qui contient environ 2300 nucléotides (45)
dirige la synth&se d'un polypeptide de 76.000 daltons de poids moléculaire
(Pr 76), qui est ensuite clivé en ses constituants, les protéines de la
capside. Ce clivage semble &tre réalisé par la P15 du virus (46, 47, 48).
La purification de la Pr 76 et des protéines de la capside permet de préparer,

apres injection & des lapins, des sérums riches en anticorps dirigés contre



_12...

ces antignes. Un sérum dirigé contre la P27 s'appelera "serum anti P27".

I1 est ainsi possible @'irmuno-précipiter une protéine contenant les
déterminants antigénicques d'un quelconque produit du géne GAG. Si on
applique cette technique pour rechercher dans des cellules non productrices
de DIV une expression de ce géne, il existe toujours une immunoprécipitation
d'un polypeptide de haut poids moléculaire, mais jamais celle d'un
quelconque produit de clivage (10, 28, 32). Donc les DLV posséderaient

une partie du géne GAG, mais celui-ci ne serait pas fonctionnel.

ALV AEV MC29 M2 [MHZ2

d

Polypeptide immunoprécipiteé 76 75 110 90 100

mar un sérum anti Pr76 (x 103 daltons)

Produit de clivage + - - - -

Origine Vogt | Hay— Big- Hay- Hui.s
P.K. lman.m | ter .k | man.m {1979
19751 1977 1977 en (6)
(45) | (31) (8) prép.

C'est ce geéne (2700 nucléotides (45))qui fait 1'ori-
ginalité des rétrovirus. C'est lui qui permet la synthdse de 1'ADN polymé-
rase ARN dépendante déccuverte en 1970 par Temin (49). Cette synthése
nécessite 1'intermédiaire d'un précurseur de 180.000 daltons de poids
moléculaire (50) qui posséde également les déterminants antigéniques du
Px76. La rétropolymérase est constitude de deux sous unités de 110.000
et 90.000 daltons (51, 52) et elle transcrit le génome ARN du virus en une
réplique parfaite d'ADN. Cela permet & cet ADN génomique double brins de
s'intégrer apfés circularisation dans les chramosomes de la cellule hote

l 1 N g -~ P . - . 0
d'ol il dirige la synthdse ultérieure d'ARN génaniques et messagers viraux

(53, 54).
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Aucun produit possédant les déterminants antigéniques
ou la fonction de la rétropolymérase n'a pu &tre mis en évidence dans

les cellules non productrices des DLV.

c ~ le géne ENV_ (2400 nucléotides (45))

le géné ENV dirige la synthése de deux glycoprotéines
virales, la GP85 et la GP35 (55). Il existe deux précurseurs successifs
de ces glycoprotéines les Pr70 et Pr90. Seul 1le Pr90 semble glycosylé
(43, 55). La présence de ces glycoprotéines a la surface de 1'enveloppe
virale permet la fixation du virion sur la membrane plasmique, étape
essentielle avant la pénétration virale. Des virus dépourvus du géne ENV,
(tels rd Bryan ASV) ne sont pas infectieux (56, 57). Ces glycoprotéines
sont &galement résponsables de la restriction d'hdte, qui falt que certaines
cellules sont spontanément résistantes & 1l'infection pour un virus donné.
Ces virus ont pu étre classés en 7 groupes notés de A a G (58, 59, 60, 61)
en fonction des récepteurs présents sur la surface cellulaire. L'absence
des récepteurs de type A par exemple, rend la cellule résistante i 1'infection
par des virus du sous groupe A (cette cellule est alcrs nomée C/A). I
n'a jusqu'a présent pas &té possible d'immunopréciriter un quelcongue produit
du géne ENV dans les cellules non productrices des DLV, de méme qu'il est
impossible de restaurer le pouvoir infectieux de mutants dépourvus
d'enveloppe tout au moins avec le produit des cellules non productrices de
MC29 et MH2 (8, 62).Ceci implique que les DLV doivent poss@der la méme
restriction d'hSte que leur helper.

Ces 3 génes sont nécéssaires et suffisants pour la
réplication et le pouvoir infectieux de ces virus. La présence du gdne

supplémentaire SRC ne modifie pas ces fonctions.
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Le géne SRC est 1'apanage exclusif des Virus
sarcomatogénes aviaires (18). Il permet l'initiationAet le maintien de la
transformation des fibroblastes en culture et représente la justification
de la théorie provirale émise par Temin en 1971 (63) selon laquelle, la
transformation cellulaire serait due & l'action d'un géne transformant
viral introduit dans 1'ADN de la cellule hdte aprés une infection exogéne.

Le produit de ce géne est une rvhosphoprotéine de 60 000 daltons de poids
moléculaire (64, 65) et la méme protéine a pu étre cdbtenue dans des systémes
de transcription in vitro a partir d'ARN viral d4'ASV (66, 67). Les études
d'hybridation moléculaire , menées avec un ADN (3H) camplémentaire du géne
SRC (cDNA sarc) ont permis de préciser les points suivants :

- le géne SRC se trouve normalement dans 1'ADN des cellules aviaires

saines ' (68), ainsi que dans 1'ADN de toutes les autres espéces testées

(69, 70, 71) et la stabilité phylogénéticue de ce géne est trés comparable

a celle des génes ovalbumine et globine, qui sont parmi les génes cellulaires
les plus stables.

Cette méme séquence est transcrite en ARN dans les cellules saines (71, 72, 73)
et une protéine de 60.000 daltons de poids moléculaire, poss@dant les mémes
déterminants antigéniques que la P60 SRC y a été trouvée, (74), & un taux
cependant 30 & 50 fois moindre que dans les cellules transformées par un

ASV.
Tous ces résultats établissent que le géne SRC est en fait un géne cellulaire
qui a treés probablement été intégré dans le génome d'un ALV. Son pouvoir
transformant et sa présence dans des cellules saines peuvent &tre

expliqués par ;a théorie protovirale de Temin (1974) (75) qui suppose que

des cellules saines possédent des séquences nucléotidiques susceptibles
d'acquérir un pouvoir transformant aprés mutation. La théorie oncogéne de

Hubner et Todaro (1969) (76) qui propose que des cellules saines possédent:
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des génes transformants inactifs semble infirmée, tout au moins pour le
gene SRC, .par la présence de la P60 SRC dans les cellules saines.

I1 est intéressant de constater que de tous les génes des ASV, seul le
géne SRC est d'origine cellulaire. En effet, bien qu'il existe un génome
d'ALV intégré dans 1'ADN des Celluléé saines de poulet ef appelé RAVO,

(i) celui-ci est rapidement perdu au cours de la phylogéndse, l

la caille, esptce trés proche du poulet en étant dépourvue (68, 77).
De récents résultats suggérent méme que ie virus PAVO aurait été acquis
trés récemment par l'espdce Gallus (77), car certains poulets exotiques
(G. Sonneratis ; G. Varius) en sont dépourvus, ce qui implique que RAVO

n'a pas été transmis au poulet par son ancétre.

IT - Existe-t-il des séquences spécifiques au génome des DLV ?

Ie fait que les DLV soient transformants tout en ne possédant pas
le géne SRC permet de penser qu'ils peuvent avoir un géne oncogéne différent
de SRC.Deux faits permettent d'envisager cette hypothése :

a) dans les cellules non productrices de DLV il
existe un polypeptide de haut poids moléculaire partiellement apparenté
au géne GAG. Quel est le géne responsable'de la synthése du reste du
polypeptide ?

b) la taille du génome des virus MC29 et MH2 est
de 5700 nucléotides (78, 79), donc beaucoup plus court que celui d'un
ALV (8000 nucléotides), mais capable de recéler des séquences spécifiques,
et il a pu étre mis en évidence pour le virus MC29, i l'aide d'hybridation
moléculaire, la présence d'un segment de 1600 nucléotides propres a ce
virus (80). Ce segment est continu et adjacent aux séquences GAG ( comme
cela a pu étre montré par 1l'analyse, en microscopie €léctronigue, d'hybrides
formés entre de 1'ARN de MC29 et un apN radioactif complémentaire de tout

le génome d'un ALV (81).
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D) But De Ce Travail

Nous avons tout d'abord essayé de quantifier 1'homologie existant
entre les DLV et les ALV en utilisant les techniques d'hybridation
moléculaire en phase liquide. De l'ARN de cellules non productrices
(afin d'avoir le géname du DLV‘sans‘celui du helper) est hybridé avec
de 1'ADH 3H camplémentaire des différents génes des ALV. Le pourcentage

’d'hybridation est mesuré soit en conditions strictes soit en conditions
relachées. Nous avons ainsi pu dresser une carte comparative entre le génome
de chaque DLV et celui des ALV. Et donc de savoir si ces
virus étaient ou non dépourvus des génes ENV et POL. De méme les résultats
obtenus montrent sans ambiguité qu'il est probable gue tous ces virus
posséedent des séquences propres, qui pourraient &tre associées a leur
pouvoir cancérigéne.

Afin de préciser ce dernier point, nous avons synthétisé et
purifié un ADN 3H complémentaire des séquences spécifiques du virus de
1'érythroblastose aviaire. La complexité (la taille) de cette sé&quence
nucléotidique, sa spécificité et son origine sont étudiées dans les parties
IIT et IV de ce travail. Il nous est ainéi possible de proposer un rodele

expliquant la génése des DLV & partir des ALV et de matériel

cellulaire normal.
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MATERIEL ET METHODES

A) Cellules Et Virus

lLes cellules sont cultivées en milieu Dubelcco contenant 5 %
(v/m) de bactotryptose (Difco), 2 g/i de Na H CO, (Merck) , dans une
éﬁuve a 39°C et sous 5 % de CO,. Le milieu de culture est enrichi par
10 & (v/v) de sérum de veau foetal (Gibco) pour les cellules non product-—
rices (milieu riche) et par 5 % de sérum de veau nouveau né (Gibco)
pour les autres. Dans tous les cas on ajoute de la glutamine (1%, v/v)
d'uné solution aqueuse a 3 % (Merck), des antibiotiques (pénicilline Spécia
100 U/ml, streptomycine Spécia 50 pg/ml, gentamycine 8 pg/ml, et de la
fungizone Squibb a 2,5 pg/ml).

La production de virus est assurée aprés infection de fibro-
blastes de poulet C/E de la race Brown-Leghorn mis en culture & partir
d'enbryons de 10-11 jours.

I - Infection des cellules

5.106 cellules sont mises en contact dans une boite de Petri en
plastique (100 mm de diamétre, Corning) avec 0,1 particule virale infecticuse
par cellule, dans 5 ml du milieu ci-dessus contenant en outre 2 ng/ml de
volybréne (Aldrich) afin d'augmenter 1'éfficacité de 1'infection (81).

Les cellules infectées productrices, sont cultivées en rollers de plastique
(Corning) . Le milieu est appauvri en sérum aprés 5 jours (2 % de sérum de
veau nouveau né, auxquels on ajoute 1 % de diméthyl sulfoxyde Merck pour
les cellules transformées par un ASV). ILe milieu recueilli toutes les
24 heures est conservé & - 70°C dans un congélateur Revco. La production
de virus est mesurée par hybridation moléculaire de 1'ARN viral extrait

32

LY N A ’ P .
d'un volume connu de milieu de culture, avec un ADN ~“P complémentaire

de tout le génome viral. L'expression du pourcentage d'hybridation en
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fonetion de la dilution de 1'ARN viral permet de construire une courbe
(Vot) dont il est possible de déduire la production virale (voir plus

loin) (83).

II -~ Obtention de cellules non productrices :

Nous avons réalisé des ceilules non productrices du virus M2,
celles-ci n'ayant pu nous &tre fournies.

De telles cellules sont obtenues aprés infection de fibroblastes
de caille par un pseudotype viral contenant 1'information génétique de
MH2 et les protéines fonctionnelles de son helper (RAV3, sous groupe A).

| Pratiquement,les cellules sont infectées par un mélange de virus

M2 (RAV3). Certaines cellules peuvent posséder soit le génome de RAV3,
soit celui de Mﬁ2, soit ceux de MI2 et RAV3. Seule la cellule n'ayant
intégré que le génome de MH2 sera non productrice. La sélection des cellules
se fait en utilisant la propriété que possédent les cellules transformées de
pousser en agar (21). Les cldnes non producteurs sont ensuite discriminés
a l'aide de tests bicchimiques. L'infection de 107 fibroblastes de caille
(possédant la restriction d'héte pour les sous groupes B et D) est
réalisée par 10 ml de milieu de culture dé fibroblastes de poulet
transformés par le virus MH2 (RAV3). Aprés 12 heures de contact avec le
virus ( il y a environ 1 particule virale infectieuse par cellule) les
cellules sont trypsinées afin d'étre dissociées, (trypsine 1 % Difco,
EDTA 1 %) reprises dans 10 ml de milieu sans sérum, (pour &viter les
agrégations cellulaires) camptées, (3 1'aide d'un compteur de cellules
Coulter) et incluses i raison de lO3 cellules par boites de Pétri de
60 mm de diamitre dans 5 ml de milieu riche additionnéd de : 0,3 % (MAV)
d'agar noble (Difco), 0,07 % de biotine stérile, 0,7 % de Diméthyl
sulfoxyde et 50 % de "milieu riche", surnageant dé 48 h d'une culture
saine de fibroblastes de caille. Ce mélange est versé avant solidification

sur une couche solide constituée de ce milieu, contenant 0,6 % d'agar et
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recouvrant une culture confluente de fibroblastes de caille sains. Ces
fibroblastes de caille diffusent des facteurs cellulaires destinés &
faciliter la pousse des cellules isolées, dispersées dans l'agar.

Dans ces conditions les cldnes cormencent a apparaitre quelques
jours plus tard, et ils sont prélevés le l4éme jour .

Les clénes qui apparaissent sous la couche d’'agar comme des
grappes arrondies contenant quelques centaines de cellules sont préievés
3 l'aide d'une micropipette de 100 pl (Brandt) effilée a la flamme, et
dissociés individuellement dans.des cupules Ge 18 mm de diamétre contenant
300 ﬁl de milieu de clénage dépourvu d'agar.

Les cellules une fois confluentes sont transférées aprés
trypsination dané des boites de diamétre croissant, 30 nm, puis 60 mm
et enfin 100 mm pour pouvolr &tre testées d 1l'aide des techniques

biochimiques.

B) Préparation De L'ARN Viral

L'ARN viral génomique (70S) est préparé selon la technicue de
Quintrell et al (1974) (84). Le milieu de culture est clarifié par
centrifugation (10 min, 10.000 g, + 4°C) puis soumis a une centrifugation
de 19.000 rpm pendant 90 min § + 4°C en rotor 19 dans une ultracentri-
fugeuse Beckman L 3 50. Le culot viral est remis en suspension dans du
tampon STE contenant 200 pg/ml de protéinase K (Boehringer). Le mélange
est mis & incuber & 37°C et ajusté en SDS (1 % v.v final). Aprés une
incubation de 10 min.1'ARN viral est extrait deux fois par du phénol (Merck)
saturé en SIE pH : 7,4. La phase aqueuse est ajustée en sel (AcONa, 0,2 M),
additiormée de 200 pg/ml A'ARN de levure et précipitée par 2 volumes
d’éthanol 4 95° pendant 12 h & - 20°C. L'ARN est alors sédimenté (10.000 g,

10 min. + 4°C), rincé par un mélange STE/ EtOH 95° (1 :2) et repris dans
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un volume minimum de STE. Ce mélange est déposé sur un gradient de
saccharose 15-30 % dans du STE et soumis d une centrifugation (3,5 h
3 40.000 rpm dans un rotor SW 41 & + 4°C .85).1e gradient est 1lu en
densité optique a 260 nm sur un analyseur de gradient (Isco--UA5)

et les fractions correspondant au pic d'ARN 70S sont réunies et préci-

pitées comme ci-dessus.

C) Préparation De Virus Purifié

1 litre de surnageant des cellules non productrices d'OK10 est
clarifié (10 min, 10.000 g, + 4°C en Sorvall) et précipité & l'aide de
sulfate d'ammonium (RPE) 30 %. Le culot centrifugé (15 min 3 10.000 g),
resuspendu dans 100 ml de tampon STEest dépcsé sur 6 gradients discontinus
composés de 5 ml de tartrate de potassium (Merck) et 15 ml de saécharose
a 10 % dans du STE. La préparation est centrifugé (2 h a 22.000 rpm dans
un rotor SW 27 Beckman L 3 50 & +4°C). La bande virale visible dans le
gradient est collectée, diluée dans du STE, déposée sur un gradient 25-55 %
de saccharose dans du STE, puis soumise a 12 h de centrifugation (a 22.000 rpm
en SW 27 dans une L 3 50 Beckman a + 4°C). La concentration en protéines
virales est mesurée par la méthode de Warburg ({86). On cbtient ainsi un
mélange a 53 pg/ml de protéines virales OK10, les tests comparatifs pour
rechercher la rétropolynérase endogéne étant menés avec un mélange a 17 pg/ml

de protéines virales de nd SR-E obtenu exactement dans les mémes conditions.

D) Préparation D'ARN Cellulaire Total

L'ARN cellulaire est extrait soit de tissus soit de cellules en
culture, selon une adaptation de la technique de Varmus et al (1973) (87).
Tissus et embryons sont soumis a l'action d'un brbyeur Ultra-Turrax
(Ika Werk) 1 min sur position 7 dans du tampon STE contenant 100 pg/ml
de protéinase K. Le broyat mis 3 incuber a 37°C est ajusté en SDS (1 %)

et laissé au bain-marie 15 min. Le mélange est extrait deux fois par du
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phénol saturé en SIE, la phase aqueuse est ajustée en sel (AcONa 0,2 M)

ot 1'ARN est précipité par 2 vol d'EtOH 95°. Avant de laisser précipiter

12 h a - 20°, 1'ADN précipitant est éliminé par enroﬁlement des brins

autour d'une baguette de verre. La qualité de 1'ARN obtenu est ensuite ::
ostimde 3 1'aide du profil des ARN ribosomiaux. Un aliquot des ARN sé&dimentés
(10 min, 10.000 g, +4°C) rincés, (STE 1 : EtOH 95°:2) et repris dans du

STE, est déposé sur un gradient 15-30 % de saccharose centrifugé 16 h a
35.000 rpm dans un rotor SW 41 & + 4°C. Le profil du gradient est obtenu a
1'aide d'un analyseur de gradient Isco UAS. Cette méthode permet de détecter

une dégradation éventuelle des ARN cellulaires.

E) Préparation D'ADN Cellulaire

I - Extraction

L'ADN est extrait, d'embryons de poulet, de tissus de différents
vertébrés, et de cellules en culture, suspension d'érythroblastes 6C2
transformés par AEV (RAV2). Les tissus ou embryons sont broyés (broyeur
Ultra-Turrax, Ika Werl, 1 min position 7) dans du STE contenant 50 pg/ml
de protéinase K a raison de 20 ml de tampon par embryon ou parilo g de
tissu. A l'homogénat est ajouté du SDS (1 %) et le mélange est mis &
incuber de 2 a 12 h sous agitation magnétique douce & 37°C. La suspension
est extraite 3 fols de suite avec du phénol saturé en STE (pH:8) et la
phase aqueuse ajustée en sel, (AcO Na 0,2 M) est précipitée 12 h a - 20°C
par’ 2 VOlA'EtOl 95° les acides nucléiques sont sédimentés (10 min.a
10.000 g + 4°C), rincds, (STE : 1 v EVOH 95 : 2 v) et dissous dans du
tampon TE (4 raison de 2 mg/ml) .L'ARN présent dans le milieu est digéré
par la ribonucléase pancréatique bovine (Sigma, 100 pg/ml 1 h & 25°)
préalablement chauffée 10 min 3 100°C pour éliminer toutes les traces de

désoxyribonucléase.
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11 -~ Traitement de 1'ADN

L'ADN est alors réduit par des ultra-sons (H@crosonde, 10 min,
70 watts, Sonifier B-12 , Branson sonic power Company) en fragments de
4-6 S de constante de sédimentation en gradient de saccharose. Le mélange
est dénaturé par la scude (0,3 N, 12 h 3 37°), neutralisé par HCl 3 N en
préécncc de rouge de phénol, extrait une fois par un vol.de phénol STE
(pH8), et la phase aqueuse est précipité directement par 2 vol.LEtOH 95°
12 h & -20°C. Ia taille de 1'ADN est controlée par la centrifugation d'un
aliquot d'ADN dans un gradient de saccharose 5-20 % (dans du tampon NaCl
0,6 M,'NaOH 0,3 N, EDTA 0,01 M pH 7,4 16 h 35.000 rpn en rotor SW 41 a 24°C) .

Le gradient est lu sur un analyseur de gradient et la taille du pic d'ADN

est calculée a partir d'un margueur ADN 3H 4 S inclus dans la charge.

) Préparation D'Oligonucléotides De Thymus De Veau

L'AIN de thymus de veau est utilisé come amorce dans la

transcription d'un ARN par 1'ADN-polymérase-ARN-dépendante d'AMV, selon

la technique de Taylor et al (1976) (88). L'ADN est ré&duit en fragments

de 2 a 20 nucléotides de long & 1'aide de la désoxyribonucléase I

(exenpte de RNase, worthington), et les fragments de 8 & 12 nucléotides

de long qui sont les plus efficaces (89) sont sélectionnés sur une colonne

DEAE-Sephadex. 2,5 g d'ADN 4 S de thymus de veau (Sigma) sont dissous

dans 100 ml de tampon Tris-Hcl (0,02 M) MgCl2 (0.01 M pH 7,4) contenant

de la INAse I (50 pg/ml). Aprds 45 min.d'incubation (35°C) la DNAse est

dénaturde (10 min.100°C) et le mélange extrait par du phénol-STE. L'ADN

est chargé sur une colonne DES2 (DEAE-cellulose-Watthman) équilibré par

du tampon Tris Hel, pH 7.4 (0.005 M), EDTA (0,001 M), NaCl (0,1 M).

Les morceaux de 8 a 12 nucléotides sont &lués par ie méme tampon contenant
0,3 ™ NaCl. Aprés précipitation par 2 vol.d'EtOH - 20°C 12h, 1'ADN est repris

dans un tampon Tris-ficl pH 8, 1 (0.01 M) & une concentration de 10 mg/ml.
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G) Préparation Des ¢DNA Viraux

Les DNA 3H ou 32P éomplémentaires des génomes viraux ou de
fragments définis de ceux-ci sont préparés selon la technique de Taylor
(88). L'ADN complémentaire (cDNA) est synthétisé dans une réaction
exogine utilisant 1'ADN-polymérase-ARN-dépendante du virus AMV, des
ffagments amorces d'ADN de thymus de veau, un ARN viral matrice (génomique
ou fragmentaire), et un mélange réactionnel contenant les 4 nucléosides
triphosphates dont 1'un est marqué au 3H ou au 32P. La sélection de
fragments spécifiques de cDNA se fait ensuite a l'aide de technidques
d'hybridation moléculaire. Cette méthode permet d'obtenir de grandes
quantités d'un cDNA qui est trés représentatif de 1'ARN matrice (10 fois
plus que la réaction endogéne (S0)) car 1'initiation de la transcription
par 1l'amorce ADN a lieu tout le long du génome. Tous les génes sont
transcrits au méme taux et avec le méme rendement, ce qui n'est pas le cas
de la réaction endogéne dans laquelle s'accumule essentiellement un cDNA
représentant la région 5' phogphate du génome viral (91). Cependant,
1'inconvénient de cette méthode réside dans sa non-spécificité : n'importe
quelle matrice ARPN sera transcrite (88). -

I - Synthése du cDNA

Le mélange réactionnel de synthé@se contient : Tris Hel (pH : 8,1 ;

0,05 M) ; Dithiotreitol, (0,02 M) ; MgCl, (0,008 M) ;Kcl (0,05 M) ;

2
ADN amorce de thymus de veau (2,5 mg/ml) ; actinomycine D (Rhdne-Poulenc,
100 pg/ml) ; ARN 70 S (25 pg/ml) d'ATP, dCTP, AGTP non marqués, (210",
dissous dans du Tris Hel (pH 8,1 : 0,1 M PL Biochemicals, Inc). Le dTTP
M, (1,510 60 Ci/me, TAN) on 3% (210704 ; 350 CL/M NEN) est désséché
au préalable dans le tube réactionnel 1'AMV polymérase est utilisé & 280 U/ml
(J.Beard, Life Sciences INC. St Petersbourg, Florida). Une cinétique

d'incorporation permet de suivre la réaction et de 1'arréter par de 1'EDTA

(0,05 M) aprds 45 minutes d'incubation & 40°C quand le plateau est atteint.
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IT - Extraction

L'AMV polymérase est digérée par de la protéinase K (100 pg/ml,
SDS 1 %, 37°C, 1 h) et le cDNA est extrait par un volume de phénol STE
(pli 8,1). La phase phénolique est réextraite par 1/2 volume de TE, les
phases aqueuses sont rassemblées et traitées 5 min.aux ultra sons (micro
sonde 70 watts), ajustées en sel, (AcONa 0,2 M) et précipitées 12 h &
- 20°C par 2 vol A'EtOH 95°, en présence de 200 pg/ml d'ARN de levure
entraineur.

IITI - Sélection en taille du cDNA

Le cDNA est centrifugé (10 min.& 10.000 g + 4° en Sorvall), le
culot est repris dans 200ul d'un tampon dénaturant (0,9 M NaOH, 1 M NaCl,
0,01 M EDTA) traité 5 min 3 60°C et chargé sur un gradient 5 - 20 % de
saccharose dans le tampon dénaturant. Le gradient est centrifugé, (28 h a
37.000 rpm & 24°C dans un rotor SW 41 Beckman L 3 50)  fractionnd, et la
taille du cDNA estimée d 1'aide d'un marqueur 4 S ADN 3H centrifugé en
parallele. Les fractions correspondant & du ¢cDNA 4 S ou plus, sont
rassenblées, neutralisées par de 1'Hcl 3 N (indicateur rouge de phénol)
et précipitées en présence d'ARN de levure entraineur (200 pg/ml) par
2 vol. d'EtOH (95°, 12 h, - 20°C). A ce stade, le cDNA représentant
tout le génome viral (cDNArep 3H ou 32P) est utilisable, ou alors paut-étre
stlectionné afin d'obtenir une région précise du génome.

IV - Sélection de cDNA spécifiques

Différents cDNA spécifiques sont préparés ainsi : les cDNAgag-pol,
cDNAgag—pol.c,'cDNAenv, chlAsarc, cDNAaev.

Les cDNAgag-pol, gag-pol.c, env, et sarc sont sélectionnés 3
partir d'un cpNArep 3H préparé a l'aide d'un ARN 70 S matrice de virus
nd PrC, (18, 71, 92).

Le cDNA simple brinVBH est hybridé avec un large excés d'ARN viral
70 § du mutant de d616tion td PrC (cDNA/ARN : 1/3 ; Crt = 50 MxSxL L,en

1,2 M NaCl et a 60°C). Un fractionnement sur HAP permet de séparer de cDNA
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non hybridé (simple brin) du cDNA hybridé (double brin)

a) Chromatographie sur hydoxyapatite (HAP)

Les hyvbrides sont chromatographiés sur hydroxyapatite
selon la méthode adaptée de Fanshier et al (1971) (93). La colonne est
préparée dans une pipette plastique de 5 ml bouchée & son extrémité
iﬁférioure par du coton de verre.

L'hydroxyapatite (1 g, Biorad HIP) en suspension
dans du tampon phosphate de sodium (0,01 M, pH 7 et 1,5 M NaCl) est coulée
dans une colonne maintenue 3 50°C dans un kain-marie. Les hybrides sont
adsofbés sur 1'HAP dans le tampon phosphate (0,01 M + 1,5 M NaCl). L'élution
du simple brin est effectuée par un gradient de phosphate de sodium
(0,1 M3 0,2M+ 1,5 MMaCl & 50°C). Les fractions (1,5 ml) sont collectées
sur un collecteur Isco. La mise en évidence de 1'élution se fait par pré-
cipitation da'l ul de chaque fraction par 1 ml d'acide perchlorique
en présence d'ADN entraineur de tymus de veau (100 Fg par ml). La colonne
est ensuite rincée par 10 ml de tampon phosphate 0,14 M sans NaCl, a 60°C
afin de décrocher les hybrides instables, et les hybrides stables sont alors
€lués par un tampon phosphate 0,4 M sans NaCl et & 60°C. L'utilisation
du NaCl 1,5 M et d'une température de 50°C pour éluer le cDNA simple brin
sont destines a stabiliser au maximum les hybrides et éviter ainsi une
contamination du cDNA simple brin par du ¢DNA viral non spécifique.

b) Précipitation du cDNA par le cétyltriméthyl ammo-

nium bromare (CTAB)
Ce type de précipitation est destiné & séparer les
acides nucléiques des jons phosphates qui coprécipitent & 1'éthanol (94).
Le cDNA est spécifiquement précipité par le C-TAB (0,005 M, 10 min & 0°C)
en présence de 100 pg/ml A'ARN de levure entraineur. La suspension cbtenue

est contrifugée (10 min 10.000 g & + 4°C), et le cDNA encore en suspension

dans le surnageant est reprécipité dans le tube, dans les mémes conditions.
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Aprés sédimentation du nouveau précipitat, le culot est repris dans du
NaCl (1M), ajusté a 0,3 M NaOH (12 h & 37°C) afin de dissocier les
hybrides, et d'éliminer des traces &ventuelles de ribonucléases. Le cDNA
est précipité aprés neutralisation par 1'Hcl 3N et adjonction d'ARN

de levure entraineur, par 2 vol. A'EtOH 12 h a - 20°C.

¢) traitement par la nucléase Sl d'aspergillus
ogizae
Ie cINA simple brin, qui dans ce cas représente le

géne SRC du virus nd PrC, est contaminé par du cDNA non viral (du & la
non spécificité de la réaction éxogéne a 1'AMV polymérase) ; afin de le
repurifier, il est hybridé (0,6 M NaCl 68°C) avec un ARN 70 S nd PrC
(cDNA/ARN : 1/2'; Crt = 2 MxSXLml). On hybride ainsi uniquement les
séquences qui ne sont pas répétées plus de deux fois. Le cDNA répétitif
et non viral reste simple brin. Ce mélange est alors soumis & 1l'action de
10 1 de nucléase S1 d'aspergillus oryzae dans 5 ml de tempon (NaCl 0,3 M ;
ZnCl2 0,003 M ; AcONa 0,03 M pH 4,5 ; ADN de thymus de veau 4 S simple
brin, 10 pg/ml, 15 min.a 50°C). La réaction est arrétée par de 1'EDIA
(0,01 M). Le mélange est alors additionné de 100 pg/ml de protéinase K,
SDS (1 %) et digéré pendant 1 h & 37 °C. Le cDNA sous forme d'hybrides est
extrait par un volume de phénol STE, et la phase aqueuse est ajustée en
0,3 M NaOH (12 h & 37°C) afin de dénaturer les hybrides. Aprés neutrali-
sation et précipitation, le cDNa repris d la concentration désirée est prét
a l'emploi. Il est trés important de ne pas dénaturer les hybrides en cours
d'opération, sous peine de perdre tr@s rapidement (moins de 5 min)
la totalité du cDNA (95).

Ie méme type de s€lection est ensuite entrepris apr&s hybridation
du cDNA débarassé de sarc avec 1'ARN 70 S du virus rd Bryan, un mutant de
délétion dans le géne ENV. Dans ce cas, le cDNA simple brin sera compléme-

ntaire du gene ENV, et on effectuera les mémes sélections que pour le cDNAsarc.
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GAG POL ENV SRC C ARN

ndPrC gag pol env sarc ¢ cDNA
ARN td PrC
GAG POL ENV C
sim!e brin double brin
c DNAsarc ¢DNA gag pol envc
ARN BHrd\
GAG POL SRC C
v

HAPZ2

simple douZle brin
cDNAenv cDNAgag polc
ARN PCLY A+ 108
ENV C N
v
HAP3
simp!éﬁ’gﬁ dougle brin
cDNA gag po! cDNA ¢

Figure A : Préparation des c¢DNA spécifiques des génes d'un ASV.
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Le cDNA correspondant au sedment viral C est éliminié apres
hybridation du cDhNAgag-pol-C avec un ARN poly A + de 10-12 S, donc corres-
pondant & la région C. Le cDNA simple brin correspond 13, au cDNAgag-pol

(fig A).

Hj L'Hybridation Moléculaire En Phase Liquide

I ~ Définition

La réaction d'hybridation moléculaire consiste en un appariemment
par liaisons hydrogéne de séquences nucléotilicues complémentaires. Il peut
ainsi exister des hybrides ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN. Il est nécessaire
cependant, de distinguer la réaction de réassociation, qui correspond &
1'hybridation de deux brins d'ADN dissociés, (cinétigque bimoléculaire du
2éme ordre) de la réaction d'hybridation de deux séquences présentant des
analogies, mais d'origine différente, et dans laquelle 1'une d'elles est
en large excés par rapport a l'autre (cinétique de pseudo premier ordre).

 IT - Formulation de la réaction d'hybridation

Il est possible de suivre le pourcentage d'hybrides formés
au cours du temps dans la réaction d'hybridation ou dans la réaction de
réassociation. En effet, dans le cas d'une hybridation en excés de 1'une
des ségquences (1'ARN) :

ARN + CDNA__k o ARN : DN

. k (en litres par moles x secondes) représente la constante d'association.
. ¢ est la concentration en cDNﬁksinple brin (moles) 3 un moment t de la
réaction.
. £O est la concentration en cDNﬁ‘simple brin (moles) au temps t = to
-Crq est la concentration en ARN (moles) & un temps t de la réaction

- Cr est la concentration en ARN au temps t = to.

La quantité de cDNA ayant disparu dans un intervalle de temps

dt est donnée par :
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~ dc _
ko

Or, 1'ARN étant en grand excés dans le milieu sa concentration
ne change pas de facon appréciable au cours de la réaction. Aussi,

- dc _ de _
proie kCr¢ et c kCr dt

1'intégration de cette expression de t = 0 4 ¢ = co nous donne :

c t

dc _ c _ _ .

~= = kCry§ dt In co kCrt

c

co o
c -kCrt c - s an .
donc, o "~ © et o représente la quantité d'hybrides
CDNA-ARN , formés & un moment t quelconque.

De cette expression on peut déduire que au temps de demi-réaction,

c. 1

co , In 2 = kCrt1/2

donc, Crt 1/2 =In 2

k

T1 est possible d'effectuer le mdme calcul, pour une réaction,
ADN +cDN§i_KN%ADN . conn
mais il existe également la réaction,
ADN + ADN_K__,ADN : ADN
qui est concomitante de ia réaction d'hybridation proprement dite.
. € est la concentration en cDNA?simple brin & un moment t de
la réaction
. co la concentration en cDNA' au temps t = to
. C la concentration en ADN simple brin au temps t
. Co'la concentration en ADN au temps t = to
Les séquences ADN complémentaires du cDNA sont en trés large
excls par rapport & celui-ci, (condition nécessaire mais difficile a

heend 1 be +1 : » . N
obtenir dans la pratique !) pour pouvoir affirmer que 1'hybridation



~ 29 ~

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

et Cotl/2 = Ln2 ‘

_ ~kCot
€ k

3ia

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

%%?:q{Cz (réaction bimoléculaire d'ordre 2)
gg;: Kt et en intégrant de t =0 & C =Co
Cc
€ t
dc _ L _ L1 ;¢
E;2.~}< dt=3% - GKt
Co S,
donc, |€ - L au temps de demi-réaction
Co 1 +g Cot
cC _1 -1
"3 Cot 1/2 = R

Cette féaction de réassociation concomitante de la réaction
d'hybridation paut interférer et limiter cette derniére si elle est plus
rapide qu'elle. Dans ce cas, la disparition du brin d'ADN pouvant hybrider
avec le cDNA sera trop rapide, et le plateau atteint par la réaction
d'hybridation sera artificiellement bas. Ceci peut se rencontrer lors
d'hybridations de cDNA avec des séquences d'ADN trés divergentes,trés mutées.
ILa réassociation 1'emporte sur l'hybridation.

Il est possible de représenter graphiquement les cinétiques
d'hybridation (fig B) (99).

Ainsi, deux constatations se dégagent de ces formules :

1°) c'est 1'acide nucléique en excds qui permet de
quantifier la réaction.
2°) le point de demi-réaction est une constante

” " . . . - . . .
ne dépendant que des conditions réactionnelles choisies.

IIT ~ Conditions de la réaction d'hybridation
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Figure B - : Figure C :
Cinétique de disparition du cDNA de pseudopremier Expression du Crt ou du Cot en fonction du
ordre, en fonction du Cot ocudu Crt pourcentage d'hybrides formés au cours du

temps pour une concentration fixée en
acide nucléique. (la méme courbe serait
obtenue si le temps était fixé et la
concentration en acide nucléique variable).
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La formation des hybrides entre un cDNA et un acide nucléique

quelconque dépend de nombreuk facteurs (71) dont les plus importants sont :

1

la température d'hybridation

i

la force ionique du tempon d'hybridation

1

la taille des acides nucléiques dans le milieu

réactionnel.

la température d'hybridation optimale doit favoriser
au maximum la rencontre des fragments d'acides nucléiques, sans huire a
la stabilité des hybrides en formation. La température la plus efficace
se situe 20° au dessous de la température de fusion des hybrides (90°).
- la force lonique joue sur la vitesse de la réaction
d'hybridation et sur la spécificité des hybrides formés. Dans un milieu .
d'hybridation inférieur a 0,3 M en NaCl, la réaction est trop lente,
et supérieure 3 1,5 M elle n'est plus spécifique. Une concentration en
0,6 M NaCl fournit une vitesse d'hybridation satisfaisante et une spécificité
stricte.
- la taille des acides nucléiques implicqués dans
la réaction permet d'influer, sur la viscosité du milieu, la concentration
des fragments de nucléotides, la vitesse d'hybridation et la stabilité
des hybrides (97). La taille la plus favorable & la réaction correspond
a une constante de sédimentation en gradient de saccharose de 4 S.
Une fois ces différens facteurs fixés, 1'expression du Cot ou
du Crt devient (fig C) :
Cot V ADN

. t
X concentration en ou x'i

ou =

o

Crt . ARN

- Cot (ADN), Crt (ARN), moles X sec X litre -1

- acide nucléique en excés dans le milieu en plﬁnl

~ { en heures.

lLa formulg de Crt peut également dans certains cas &tre utilisée
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pour calculer la concentration en ARN viral d'un milieu de culture
(donc, quantifier la production de virus). La mesure directe de la
concentration en AR étant impossible, il est nécessaire de modifier la
formule du Crt en utilisant au lieu de la concentration (recherchée) en
ARN viral, un facteur de concentration (F.C) correspondant au nombre de
ml de milieu de culture dont on a extrait 1'ARN viral intervenant dans
la réaction. Si on remet en suspension 1'ARN viral de 100 ml de milieu
de culture dans 1 ml de milieu réactionnel, le facteur de concentration
est FC = 100

Le vot est ainsi défini par :

t

1 : t
Vot =g % FC % 5

et le rapport du Crt et du vot permet de relier le facteur de concentration
du milieu a la concentration en ARN

Crt _ concentration en ARN ~ K o concentration = FC x K
Vot  facteur de concentration en ARN ng/ml

Dans le milieu de culture, le facteur de concentration FC = 1;

donc lajconcentration = K}; pour avoir la concentration en ARN viral par
en ARN pg/ml

litre de milieu,

ARN = 1000 x K~
ng/Litre

quelques ng de produit suffisent pour détecter une production de virus
en conditions strictes d'hybridation.

Les hybridatidns sont réalisées en conditions strictes ou
relachCes selon le probléme abordé.

a) conditions strictes

2000 cpm de cDNA (et/ou) 3H, 32P, sont hybridés

& 68°C cn 0,6 M NaCl avec de 1'ADN 4-6 S (dénaturé 10 min & 100°C) ou avecC
de 1'ARN, dans des volumes variant de 3 Pl (ARN viravx) a 200‘Pl {ADN) en
fonction de la concentration désirée en acides nucléiques. Pour 1'ADN, la
concentration (10 mg/ml) est maintenue fixe pour chaque &chantillon (afin

|-V OUS . - . P .
d'étre toujours en excés d'ADN par rapport aux séquences cDNA complémentaiires)
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ct le temps d'incubation varie de 5 min. a 48 heures

pour 1'ARN, la concentration varie dans chague échantillon d'un
facteur 1:2 ou 1:4, selon les besoins. Dans ce cas, le temps est fixé entre
12 ot 48 h en fonction du Crt maximum désiré. L'absence du phénomene
de réassociation permet d'étre toujéﬁrs en exces de séqdences d'ARN quelle
qﬁe soit la dilution.

b) analyse des hybrides

Le pourcentage d'hybrides obtenu est défini comme étant la
quantité de cDNA résistant a 1'action de la nucléase Sl (98) rapportée
3 la quantité initiale de cDNA. Cette détermination se fait pratiquement
de la fagon suivante : le mélange d'hybridation est disscl dans 4 ml de

tampon (AcONa pH 4,5;0,03 M,.NaCl : 0,3 M,. Zncl, :0.003 M,.ADN de thyrus

2
de veau 4 S dénaturé 10 pg/ml) et répartis 3 raison de 1,9 mi dans deux
tubes notés + et -Sl.Le tube + S1 recoit 2 pl d'enzyme S1 préparée selon
la méthode de Sutton (99); chaque tube est précipité a froid par 1 ml
d'acide perchlorique, filtré sur filtres G F/C wattman, rincé abondamment
et séché 10 min & 60°C. Ie filtre est ensuite compté en scintillation

liquide, toluéne ppo-popop, dans un compteur intertechnique SL 4000.

¢) conditions relachées :

La réalisation des hybrides se fait dans des conditions de force
ionique plus élevées (1,2 M NaCl, 68°) afin de faciliter 1'appariemment
de séquences mutées 1'une par rapport & 1'autre. L'analyse des hybrides
se fait &galement en conditions "douces" pour stabiliser au maximum ces
hybrides instables. Le mélange d'hybridation dissous dans du tampon
phosphate (0,0 1 M 1,5 NaCl) est chargé 3 50°C sur une colonne contenant
1 ml d'hydroxyapatite tassée ; 1'élution du cDNA simple brin se fait & 50°C
d 1'aide d'un tampon phosphate (0,4 M, 1,5 M NaCl); L'élution du cDNA

hybridé¢ & lieu avec un tampon 0,4 M phosphate & 60°C. Le pourcentage

d'hybridation se déduit ensuite facilement aprds précipitation et comptage

des deux fractions de cDNA.



I) Mesure De La Température De Fusion Des Hybrides

La température de fusion des hybrides ADN~cDNAaev et AﬁN~
cDiArep est mende par la méthode a la nucléase S1.

2 mg d'ADN d'embryons de poulet ou d'érythroblastes 6C2 sont
dénaturés 10 min 3 100°C et hybridés dans 200 pl de volume réactionnel
avec 20.000 cpm de cDNAaev 34. Deux lots d'ADN d'embryons de poulet sont
d'autre part dans les mémes conditions, (68°C, 0,6 M NaCl, 48 h) hybridés
avec 20.000 cpm de cDNArep 32P.

L'hybridation terminge, les 2 mg d'ADN ayant hybridé avec le
cDNAaev 3H sont mélangés avec 2 mg d'ADN ayant hybridé avec le cDNA 32P
rep et ramenés 3 une concentration de 0,3 M NaCl par dilution dans 400 Pl
de tampon Tris Hel (0,05 M), EDTA (0,002 M). 10 capillaires de 100 Pl con—
tenant 80 pl de ce mélange sont scellés, et chaque capillaire incubé 10 min
a la température désirée. Leur contenu est ensuite repris dans 6 ml de
tampon d'action de l'enzyme S1, répartis en deux tubes notés + et -S1,
et le tube + S1 est additiomné de 8 ul d'enzyme S1. L'analyse des
hybrides se fait comme précédemment. L'ADN d'embryons de poulet qui
a hybridé avec le cINA 32P est utilisé dans chaque expérience pour
constituer un témoin interne contrélant la dissociation. La courbe de
dénaturation des hybrides cDNA rep 32P~ADN RAVO permet de confirmer la

reproductibilité de la fusion des hybrides.

J} Mosure De L'Activité Réverse Transcriptase Endogdne

La détection d'une activité ADN-polymérase-APN-dépendante se
fait sur les particules virales purifiées sur gradient de tartrate,
l'expression de la polymérase étant permise par la lyse du virus a 1'aide

de Nonidep 40 (NP 40).



Ce détergent étant un inhibiteur trés puissant de l'expression de la
polymérase i1 est nécessaire d'en déterminer la concentration optimale
en utilisant une gamme de dilution de NP40. La concentration utilisable
varie selon les virus et selon la fagon dont ils ont été préparés.

Le tampon d'action de la polymerase est le suivant : MgClL,,
(0,005 M) ; mercaptoéthanol (0,6 %) ; 4d'ATP, dCTP, dGIP froids,
(310°° M) ; Tris pi 8,1 (0,1 M),dTTP CH) 3 50 Ci/m moles (4107° )

Chacue échantillon contient 30 Pl de ce mélange, 10 pl d'une

solution de NP40Q (dans du Tris pH 8,1 : 0,01 M) & une concentration

finale variant selon les points de 0,05 4 0,4 % , et 10 pl d'une
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solution & 17 Pg/ml de protéines virales pour le virus nd Sr E et i 53 Pg/ml

de protéines virales pour le virus OK10. Aprés 2 h d'incubation & 38°C,
les tubes sont additionnés de 0,5 ml d'acide perchlorique, filtrés sur
filtre G p/C wattman et comptés en scintillation liquide sur un compteur

SL 4000.



RESULTATS Jere PARTIE

HOMOLOGIE ALV/DLYV
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1) Obtention de cellules non productrices de MH2

Toutes les &tudes biclogiques et biochimiques menées sur les
DLV permettent de penser qu'ils sont‘apparentés a leur “helpers" ALV.

Afin de préciser cette parentée (qui ne semble porter que sur le géne GAG)
nous avons quantifié pour chacun des génes d'ALV, 1'homologie existant
avec le génome de chaqua DLV connu.

Cette hamologie est détectée par hybridation moléculaire entre
des cDNAs spécifiques de chaque géne d'ALV et 1'ARN intra cellulaire total
de cellules non productrices de DLV. Ceux-ci étant défectifs pour la
réplication, 1'ARN des cellules non productrices transformées par le DLV
seul est l'uniqué moyen d'accéder au génome défectif. ILes cellules non
productrices d'AEV sont des fibroblastes de poulet, d'AMV et E26 des
myéloblastes de poulet, et les cellules non productrices de MC29, CM2
et OK10 sont des fibroblastes de caille. Toutes ces cellules qui n'existent

que depuis peu nous ont été fournies, et nous n'avons réalisé des cellules
non productrices que pour le virus MH2. Nous avons utilisé des fibroblastes
de caille, car ces cellules peuvent &tre éonservées plus longtemps que celles
de poulet, et on évite aussi la présence de virus endogéne de type ALV .

Aprés infection des fibroblastes de caille par le virus MH2
accampagné de son "helper" RAV 3 nous avons cbtenu 7 clénes de cellules
transformées se développant sous la couche d’agar. Afin dé déterminer quels
étaient les cldnes non producteurs, c'est 3 dire ceux dont la cellule
initiale n'avait regu qu'un pseudotype de M2, nous les avons mis en culture
sur boite de Pétri. Malheureusement, un seul cléne s'est développé de
fagon satisfaiSante et 3 pu &tre conservé. Le milieu de culture de ces
cellules s'est révalé exempt de virions détectables par hybridation
noléculaire et 1'ARN intra celluiaire total hybride partiellement avec

un cbNA représentant le génome des ALV ou des parties de celui-ci. (fig 1 b).
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Figure 1 a : Cellules non productrices d'AEV : NP75 fibroblastes Figure 1 b :Cellules non productrices de MH, : OB 2
de poulet chf™ . Les hybridations sont réalisées dans 25 pl fibrcoblastes de caille. Les hybridations sont réalisées
pendant 38 h avec 0,368 mg d'ARN au point A. x——x cDNAsarc, dans 7 pl pendant 45 h avec 0,076 mg au point A.@--@ cDNA
X~—— % CDNAtd rep ;a&—&cDNAenv,o-0cDNAtd rep ;e~@cDNAgag pol C, gag pol,0-0cDNAtd rep;&—a&cDNAenv,s-ocDNAEd rep.

00 cDNAtd rep.

Figure 1 : Cinétique d'hybridation de 1'ARN des cellules non productrices des DLV avec différents
cDiAs:1'ARN total_des cellules non productrices est hybridé en 0,6M NaCl a 68°C avec 2000 cpm
(0,03 ng) de cDNA’H (gag pol C, gag pol, env, sarc) et 2000 cpm (0005 ng) de cDNAtd rep pour
chacue point. L'APN est dilué de 1 : 4 de fagon a réaliser une cinétique, le temps d'hybridation
reste constant. Le pourcentage d'hybrides est le pourcentage de resistance 3 1l'action de la
nucléase S1 d'Aspergillus oryzae. Le pourcentage de resistance intri nseque 3 la Sl de chaque sonde
est mesuré sur un &chantillon hybridé sans ARN ( 1 3 3 % selon les cDNA). Toutes3les cinétiques

sont normalis@es pour 1'hybridation maximale des cDNAs avec un ARN viral ; cDNA “H et 24P : x 1, 176.
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Ces cellules contiennent donc une information virale partielle
exprimée au niveau de 1'ARN cellulaire mais non encapsidée.

La production de virus est possible aprés surinfection des
cellules par un ALV, RAV2 , et le virus recueilli transforme des fibroblastes
sains avec les mémes altérations morphologiques que le virus M2 (RAV3)
utilisé au départ.

2) Hybridation de 1'ARN total des cellules non productrices avec

les différents cDNA

Les résultats obtenus avec les différents cDNA en notre possession
(cDNAtd rep, cDNAgag- pol, cINAenv, cDNAsarc) et 1'ARN total des cellules
non productrices'de chaque DLV sont représentés dans les figures la, 1b,
1c, 1d, le, 1f et 1g.

Dans les conditions réactionnelles choisies, (voir matériel et
méthode) la cinétique d'hybridation est définie par la formule : Crt
(MXSwal) = %—nx concentration (pg/ml d'ARN) x‘% (heures). Le temps
d'hybridation étant fixé, le Crt ne dépend plus que de la concentration en
ARN dans le milieu, et & chacune des valeurs du Crt correspond un
pourcentage d'hybride. Ce type de courbe permet d'obtenir deux résultats
différents :

1°) le Crt cbtenu pour 50 % d'hybridation (Crt 1/2) permet de
calculer le nombre de copies d'ARN viral dans 1'ARN cellulaire, ce qui

renseigne sur le taux d'expression du génome viral. En effet, le nombre
5

- Gt 1/2 viral 10
Crt 1/2 mesuré 5 10"l
-5 ; ,

10 “pg : poids de 1'ARN contenu dans 1 cellule

=12 :
510 " ng: poids d'l copie d'ARN viral.

de copie|N

2

Le rapport entre le Crt 1/2 viral (environ 210—2MxSxL_1) et le

Crt 1/2 mesuré cquantifie le taux de dilution de 1'ARN viral par 1'ARN

4 1

cellulaire. Dans ces conditions, un Crt 1/2 expérimental de 4 10  MxSxL,

correspond &' 1 copie d'ARN viral par cellule. Cependant, 1'incertitude
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Figure 1 £ : Cellules non productrices d'AMV : mélange de clénes
de myéloblastes de poulets. Les hybridations sont réalisées dans
7 pl pendant 45 h avec 0,114 mg d'ARN au point A.@---@cDNAgag pol,
O—O cDNALd rep ;MCDNAenv,A‘AcDNAtd rep.
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Figure 1 : Cellules non productrices de E 26 :

myeloblastes de caille. Les hybridations sont

réalisées dans 7,) 1 pendant 45 h avec 0,101 ng

d'ARN au point A.@---@cDNAgag pol,o-0cDNAtd rep ;
&—~a cDNhenv, &a—~o cDNAtd rep.
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existant sur la détermination de la masse de 1'ARN intra-cellulaire
(qui varie avec l'état physidloqique de la cellule) fait que ce nombre
n'est pas trds rigoureux, et n'a qu'une valeur indicative.

2°) le plateau de la cinéticque d'hybridation représente le
pourcentage de cDNA que 1'ARN viral protége de la digestion par la nucléase
S1, c'est 3 dire 1l'homologie existant entre 1'ARN et le cDNA . La valeur
chtenue dans ces conditions révele une homplogie stricte, et tient compte
des mutations pouvant exister entre les deux séquences (77). Une hybridation
réalisée dans des conditions de salinité plus élevée et une analyse des
hybrides faite par chromatographie des échantillons sur hydroxyapatite,
permet de visualiser 1'appariement des séquences qui ont partiellement
divergé. Le tableau N° I résume les différents résultats obtenus.

3) Discussion des résultats

Tous les virus défectifs des leucémies aigues étudiés sont
apparentés aux ALV, de 2300 & 6300 nucléotides, le génome de ces derniers
en contient 8200. ILes DLV possédent une information partielle de tous les
génes ce qui rend probablement compte de leur incapacité & se répliquer
seuls, et confirme les observations biologiques rapportées par différents
auteurs (4, 5, 6, 8, 10).

Dans cette optique cependant, le cas du virus OK10 apparait comme
trés particulier. ,' homologie stricte de 87 ¢ détectée dans la région
GAG-POL-C (5050 nucléotides sur les 5800 qui constituent ces génes (45)
permet de penser que 1'ARN du virus OK10 est peut &tre encapsidé, le géne
GAG (2300 nucléotides) pouvant étre présent et fonctiomnel. Dans ce cas,
des particules physiques peuvent se former, et les cellules " non product—
rices" doivent émettre des nucléocapsides.

La recherche d'ARN viral dans le surnageant de culture de ces

cellules par hybridation moléculaire s'est révélée positive, et la production
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Les pourcentages d'hybridaticns reportés dans ce tableau sont relevés 3 un Crt de
2104 NxSxL—l. Les hybridations sont faites en conditions strictes (0,6 M NaCl, 68°,
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d'hybridation (Vot) est faite & l'aide de dilutions STE/glycérol (50-50). 10 jl de cette solution (0,053 pg de

protéinej virale) sont incubés avec 30 pl de mélange réaction-
nel contenant du GTTP SH ainsi que des quantités variables pour
en conditicn strictes (0,6 M NaCl, 68°C) pendant chaque point de NP40. La radiocactivité incorporée est mesurée
23 h, avec 2000 cgm (0,03 ng) de chNRenv (a—a) et aprés 2 h d'incubation & 37°C.e-® 0K 10;0-ond SRE (0,017 pg de

2000 cgm (0,05 ng)de cDAtd rep (a—a). ’ protéines virales par point).
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virale est d'environ 1,4 10° particules par litre (fig 2a). Le fait que
les deux cDNAs utilisés (cDNArep32P et cDNAenv 3H) possédent leé mémes
valeurs de Votl/2 et le plateau caractéristique de 1'ARN intracellulaire
des cellules non productrices, exclut la possibilité d'une surinfection de
ces dernidres par un ALV exogéne lors du recueil du milieu. La recherche
d'une activité ARN polymérase ADN dépendante associée a ces mémes particules
virales purifiées sur gradient de tartrate de potassium s'est révélée
négative dans les conditions d'action de 1'ARN-polymérase-ADN-dépendante
des virus aviaires (fig 2 b).

L'analyse des résultats obtenus avec les sondes gag-pol et
gag-pol -c et 1'ARN total des différentes cellules non productrices permet
de penser que tous les DLV, sauf OK10 et AMY, sont dépourvus des séquences
POL. En effet, dans toutes ces cellules, un polypeptide de haut poids
moléculaire contenant la P19 et la P27, (ou la P19 seule) & cbté d'une
séquence inconnue a été décrit (Hayman, M., communication personnelle,
6, 8, 31). Or, les pourcentages d'hybridation obtenus ne confirment ceé
résultats que si on suppose que toute 1'hybridation cbservée n'est due
qu'au seul géne GAG. Dans ce cas, de 650 & 1500 nmucléotides de ce g@ne sorit
présents (ARV : 750 nuclzP19 ; E26 : 650 nuclz P19 ; MC29 : 1500 nucl =
P19, P27 ; (M2 : 1200 nucl=P19, P27 ; MH2 : 1250 nucl=P19, P27). En ce
qui concerne le virus AMV, nos résultats nous permettent de supposer la
présence de toute la séquence du géne GAG, mais nous n'avons pu tester le
surnageant des cellules non productrices, pour y rechercher des particules
virales. Maisxﬁéne si tout le géne GAG est présent (2300 nucléotides) il
faut envisager la présence de 600 nucléotides du géne POL pour rendre campte
des 2900 nucléotides détectées par la réaction d'hybridation réalisée en
conditions strictes.
Le ciAenv hybride également avec tous les DLV & 1'exeption d'AMV. Ce dernier

point est intéressant car il laisse supposer que la présence d'une portion
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du géne ENV n'est pas indispensable pour 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-pol-~ C
(fig 1 a, ¢, d) sont plus.élevés gqu'avec une sonde gag-pol (tableau I).

Ie rb&le exact de cette séquence est toujours inconnu, méis son maintien,

méme chez les DIV, serble lui assigner un r8le important, tout comme pour

le géne GAG Ces séquences pourraient &tre indispensables pour la réplication
du virus lors de la circularisation de 1'ADN viral, avant 1'intégration de
celui-ci dans le génome de la cellule hbte, car il a été montré (100), que
les ﬁbouts collants" du DNA viral coﬁstitués par 21 bases complémentaires
sont situés & 1l'extrémité 5' (GAG) et 3' (C) du génome.

Afin de savoir si ce sont toujours les mémes séquences apparentées
aux ALV qui sont présentes dans différents DLV ou bien des séguences
variables selon le type de virus, nous avons mélangé 1'ARN de cellules non
productrices d'AEV et MC29 ou d'AEV et E26. L'hybridation réalisée entre
ces nélanges et le cDNAtd rep ne permet pas d'obtenir plus d'hybrides
qu'avec les ARN non mélangés, ce qui implique que les sé&guences apparentées
aux ALV, présentes dans AEV, le sont également dans MC29 et E26. Ceci souléve
le probléme de 1l'origine de ces virus et de la nature du processus qui
leur a donné naissance. Il est permis de penser que ces virions provien-
nent tous d'un ALV ancestral, selon des processus samblables qui font que
certains fragments de séquences sont toujours conservés (tableau I)

Le probléme se pose également de savoir si les faibles homologies
détectées entre les différents cDNA et le génome des DLV sont dues a de
multiples nmutations existant entre les sondes et 1'ARN complémentaire, ou
bien s'il existe des délétions de portions de séquences dans ces génormes.
Nous avons recommencé les hybridations et l'analjse des hybrides en

conditions permettant de forcer 1'appariement de séquences ponctuellement
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Figure 3 : Carte physique du génome des DLV.
Le pourcentace d'homologie avec les génes A'ALV , déterminés en condition

strictes sont reportés sur ce tableau.
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matées, conditions dites "relachées". Or, l'hybridation des ARN en haute
force ionique, et 1l'analyse des hybrides par chromatographie sur
hydroxyapatite n'augmente pas le pourcentage d'hybridation de fagon tres
significative. (tableau I). Si le faible pourcentage d'homologie ALV~DLV
observé en conditions strictes était.du a des nutations fonctuelles
réparties le long du génome, le pourcentage d'hybridation observé en
conditions relachées aurait dd croitre considérablement. I1 semble donc
plutdt exister un phénom@ne de substitution-délétion au sein des DLV. La
taille de leurs différents génomes, selon dec résultats obtenus recemment,
dans.notre laboratoire, serait de 6000 nucléotides en moyenne (sauf pour
OK10 qui ferait 8000 nucléotides). Coampte tenu de 1l'homologie existant avec
les ALV, chaque virus défectif des leucémies aigues doit posséder une
séguence non apparentée & ceux—-ci pour atteindre la taille observée.

Nous avons entrepris de synthétiser, sé&lectionner et &tudier un
cINA complémentaire des séquences présentes dans 1'ARN du virus de
1'érythroblastose aviaire. Cette étude fait 1'cbjet des deuxiéme et troisiéme

parties.

Les DLV sont tous apparentés aux ALV ainsi que nous avons pu le
mettre en évidence en étudiant 1'ARN total des cellules non productrices .

L'howlogie est variable en fonction des virus mais on peut essayer
de dresser sommairement une carte génétique de ces virions (fig 3).

- la séquence spécifique de chacun des DLV doit &tre adjacente
d la stquence conservée du géne GAG ainsi que le laisse supposer le
polypeptide GAG-X toujours présent dans toutes ces cellules.

- Ni le géne POL, ni le géne ENV ne senmblent requis pour 1l'existence

de ces virions
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- La séquences "C" par contre parait nécéssaire, peut-étre pour
1'intégration du DNA viral dans le génome hbte.

- Dans tous les cas la séquence DIV spécifique semble suffire
pour constituer 1, voire 2 génes, et donc étre impliquée dans le pouvoir

transformant de ces virus (80).



RESULTATS 20w PARTIE

SELECTION DUN DA COMPLEMENTAIRE DES SEQUENCES AEV SPECIFIQUE (cDNAaev)
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1) Préparation du cDNAaev

Les résultats obtenus par hybridation moléculaire sur 1'homo-
logie du virus de 1'érythroblastose avec les ALV, ainsi que sur la taille
de son génome nous ont conduit a rechercher la présence de séquences
spécifiques 4 ce virus. Nous avons procédé pour cela de la fagon suivante :

1°) Synthése d'un cDNA représentant les génomes
du virus AEV et de son "helper" ALV a partir d'ARN génomique d'AEV (RAV2)
et d'AMV polymérase ;

2°) Elimination du cDNA de helper et du cDNA d'AEV
apparenté aux ALV par hybridation moléculaire.

3°) Purification finale du cDNRaev spécifique & 1l'aide
de la nucléase S1 d'aspergillus oryzaé.

La réaction de 1'AMV polymérase effectuée en présence de dITP (BH)
(voir matériel et méthodes) nous a permis de synthétiser 32 pg de CDNA.(3H)
ayant une activité spécifique de 48106 cpn/pg.

Une premiére sé€lection est effectue pour ne conserver, aprés une
sonnication du mélange, que les fragments de cDNA ayant une constante de
sédimentation comprise entre 4 et 7 S (soit de 808 3 220 nucléotides),
ceci afin de controler le facteur "taille des acides nucléiques" dans la
'réaction d'hybridation. Le cDNA ainsi traité représenté 30 ¢ du cDNA total
de départ. Il est hybridé en conditions de haute salinité (1,2 M NaCl 60°C)
avec 78 pg d'ARN 70 S de RAV2, soit 11 fois plus dA'ARN que de cDNA, & un Crt
20 fois au plateau de la cinétique (Crt=25) et un Cot de 4 (ce qui permet
d'hybrider les'cDNA de polarités différentes s'il en existe ; ces cDNA
pourraient provenir de la réplication d'un cDNA (-) par 1'ARN polymérase
ANdSpendante. Le cDNA synthétisé serait alors de polarité (+)). L'hybri-

dation (hautg salinité, basse température) & pour but de forcer 1'appariement
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du cDNA représentant les régions homologues aux ALV présentés dans le
géname d'AEV avec 1'ARN de RAV2. La séparation du cDNA ayant hybridé de
celui resté sirple brin (et représentant la région AEV spécifique) se fait
par chromatographie du mélange sur une colone d'hydroxyapatite en
conditions trés douces (1,5 M NaCl,_50° C) afin de préserver au maximum
1'int&grité des hybrides formés avec 1'ARN de RAVZ et éviter ainsi la
contamination du cDNA simple brin. L'élution de celui-ci se fait a l'aide
d'un gradient de phosphate de sodium (0.1 - 0,2 M), et le cDNA recueilli
est testé pour trois critéres :

1°) le pourcentage de résistance a la S1 (qui permet
de déceler la présence de structures secondaires dans le cDNA, tels des
"épingles a cheveux" par exemple)

2°) le pourcentage d'hvbridation résiduelle avec
un ARN 70 S de RAVZ (qui mesure le degré de contamination du cDNAaev par
du cDNA viral non spécifique).

3°) le pourcentage d'hybridation avec de 1'ARN 70 S
d'AEV (RAVZ) qui indique le pourcentage de cDNA non viral encore présent,
ou incapable d'hybrider. (voir Fig 4).Le.cDNA recueilli aprés cette deuxiéme
étape de purification ne présente pas de resistance intrinséque a la S1,
(moins de 2 %), n'hybride plus du tout avec de 1'ARN 70 S de RAV2 (moins
de 1 %), mais hybride sculement en moyemne & 50 ¢ avec de 1'ARN géncmique
d'AEV (RAV2), ce qui laisse supposer que prés de la moitié du cDNA &lué comme
simple brin est le produit de la transcription d'un ARN non viral.

Un deuxidme cycle de purification s'avére nécéssaire afin d'cbtenir
un cDiAaev débarassé des séquences non virales.
Ies 7Tpg de cDNA obtenus 3 ce stade sont hybridés en conditions

strictes (O.G.M NaCl, 68°) avec 33pg A'ARN d'AEV (RAV2). Cela représente
un excés de 2,3 fois en ARN génamique A'AEV pur, si 1l'on tient compte de
la présence du helper (50 ) ainsi que 1'ont révéléd les courbes d'hybridation

camparatives (voir plus loin). Les hybrides formés ne contiendront pas un
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Figure 4 : Profil d'élution du cDNAaev rav2 sur une colonne HAP. -1
9 ng de cDNA&3Haev rav2, 4-7 s hybridés avec 78 pg d'ARN de RAVZ (Crt = 25 MxSxL ~) sont chargés sur 2 ml d'HAP tassé.
L'élution du cDNA simple brin se fait 3 l'aide d'un gradient de phosphate de sodium (0,1 - 0,2 M) & 50°C et en
présence de 1,5 M NaCl (@—®). Chaque fraction est testée aprés dilution convenable pour :

- la résistance intrinseque a la S10---9 -1

- le pourcentage d'hybridation résiduelle avec 1'ARN du helper (Crt = 10 MxSxL, ~) &—~—-4&

- le pourcentage d'hybridation avec 1'ARN dA'ZEV (RAVZ) (Crt = 11 MxSxL 1) G-—o
Les hybrides instables sont &lués par du tampon phosphate 0,14 M 2 60°C sans NaCl. Le cDNA ayant hybridé est &lué
par du tampon phosphate 0,4 M & 60°C.
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CDNA répété plus de deux fois pour une méme séquence, la quéntité d'ARN
d'AEV (RAV2) ne le permettant pas.

Le mélange est soumis 3 1'action de la nuciéase S1 d'Aspergilus
oryzaé (voir matériel et méthode) afin de digérer tout le cDNA resté simple
brin, le cDNA répétitif et non viral. Cette deuxieme étape de purification
permet de recueillir 3,5 pg de cDNAaev soit 10,9 % du cDNA de départ
(tableau IT). Une cinétique d'hybridation est réalisée avec de 1'ARN d'AEV
(RAV2) et de RAV2 (fig 5 a et 5 b). Le plateau d'hybridation s'est élevé
jusqu'a 88 ¢ avec 1'ARN d'AEV, ce qui indigue que la plupart du cDNA
non spécifique a été digérée, et aucune hybridation n'est détectée avec
1'ARN de RAV2, come précéderment.

La sonde ocbtenue & ce stade de purification représente les
séquences présentes dans le génome d'AEV et absentes de celui du helper.

Ses caractéristicues sont satisfaisantes et nous avons essay@ d'en comnaitre
la compléxité.

2) Détermination de la complexité du cDNAaev

La complexité d'un acide nucléicue représente le nombre des
nucléotides liés entre eux de fagon non répétitive. Nous avons déterminé
la compléxité du cDNA en utilisant la technique d'hybridation moléculaire.
Celle-ci permet de mesurer expérimentalement la compléxité d'une séquence
nucléotidique, a l'aide d'une courbe de Cot ou de Crt. La détermination
du Cot ou du Crt aux conditions expérimentales choisies (0,6 M NaCl, 68°C)
dépend, nous l'avons vu, de la concentration en acides nucléiques dans la
réaction et du'temps d'incubation. L'un de ces deux facteurs étant fixé,
la variation de 1‘'autre permet la construction de la courbe Cot ou Crt. Au
tamps de demifréaction (pour 50 % d'hybridation) le Crt mesuré est une
constante pour un acide nucléique donné. Ce point (Cot 1/2 ou Crt 1/2)
ne dépend que de la compléxité de 1'acide nucléique en excds car plus sa

canpléxité est €levée et plus la quantité de fragments identiques est faible



- 44 Big ~

TOTAL 4~7 8 cDNAgev cDNAaev
cDNA cDNA after HAP § after S, nuclease
WEIGHT(:10"g) 32 9,6 7 3,5
Ccts/mn{:10°) 1,6 0,48 0,35 0,176
4. 0f TOTAL
DN A 100 30 21,8 1
Y. S, Resistance
. AEV({rav2) - 67 50 88
with :
RAV2 37 <3 <3
(0g)RNA 705 :
s RAV2 78
o S Crt 25 -
[ IRS]
w3
3 © RNA 708
g AEV{rav2) 33
o« Crt - - 4,5 -
ANAfona 2.3

Tableau IT : Sélection du cDNAaev

Ce tableau résume les différentes étapes de cette sé@lection ainsi que les
rendements obtenus 3 chaques stades. I.'hybridation avec 1'ARN70S de RAV2

est réalisée en conditions relachées (1,2 M NaCl 60°C) et la sélection du cDNAaev
se fait en conditions stabilisantes (1,5 M NaCl,HAP 50°C)

L'hybridation ultérieure avec 1'ARN d'2EV (RAV2) est réalisce en conditions
strictes (0,6 M MaCl, 68°C) et la sélection des hybrides se fait par la

nucléase S1.

75
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Fiture 5 : Spécificité du cDNAaev
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Figure 5 a : 2000 cpm de cDNRaev (0,04 ngg-& ) et 2000 cpm (0,005ng,0-0)
de cDNAtd rep sont hybridés en 0,6 M NaCl & 48°C avec des dilutions 1 :4
d'A™ de RAVZ (18 ng au point A) pendant 15 11 et dans 8 pl. Le pourcentage
d'hybridation est déterminé par la nucléase S1. Les hybridations sont
normalisées & 100 ¢ : ( x 1,176 pour le 32P x 1,135 pour le 3H)

g Resistance
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Fiqure 5 b : Dans les mémes conditions,le cDNRaev (@—®&) et le cDNAtd rep (0~O)
sont hybridés avec de 1'ARN d'AEV (Rav2) (24 ng au voint A). Le rapport des

Crt 1/2 mesurés pour cDNAaev et pour le helper est de 0,71. Les valeurs obtenues
ne sont pas normalisées.




pour une concentration fix@e. Ainsi, un acide nucléique de compléxité 4 fois
plus grande qu'un autre aura son Grt 1/2, 4 fois plus grand : pour une

mime concentration en fragments, il y aura 4 fois moins de séquences
semblables dans le milieu. Donc, il faudra 1l'hybrider 4 fois plus longtemps
que 1'autre avec un cDNA complémentaire pour atteindre le point de 1/2
réaction.

Nous avons pour cela adapté une méthode décrite par Young et al (1974)
qui permet de ne pas tenir compte de 1'hétérogénéité de 1'ARN introduite
dans le mélanqe‘réactionnel par la présence du helper (101).

Cette technique est trés délicate & manipuler tant sur le plan
théorique que technique. Aussi, l'exposé des résultats qui va suivre est
encarbré de détails techniques indispensables & la bonne compréhension de
ces expériences. En effet, pour déterminer la compléxité d'un cDNA, il faut
absolument étre en excés de ¢DNA dans la réaction, sous peine de mesurer
la compléxité de 1'ARN ! C'est 1l'acide nucléique le plus abondant qui dirige
la cinétique d'hybridation et la grande difficulté de cette méthode vient
de 1'imprécision existanﬁ dans la quantification de 1'ARN utilisé dans la
réaction. Afin de lever cette imprécision nous avons mesuré la cuantité d'ARN
existant dans le mé&lange 3 1'aide d'un cDNA 32P représentant tout le
géname viral et présent en quantité 100 fois moindre que le cDNA.3H étudie.

Dans ce cas, 1'ARN du milieu est en excé&s pour le cDNA 32P
{on construit donc une courbe Crt, qui permet une mesure précise de la
concentration en ARN dans le milieu d'hybridation).

L'ARN étant en défaut pat rapport au cDNA 3H, il est possible de
construire simultanement une courbe Cot dont le point de 1/2 réaction donnera
le Cot 1/2 du chia 3H. La compléxité est reliée au Cot 1/2 par une
constante caractérisant les conditions d'hybridation : complexité = K x Cot 1/2

Dans les conditions choisies d'hybridation, K = 5105. Nous avons

essayC de définir les limites de cette méthode et les conditions optimales
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N° Courbel ARNI{(n ARN sea.l cDNA{R Crt Cot 1 cDNA
ou g) q g) Y ot Y /\RNSBQ'
par point | spé. par point [*‘iO'3 L1Cf3 spé.

1 a 1 0,31 15 1,5 0,31
>

2 2,5 0,62 0O, 31 2,8 2,8 0,49
prd

3 0,88 0,22 0,37 7 45 27
w

4 0,29 0,07 0, 31 2 4.5 43

AEV 0.5 0,3 0,82 | 25 75 3

Tableau III : Mesure de la carpléxité des cDNA.
Ce tableau donne toutes les caractéristicues des cinéticques éffectuées en conditions
strictes d'hybridation en vue de déterminer la compléxité du <DNRenv et du cDNAaev.

IS

@
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d'utilisation, e n l'appliquant a un cDNA 3H de complexité connue par
ailleurs (102). Les cinétiques d’hybridationlréalisées avec une quantité
fixde de cDNAenv 3H (0,31 ng) et de cDNA (32P) td rep (210_3 ng), mais
des quantités variables d'ARN (de 4 3 0,29 ng pour chaque point, fig 6a
tableau III) permettent d'obtenir les résultats suivants :

1°) il existe une corrélation entre la quantité d'ARN
ct le plateau atteint par le cDNAenv ; moins il y a d'ARN, plus la quantité
de chNAenv restant simple brin aprés hybridation augmente, donc plus le
plateau d'hybridation diminue. Il faut cependant tenir compte, dans la
détermination de la quantité d'ARN hybridable, du fait que le cDNAenv ne
représente qu'un géne sur les 3 que posséde le génome du virus td Pr B
utilisé, et que ce géne ne représente que 25 % (45) des nucléotides totaux
-du virion. Les quantités d'ARN utilisables pour 1'hybridation varient donc
de 1 a 0,072 ng par point.

2°) c'est le rapport (cNAenv} / (géne ENV) qui régit
effectivement le type de courbe observé (fig 6 b). Si ce rapport est

inféricur & 1, le Crt 1/2 apparent observé pour le cDNA 32

P et le Cot 1/2
obhservé pour le cDNA 3H sont confondus. Cela vient du fait que 1'ARN
génamique est en excés pour les deux cNAs : c'est une courbe Crt qui est
construite dans les deux cas, ce qui explique la conjonction des deux
points de demi-réaction. Quand ce rapport est supérieur a 1, le cDNRenv
est en excés par rapport & 1'ARN, et la courbe construite avec le 3H est
effectivement une courbe Cot. Dans ce cas, le Cot 1/2 observé reste
invariable pour toutes les autres dilutions d'ARN. Pour le cDNAenv, le

3 -
MxSxL 1 soit 2200 nucléotides. Ceci est tout a fait

Cot 1/2 =4,510
canpatible avec les valeurs obtenues par d'autres méthodes (102, 103). Il
ressort de ces différents résultats que 1'excds de cDNA 3H est certain des

lJors que le Crt 1/2 apparent {(car lu sur une échelle de Cot) et Cot 1/2

mesuré sont dissociés, le Cot 1/2 &tant atteint avant le Crt 1/2.
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Figure 6 : Mesure de la compléxité des cDNA
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Fig.ga - . Compléxité du chNAenv
. Courbe 1 : 17.000 ¢pm (0,31 ngie—4) de cDNAenv sélectionnés 3 partir
du cDNARd pr B et 0,005 ng (2000 cpma--4) de cDNAtd rep sont hybridés dans 2 pl
avec 4 ng d'ARN de td pr B pendant des temps variant de 225 sec & 32 h.

Courbe 2 : L'hybridation est réalisée dans les mémes conditions que
pour la courbe N° 1 & ceci prés que 2 ng d'ARN sont utilisés par pointsg—& clNAenv,
Q--p0 cDNAtd rep.

Courbe 3 : 0,37 ng de cDNRenve-@sont hybridés avec 1 ng d'ARN par
point, et 0,005 ng ng “de cDNAtd rep O--0.

Courbe 4 : Mémes conditions que ci-dessus avec 0,33 ng d'ARN par points

¥ ¢ CDNAenv g--gcDNAtd rep. L'analyse des hybrides se fait cla351cmement par la S1.

-~
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Figure 6 b : Variation des Cot 1/2 et Crt 1/2 apparents mesurés en fonction
du rapport cDNAenv/ENV géne . Ce rapport est déterminé en estimant qu'ENV
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Figure 6 ¢ : Compléxité du cDNAaev
0,92'r_1c:{ de cDNAaev (44.000 cpm)e—w et 0,05 ng (2000 cpm) de cDNAtd repm---0,sont
hybridés avec 0,8 ng d'ARN dans 10 pl pendant des tewps variant de 225" & 37 h.

Le pourcentage d'hybridation est déterminéd & l'aide de la nucléase Sl.
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(la complexité de cDNA 3H est ici plus faible que celle de i'ARN viral).

La détermination de la:campléxité du cDNAaév est
réalisée sclon ces conditions : 0,92 ng de cDNAaev sont'hybridés avec
0,5 ng A'APN 70 S d'AEV (RAV2) en présence de 0,005 ng de cDNA 32P td rep.
Sculs 50 % de 1'ARN appartiennent au génome d'AEV. En effet, la spécificité
du cMNAaev permet de calculer le pourcentage d'ARN génomicue d'AEV présent
dans le mélange AEV (RAV2). Dans la figure 5a, le cDiA 32P permet de
visualiser 1'ARN appartenant a RAVZ'(la participation des séquences homologues
a RAV2 présentes dans le génome d'AEV est négligeable, leur pourcentage
d'hybridation étant trop faible).

Le rapport théorique des Crt 1/2 des deux ARN
génomicues est de 0,75 (AEV posséde 6.000 nucléotides son Crt 1/2 est de

0,012 MxSxL—1 et RAVZ ayant 8200 nucléctides son Crt 1/2 est de 0,016 MxSxL—l

).
Ie rapport des Crt 1/2 mesuré dans la fig 5a étant de 0,71, nous en concluons
qu'il y a dans le mélange d'ARN autant de molécules d'AEV que de RAV2.

La figure 6¢c représente la courbe de Cot du cDNAaev 3H.
Le Cot 1/2 mesuré selon la technique mise au point avec le cDNRenv est

de 7,5 1073

MXSXL_l, ce qui confére une compléxité de 3700 nucléotides a
la séquence AEV sp@cifique. Cette valeur ajoutée aux 2300 nucléotides
homologues & RAV2 confirme remarquablement les mesures de taille du génome
d'AEV obtenues au laboratoire (6000 i 600 nucléotides).

Nous avons vérifié qu'il n'y avait pas d'erreur sur
l'estimation de la quantité de cDNA.3H introduite dans la ré&action, (erreur
qui pourrait venir d'une mauvaise estimation de 1'activité spécifique
du cINA) en mesurant la compléxitéd du cDNA 3H représentant le génome
de RAV2 et synthétisé lors de la transcription du mélange d'ARN d'AEV
(RAV2) par L'AMV polymérase. La campléxité obtenue (0,016 MxSxL_l) est

tout a fait conforme 3 celle attendue pour un cDNA représentant le génome

de RAVZ, c'est d dire 8200 nucléotides.
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3) Conclusions — Discussion

Nous avons sélectionné le cDNAaev & partir du mélange des
chNA 3H de diépart en utilisant des conditions d'hybridation et de sélection
aussi douces que possibles, pour éviter au maximum la contamination du
cDNAaev par des séquences non spécifiques. Ceci nous a permis de débarrasser
totalerent le cHAaev du bruit de fond habituellement obsexrvé pour d'autres
cDNA par d'autres auteurs (80). Le cDNA obtenu dans ces conditions et
traité par la nucléase S1 aprés une'hybridation avec 1'ARN 708 d'AEV (RaV2)
est tout a fait spécifique d'AEV. Ce dernier cycle de purification accroit
son pourcentage d'hybridation maximum de 40 %.

Nous avons également déterminé la compléxité du cDNAaev en
adaptant une méthode de calcul indépendante de 1'hétérogénéité de 1'ARN
‘viral. La valeur de 3700 nucléotides (t 300) cbtenue, permet de penser que
la séquence spécifique du virus de 1'érythroblastose aviaire est suffisante
pour constituer un, voire deux génes. Le cDNAaev est en moyernme deux fois
plus grand que les cDNA spécifiques de fragments viraux décrits jusqu'ici
et représentant un géne (80, 102, 18, 103). Ie témoin interne cDNAtd rep 32P
introduit dans la réaction ainsi que la mesure indirecte de 1l'activité
spéeifique du cDNA, lévent les ambiguités pouvant exister sur cette valeur.

Nos résultats ont été recament confirmés par 1'observation
directe en microscopie éiectronique d'hybrides réalisés entre de 1'ARN d'AEV
et un CDNA long d'ALV (108). Il apparait que la séquence AEV spécifique
est adjacente au fragment du géne GAG et continue sur 3250 (_-t 300) nucléotides.

Dans une troisiéme partie nous avons recherché 1l'origine de cette
séquence en testant sa présence dans d'autres virions y compris chez les

autres DLV et, en considérant sa possible origine cellulaire.



RESULTATS IIlee PARTIE

ORIGINE DES SEQUENCES cDiAaev
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1) Spécificité des séquences contenues dans le cDNAaev

Une homologie entre différents ARN viraux et les séquences
contenues dans le cDNAaev est recherchée par hybridation moléculaire en
conditions strictes. Pour les virus compétents pour la réplication le Crt
atteint est de 500 & 1000 fois le Crt 1/2. Pour les virus défectifs des
leucémies aigues nécessitant un helper pour se répliquer, le Crt atteint
est suffisant pour détecter les particules défectives. (le rapport
ALV helper/DLV est déterminé par des méthodes de titration biologiques, et
il varie selon les virus de 1/1 & 10/1). Les résultats obtenus sont résumés
dans le tableau IV. Aucun des virus testés, (ASV, ALV, DLV) n'hybride avec
le cDNAaev (0,005 ng de cDNAtd rep 32P servent de témoin d'hybridation
dans chaque échantillon). Ces résultats, attendus pour les ASV et ALV, sont
trés intéressants en ce qui concerne les DLV, car ils confirment 1'aspect ('ggz
particulier de la biologie du virus de 1'érythroblastose aviaire. Tous les
DLV testés possédant une hanologie avec les ALV, le probla&me de lforigine
de ces séquences particuliéres se pose.

2) Hybridation du cDNRaev avec de 1'ADN cellulaire

Nous avons recherché par analogie avec le géne SRC (68,69,70,71)
si les séquences présentes dans le cDNAaev le sont &galement dans 1'ADN
cellulaire normal. 0,02 ng de cDNAaev et 0,005 ng de cDNA 32P td rep sont
hybridés en conditions strictes avec 200 g par point d'ADN cellulaire
de poulet ou de caille pendant des temps variables (fig 7a et 7b). Les courbes
ainsi obtenues montrent que 1'ADN de cellules saines de poulet et de caille
contiennent des informations apparentées aux séquences spécifiques d'RAEV,
& raison d'une a4 3 copies par génome haploide.

L'étude de 1'évolution de ces séquences est menée en hybridant
dans les mémes conditions le cDNAaev avec 200 pg par point d'ADN d'especes

animales dont 1'ancétre est de plus en plus éloigné phylogénétiquement de
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Figure 7 : Hybridation du cDNAaev avec de 1'ADN de vertébrés.

Cinétique d'hybridation du cDNAaev avec de 1'ADN 4-6 S dénaturé de caille, de poulet
et de sauron ; 200 pg A'ADN par points sont hybridés pendant des temps variant de 7' a 50 h.en
0,6 M NaCl & 68°C dans 25 pl avec 0,02 ng (1000 cpm) de cDMAaev et 0,005 ng (2000 cpm) de
CDNAtd rep. Toutes les valeurs sont corrigéespour 100 $ d'hybridation des cDNA (cDNAaev x 1,136 ;
cDNAtd rep x 1,176).
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celui du poulet. Les pourcentages d'hybridation sont mesuréé en conditions
strictes et les résultats obtenus sont résumés dans le tableau V. La
cinétique d'hybridation réalisée entre du cDNAaev et de 1'ADN de saumon
(fig 7¢) montre que les faibles pourcentages  hybridation obtenus pour
des animaux ayant divergés du poulet il y a plus de 300 millions d'années,
ne sont pas dus d une absorption non spécifigue du cDNAaev sur 1'ADN
étudié. Le cDNAaev hybride avec une cinétique, contrairemenﬁ au cDNAta
rep 32P, et le Cot 1/2 de cette cinétique est de 3,5 103 MxSxL—l,
caractéristique d'une séquence présente a raison d'l & 2 copies par génome
haploide dans 1'ADN séquence unique (104). La fig 8 résume les résultats
obtenus avec les différents ADN pour les cDNAaev, sarc, et td rep. lLa
stabilité évolutive des séquences SRC semble un peu plus grande que celle
-des séquences AEV, mais il apparait que les séquences présentes dans le
cDNAaev ont une origine cellulaire et font partie des génes stables

maintenus au cours de 1'é&volution.

3) Mesure de la thermostabilité des séquences AEV cellulaire

I1 est intéressant de savoir si les séquences AEV présentes dans
1'ADN des cellules saines de poulet el les séquences virales (présentes
dans le cDNA) sont strictement identiques, ou présentent des rutations les
unes par rapport aux autres. On peut ainsi savoir si ces sé&quences sont
échangées entre la cellule et le virus au cours des rZplications successives,
ou non, si elles ont &té acquises par le virus ou par son ancétre... Nous
avons pour cela mesuré la différence de thermostabilité existant entre
des hybrides AEV viral-AEV viral et AEV viral-AEV cellulaire.

La mesure de la stabilité d'un hybride 3 des températures crois-
santes permet de calculer le TM, qui correspond a la température pour
lagquelle 50 % des hybrides sont dissociés. Plus cette valeur est élevée,
plus les hybrides sont stables, et & 1 degré de variation du TM correspond

environ 1 % de paires de bases mutées. (105, 106). Le ™ des ségquences
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purcrent virales est obtenu par la mesure de la thermostabilité d'hybrides
réalists entre de 1'ADN d'érythroblastes transformés par AEV (RAV2) et le
cltinacv (£ig 9).

La différence de plateau obtenue au maximum d'hybridation observé
pour cos deux ADN (65 % ADN &rythroblaste, 35 % ADN normal) provient de
l'intégration d'l & 3 copies d'ADN proviral 4'AEV dans le génome des
érythroblastes infectés.

La différence de ™ existant entre les séquences AEV cellulaire
et AEV virale est de 3-4°C.

Il y adonc 3 & 4 % de paires de bases mutées entre les séquences
virales et cellulaires , ce qui est trés comparable aux résultats obtenus
avec le cDNAsarc (71). Il n'y a pas d'échange entre les séquences ARV
‘spécifiques virales et cellulaires, mais il est curieux de constater que
le r¥ive T est obtenu pour des hybrides AEV cellulaire-cDNAaev et les hybrides
formés entre le cDNA 3?‘P td rep et le génome du virus RAVO présent dans
1'ADN des poulets non virémiques. Or, le cDNA 32P td rep qui forme les
hybrides testés avec RAVO, est synthétisé 3§ partir de 1'ARN génomique d'un
ALV. On mesure ainsi le pourcentage de mutations survenues dans un génome
viral a partir du moment ou RAVO s'est intégré dans 1'ADN de 1'hdte. En
effet, de récents résultats ont montré que le virus RAVO s'était intégré
non pas chez 1'ancétre du poulet, comme on le pensait jusqu'ici, mais
dans le poulet lui méme, donc trds "récemment" (77).Came cette variation
est la méme que celle qui affecte une séquence cellulaire acquise par
un géname viral (en 1l'occurence AEV), il est permis de penser que 1'acqui-
sition de ces séquences par un virus exogéne et 1'intégration de RAVO dans
le glnome hite sont & peu prés contemporaines.

Afin de préciser si la totalité des séquence AEV spécifiques
présentes dans le chNAaecv se retrouvent dans 1'ADN cellulaire, et si

celleos i sont transcrites normalement, nous avons recherché une hybridation

entre 1'ARN de cellules saines et notre sonde.
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Figure 9 : Mesure de la thermostabilité des hybrides ADN-ADN:cDNAaev -~ AEV viral, et
cDNAaev ~ AEV cellulaire.

L'ADN extrait d'embryons de poulets ou d'érythroblastes 6 C2, 4-6 S, dénaturé (2 1mg)
est hvbridé a un Cot de 2104 MxSxL-1 dans 200 nl, en conditions strictes (0,6 M NaCl;
68°C) avec 24000 cpm (0,5 ng) de cDNAaev. Aprds 48 h d'hybridation, chaque lot
d'ADN hybridé est mélangé avec 2 mg d'ADN de poulet ayant hybridé avec 0,05 ng

de cDNAtd rep & un Cot de 2104 MxSxI~1 , afin de posséder un temoin interne de
dissociation. Le mélange est ramené & 0,3 M NaCl, repartis en microcapillaires de

80 pl scéllés a la flamme et incubés pendant 10 min a la terpérature de dissociation
désirée. Le pourcentage de cDMA hybridé est déterminé par 1'action de la nucléase

S1 d'aspergillus orizae.o-o cDNAaev, ADN de poulet saine—-@cDNAaev, ADN d'érythro-
blastes 6 C2 ;0~0 cDNAtd rep temoin interne de 1'ADN de poulet, @--@ cDNAtd rep
temoin interne de 1'ADN d'érythroblastes 6 C 2.

Bjy
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4) Transcription des séquences AEV-cellulaires

La cinféticque d'hybridation réalisée avec des concentrations
décroissantes (1:4) d'ARN de fibroblastes de caille (0,77 mg au point A)
et 0,02 ng de chNAaev (fig 10a) montre que les séquences homologues cellu-
laires sont transcrites dans 1'ARN & raison d'l & 2 copies par cellule.
Toutes les séquences ALV spécifiques présentes dans le virus le sont
également dans la cellule, et la différence du pourcentage d'hybridation
maximale observée entre le cDNAaev et 1'ADN cellulaire d'une part (32 %)
le cDNAaev et 1'ARN cellulaire d'autre part (90 %) peut s'expliquer par les
4 % de bases nmutées existant entre les sééuences AEV virales et cellulaires.
IEn effet, lors de 1l'hybridation réalisée entre le cDNAaev et 1'ADN cellu-
laire il existe une réassociation des brins d'AIN de polarité différente
‘qui est concomdittante de la réaction d'hybridation et qui limite forcemment
celle ci (71). Or, les brins AEV cellulaires (+) et (=) ne sont pas mutés
1'un par rapport & l'autre. Le brin (+) qui hybride normalement avec
le cDNAaev (~), aura tendance 3 se réassocier préférencticllement avec
le brin cellulaire de polarité opposée. Ce probléme ne se pose &viderment
pas avec les ARN, ce qui accroit le plateau d'hybridation.

Le tableau VI rapporte les résultats obtenus pour des ARN de
différente provenance testés avec le cDNAaev & 30 ¢ d'hybridation. Ces
stquences sont exprimées dans toutes les esp2ces avieires et les différences
de Crt obtenues pour 30 % d'hybridation semblent réfléter plutdt des
différences de qualité d'ARN que de transcription des séquences.

Les cellules infectées par AEV, soit accompagné de son helper
RAV2, comme dans les érythroblastes (souche 6C2), soit sans helper comme
dans les cellules non productrices NP75, expriment les séquences virales
spieifiques & un taux 200 fois supérieur 3 1'expression de 1'AEV endogéne.

La figure 10b représente la cinétique d'hybridation réalisée

entre du cDNAaev (0,02 ng) et de 1'ARN intracellulaire total des NP,
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Figure 10 : Cinétique d'hybridation du cDNAaev avec de 1'ARN cellulaire.

Figure 10 a : 0,02 ng (1000 cpme—e)

de chtliraev et 0,005 ng (2000 cpmo—-cde
chNAtd rep sont hybridés dans 20 ul en

0,6 M NaCl a 68°C avec des concentrations
décroissantes d'APN de caille (1 : 4,

0,77 mg au point A) pendant 43 h. Ie
pourcentage d'hybridation est déterminé par
1'action de la nucléase S1. L'hybridation
avec le cDNisarc est réalisée dans ces
mémes conditions {%ew#)

Ficure 10 b : Cinétique d'hybridation

du cDNAaey avec de 1'ARN cellulaire

total des cellules NP75 non productrices
d'AEV; 0,02 ng de cDNAaeve-<» et 0,005 ng
de cDNAtd repo-o sont hybridés en
conditions strictes dans 7 ypl pendant 25 h
avec 0,075 ng d'ARN cellulaire total au
point A. (dilvtion 1 : 4). L'analyse des
hybrides est faite par la nucléase Sl. Les
pourcentages d'hybridations sont norma-
lisées : cDNRaev x 1,136;cDNAtd rep x 1,171
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AR N 4 HYBRIDATION Cre
fibroblastes sains: cDNAaev  DNArep

POULET 30 60 10100
CAILLE 30 9 5 500 1
FAISANT 30 5 12 000
PIGEORM 30 2 45 000

cellules non productrices
transformees par AEV .

NP 75 30 7 85

cellules productrices :

ERYTHROBLATES 6C2 30 25 45
A EVirav2)

Tableau VI : Hybridation du cDNAaev avec différentsARN aviaires.-:
2000 cpm de cDNAaev et 2000 cpm de cDNAtd rep sont hybridés en conditions strictes dans
27,1 1, pendant 43 h avec des concentrations variables (1 : 4 ) d'ARN.
Au point A : caille = 0,775 mg ; pigeon = 0,425 mg ; poulet = 0,525 mg

faisant = 1,2 mg. Le Crt est lu pour 30 % d'hybridation afin de
comparer les résultats obtenus.

'\,‘) \
AR



(0,075 myy au point A);'L'hybridation obtenue au plateau est totale, ce qui
indique que toutes les séquences présentes dans le cDNAaev le sont aussi
dans 1'AIN cellulaire des Nﬁ 75. Ces cellules provenant-d'un cléne |
transformé par une seule particule du virus de 1'érythroblastose aviaire,
(5 ), ce résultat nous confirme que le cDNAaev ne contient pas un mélange
de sééuences d'origines différentes, mais bien celles du virus AEV.

5) Discussion — Conclusion

Les séquences présentes dans le cDNAaev sont spécifiques du
virus de 1'érythroblastose aviaire, et ne se retrouvent chez aucun autre
virus ASV, ALV, ou DLV. Ces séquences hybrident totalement avec 1'ARN
des cellules NP 75 non productrices d'AEV, confirmant que le cDNAaev
représente uniquement les séquences présentes dans ce virus. Ceci pose
le probléme de 1'existence de séquences spécifiques différentes au sein
des autres DLV. D.Sheiness (80) a montré que le virus MC29 possédait
également une séquence spécifique de 1600 nucléotides de long, ce qui
s'accorde bien avec l'espace laissé dans le génome de MC29 par les
séquences communes avec les ALV.

Or, la pathologie de ces deux virions étant trés différente

(AEV affecte la lignée rouge, MC29 affecte la lignée blanche) il est

tentant d'impliquer ces séquences spécifiques dans leur pouvoir transformant

particulier,

Les séquences spéficiques d'AEV sont d'origine cellulaire et sont

transcrites normalement & raison d'l & 3 copies par génome haploide. Elles

posséde 3 4 4 % de bases mutées par rapport aux séquences cellulaires de

poulet, et la divergence phylogéndtique des espéces rend compte des faibles

pourcentages d'hybridation obtenus avec les ADN de différentes origines :
plus 1'animal testé est &loigné du poulet plus les séquences analysées
ont muté et plus la réassociation 1'emporte sur 1'hybridation. Toutefois
la cinftique d'hybridation obtenue avec 1'ADN de saumon en conditions

strictes d'hybridation et d'analyse permet d'éliminer 1'hypothése d'un
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apparicmment non spéeifique du cDNAaev.

Conclusion générale

Ies travaux que nous avons réalisés sur les virus défectifs des
leuctmies aigues ot plus particuliérement sur le virus de 1'érythroblastose
nous ont permis, de dresser la carte physique compléte de ce virus (fig 11)
et de préciser les points suivants @

1°) les DLV sont apparentés aux ALV, de facgon
variable selon les virus, mais sont défectifs dans tous leurs génes, ce
qui rend compte de leur incapacité 3 se répliquer seuls (le virus OK10
est capable de s'encapsider, mais ne posséde pas de polymérase active et
les particules émises ne sont pas infectieuses).

Cette homologie pose le probleme de leur pathologie
complexe (leucémies aigues et tumeurs solides variées) trés différente de
celle des ALV ou des ASV.

2°) tous les DLV possddent une séquence supplénentaire,
1'homologie existant avec les ALV est insuffisante pour constituef tout
leur génonme.

Cette s&quence, tout au moins pour AEV et MC29 est
totalement différente, et doit étre adjacente i la séauence GAG de ces
virions, ce qui permettrait d'expliquer la présence du polypeptide de
structure GAG-X découvert dans les cellules non productrices de ces virus.

Le virus de 1'érythroblastose aviaire posséde une
séquence spécifique de 3700 nucléoctides, ce qui est suffisanf pour
constituer 1 ou 2 génes.

3°%) ces séquénces (AEV) sont d'origine cellulaire
(comme le géne SRC) et présentent 3 § 4 % de bases mutées avec leur

hamwlogue cellulaire, mais il est actuellement impossible de préciser le

rOle de ces mutations.
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La stabilité de ces séquences le long de la chaine
cvolutive les désigne comme jouant un r8le important dans le fonctionnement
cellulaire.

Or, AEV bloque la différenciation des érythroblastes
infectés ; il se pourrait donc que ces séquences RAEV cellulaires
intefviennent normalement dans la différenciation de la lignée
érythropoietique.

Cette hypothése est étayée par l;obtention récente
d'un matant A'AEV (le ts 34) (107) qui est thermosensible pour le blocage
de la différenciation des érythroblastes ;‘a température non permissive
ceux ci se différencient en érythrocytes, ce qui implique un produit viral
dans le blocage de la différenciation.

I1 est interessant de constater que tous les DLV
agissent en bloquant la différenciation de leur cellule cible ; tous ces
virions pourraient &tre né&s par un méme processus de recombinaison,
soit au miveau de 1'ADN, soit au niveau de 1'ARN, entre le génome
d'un ALV et des génes cellulaires régulant la différenciation des diverses
lignZes hématopoietiques ; introduits dans le systéme sanguin les‘produits
de ces génes induiraient spécifiquement des leucémies aigues, introduits
dans d'autres tissus (tissus conjonctif, épithé&lial...) ils provoqueraient
des désordres cellulaires aboutissant 3 la transformation néoplasigque de
ceux ci.

Les differentes hypothéses formulées a la suite de
ce travail nécessitent d'étre approfondies, notamment en caractérisant les
stquences spécifiques des autres DIV, et en étudiant leurs propriétés.

Le rOle des séquences AEV spécifiques doit é&tre
précisé en recherchant et en créant d'autres mutants d'AEV, ainsi qu'en
examinant 1'organisation des séquences AEV cellulaires au niveau de 1'ADN
normal,

De méme, 1l'obtention d'une hybridation non négli-

‘geable et spécifique entre le cDNAaev et 1'ADN de mammifore nous incite
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A tenter de rechercher un taux d'expression accru des séqueﬁces AEV
cellulaires dans 1'ARN des érythrcblastes humains provenants de malades
atteints de leucémie érythroblastique aigue.

Ces maladies trés rares, s'apparentent en effet
étroitoment aux érythroblastoses aviaires dans 1'expression de leur
pathologic et, si les séquences AEV cellulaires sont responsables du blocage
de la différenciation des érythroblastes en érythrocytes, il doit exister
un taux d'expression accru de l'ARN‘messager des séquences AEV cellulaires,

détectable & 1'aide de notre cDNAaev.
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The RNAs of seven replicativn-defective leukaemia virus
{DLV) sirains contain three types of unique sequences,
which correlate with the capacity of a given virus strain to
transform  erythroblasts, macrophage-like cells and
myeloblasts, respectively. These sequences, termed erb,
mac and myb, have their counterparis in the normal DNA
of avian and mammalian species. Our results indicate that
DL Vs represent recombinants between a common ‘vector’
related 10 a chicken endogenous virus and one of three types
of cellular gene possibly involved in haematopoietic
differentiation.

ON the basis of their oncogenic propertics, avian retroviruses
are assigned to cither of two major classes. Of many charac-
terised natural ficld isolates, most (non-defective avian leu-
Kaemia viruses, or ALVs) are *weakly oncogenic’ and cause
predominantly lymphatic leukaemia after a latency period of
months 1o years following inocuiation into susceptible strains of
chickens. The ALVs most frequently occur as independent
apents containing all the genctic information required for viral
rephication. In contrast, several avian retroviruses are highly
vncopenie, causing disease after a latency period of days to
weceks. These include the replication-competent avian sarcoma
vses tASYS, or Rous sarcoma viruses) which readily induce
sarcomas in susceptible birds and transform fibroblasts i vitre,

t ln v.hum coree xpondcn: ¢ should be addressed,

BIZE-0XI6/T9/4 10482 0430100

I I i N 33 D s Y Y S B P e e At

and also the replicatiou-defective leukaemia viruses (DLVs)
which require helper ALVs for propagation in cultured cells (for
review, see ref. 1).

The seven available independent isolates of DLVs have been
assigned to three subgroups based on the types of neoplasm they,
induce and on the differentiation phenotypes of haematopoietic
cells they transform in virro’?. (1) The avian erythroblastosis-
type viruses (AEV strains R and ES4 are probably identical®)
induce erythroblastosis 1 vivo and transform erythroblasts in
vitro. (2) The avian myelocytomatosis-type viruses (MC29,
CMII, OK 10 and MH2) transform macrophage-like cells in vitro
and some strains induce myelocytomatosis in vivo. (3) The avian
myeloblastosis-type viruses (AMYV and E26) induce myeloblas-
tosis in vivo and transform myeloblasts in vitro. AEV can also
induce sarcomas and transforms fibroblasts in virro, and MC29-
type viruses can induce carcinomas and occasional sarcomas and
transform epithelial cells and fibroblasts in vitro ', In this report
we have investipated whether the oncogenicity of these viruses
could be related to the presence of specific nucleotide sequences
in their genome. Such a relationship would imply that part or all
of these specific scquences represent new viral oncogenes.

DL Vs are related to non-defective

avian leskacmia viruses

DLVs were originally isolated from chickens in association with
their natural replication-competent helper viruses belonging to
the ALV droup. Attempts to complement DLVs with helpers
unrelated to ALVs have failed®. A possible homology between
certain genomic sequences of the DLVs and ALV genes®” was

© Macmillan Journals Lid 1979
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Specific sequence

DLV ...._......
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helpel mm e —e— p————
Viral RINAs Helper RNA Hybrids
Reverse (climinated)
transcrptase
) 2
wangirre |V
mm——— (1) Hybridisation DLV specific

(2) Sclection for ss cDNA <DNA

Fig. 1 Scheme for the preparation of DI V-specific cDNAs.
Cloned AEV (RAV-2) and MC29 (RAV-2) pscudotypes,
obtained by rescuing these viruses with RAV-2 from cloned non-
producer hbroblasts, vere propagated in chicken fibroblasts. Viral
RNAs wete extracted from the pelleted viruses, then transcribed
into labelled ¢cDNA using in virre reverse transcription with
puriicd AMV reverse transcriptase, *H-dTTP and unlabelled
dCTP, dGTP, dATP and calf thymus priming- In a negative
selection step cach cDNA mixture was hybridised to an excess of
RNA extiacted from RAV-2 grown separately. Single-stranded
DLV-specific c[INAs were then isolated after fractionation on
hydroxyapatite. AMV-specific cDNA was prepared in a similar
way, but using RNA of AMV (helper) pseudotype obtained from
the plasma of infected chickens, and a mixture of ALV bhelper
RNAs extracted from RAV-1, RAV-2 and MAV-2 (0) viruses for
the sclection. Non-hybridisable radioactivity was eliminated from
the ¢DNAs by a positive selection with homologous RNAs" (not
shown). Specificactivities of the *H-cDNAs were ~ 50 x 10° c.p.m.
per pp. Details of these experiments will be described elsewhere.

investigated by testing clones of avian cells containing the DLV
provirus without its helper. Such cells, usually unable to produce
virus®, still contain several RNA transcripts of the DLV pro-
virus. We tested whole RNA of such nonproducer celis, using
molecular hybridisation with labelled probes representing a
homegencous transcript of an ALV, td Pr-B (cDNArep), or of
the sre gene of ASVs (cDNAsarc)®. Table 1 indicates that all the
DLV genomes tested contain ALV-related nucleotide
scquences in different amounts (28-77%), but lack the src gene
of ASV®'®, However, the detected homology to ALV cannot
account for the entire genctic content of the DLVs, which al}
contain 6,000-8,000 nucleotides in their 28-34S genome’'2,
Thus, these viruses may contain sets of nucleotide sequences
unrelated to ALVs.

DLV-specific sequences

We looked for specific sequences by analysing the prototype
strain of cach of the three DLV subgroups, namely AEV, MC29
and AMV. Clone viral strains were obtained for AEV and
MC29 by superinfection of nonproducer cells with the plaque-
purified helper virus RAV=-2. The rescued viruses were then
tested for their oncogenic poteatial in viro (using the bone
matrow transformation assay’) and propagated in chicken
erythroblasts (for AEV) or chicken fibroblasts (for MC29).
AMV wis obtained in high yields from the plasma of infected
chickens, .

The preparation of specific eDNAs of these viruses (Fig. 1)
was similar to the selection of cDNA specific for the sre gene of
ASVYY CDNAS ol AEV,MC29 and AMV were selected so that
they could sull hybridise to their RNAs of origin, but not to the
RNA of the helper vituses used to grow the viral stocks or any of
ll;;'\mhsr ALVs tested. These specific cDNAs were denoted
eDNAey for AEV, eDNAme29 for MC29 (vo
A o A me29 for MC29 (ref. 13) and

The deasvibotion of viral nucleotide sequences related to these
specitic e DN As was explored by hybridising them at plateau Cyt
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Table 1 DLV genomes in nonproducer cells are related to AL Vs

Anncaling
DLV Type of (% S resistance) with
strain nonproducer cell cDNArep c¢DNAsarc
AEV chicken fibroblast 28 <3
MC29 quail fibroblast 45 <3
CMII quail fibroblast 41 <3
OK10 quail fibroblast 77 <3
MH?2 quail fibroblast 32 <3
- AMV chicken myeloblast 50 <3
E26 chicken myeloblast 36 <3

Total RNA was extracted from the different avian nonproducer cclls
and hybridised in stringent conditions (25-ul aliquot containing 1-
10 mgml™' RNA, 0.6 M NaCl, 68 °C) with ¢cDNAs (1,000 c.p.m. per
point =0.02 ng) to plateau C,t values (defined as 10x the C.t;,2).
<DNArep and cDNAsarc were prepared as deseribed earlier®, but using
calf thymus-primed polymerase reactions'*. Hybrids were assayed by Sy
nuclease. No correction for the expression of endogenous RAV-0 or
cellular sarc was made as they gave values below 3% in each case.

values to several viral RN As. The results (Table 2) allow sevaral
conclusions to be drawn. First, the cDNAs tested are specific for
the DLVs used for their preparation. Second, they represent
distinct sets of sequences, unrelated to each other by cross-
hybridisation experiments, and third, cDNAmc29 shows c:iten-
sive homology to RNA of CMII, OK10 and MH2, as does
cDNAamv to £E26 RNA. As will be described ¢lsewhere, the
three cDNAs exhibited exactly the same specificity when tested
with cellular RNAs extracted from nonproducer cells, further
demonstrating that the probes indeed detect sequences specific
for the three types of DLV,

To investigate the origin of the DLV-specific sequences,
DNA extracted from normal avian cells was tested for its ability
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Fig. 2 DLV-specific sequences have their couterparts in normal
chicken DNA. Aliquots of 11-day chicken embryo DNA (200 pg
per point, sheared t0.4-6S) were hybridised with the different
specific ¢DNAs (1,000 c.p.m. per point=0.02 ng) in stringent
conditions (0.6 M NaCl, 68 °C) at increasing Cyr values. Hybrids
formed were tested for their resistance to S, endonuclease, @—0,
cDNAacv; A—-A, cDNAmc29, O—0O, cDNAamv;
c¢DNAsare, Similar results were obtained with normal quail
embryo DNA (not shown).
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Table 2 DI.Vs contain unique nucleotide sequences

Anncaling (% S, resistance) with

RNA derived from ¢DNAacy cDNAme29  c¢DNAamv

AEV 100 <3 <3

MC29 <3 100 <3

CMII <3 96 <3

OK10 <3 91 <3

MH2 <3 66 <3

AMV ' <3 <3 100

E26 <3 <3 68

ALV helpers (control) <3 <3 <3.

Viral $0-70S RNAs were extracted and hybridised to plateau Gyt
values (> 10 M s 17"y in stringent conditions (0.6 M NaCl, 68 °C) with
the specific eDNAs (1,000 c.p.m. per point =0.02 ng). The hybrids
formed were tested for S, nuclease resistance. Results obtained were
standardised to the values of the homologous reaction. Maximum
hybridisation of ¢DNAaev with AEV RNA was 95%; that of
¢DNAmMC29 with MC29 RNA 90% and that of cDNAamv with AMV
RNA 95%. The DLVs tested were cloned pseudotypes with RAV-1 or
RAV-2 helper ALV, with the exception of AMV and E26, which were
not cloned. The ALV helper RNAs tested as controls were obtained
from RAV-1, RAV-2, RAV-49, RAV-50, MAV-2 (0). The numbers
boxed indicate the important homologies.

to hybridisc withcDNAacv, cDNAmc29 and cDNAamv. Figure
2 shows thatall three types of sequences have their counterparts
in normal cellular chicken DNA and, as judged from the Coty,2
velues, that they are presentin the non-repetitive DNA atone or
two copies cach per haploid genome. The low plateau values
observed in Fig. 2 are due to the competition of DNA reas-
sociation with the DNA-cDNA hybridisation reaction; tran-
scription analyses (see below) show that most or all of the
specific sequences are present in normal chicken DNA. Results
obtained with molecular hybridisation in liquid phase in
stringent conditions show that the bulk of the non-repetitive
chicken DNA sequences have been lost relatively rapidly during
evolution: labelled chicken unique sequence DNA barely
anneals (Fig. 3) to the DNA of specics from another genus. For
example, quail and chicken, which probably evolved from a
common ancestor some 20-40 Myr ago, have DNAs that share
less than 23% homology when cross-hybridiced (Fig. 3).
Similarly, ALV-related ‘virogene’ sequences have recently been
shown to be absent in some species of the Galliformes!®. In
contrast, cellular sequences related to cDNAaev, cDNAmMc29
and cDNAamv have been highly conserved throughout the
phylogeny of the higher vertebrates. As also shown in Fig. 3,
their ‘evolutionary half lives' are comparable to those of known
stable genes such as globin or ovalbumin. The latter values
resemble thoses obtained earlier for the transforming gene sre of
ASVs' 17 and agree with the results recently described for
MC29 by Sheiness eral.'®.

As normal cells contained nucleotide sequences related to
highly transforming viruses, we studied the rate of transcription
of such sequences. Total RNA extracted from normal chicken
tor quaill fibroblasts was hybridised to the different specific
cDNAs. Figure 4 shows that these sequences are all transcribed
atalow level (a few copies per cell), as previously found for the
expression of “cellular sarc™ (refs 16, 19). Cellular scquences
related to eDDNAwev are transeribed at two or three copies per
cellycellular sequences related 1o ¢cDNAmMe29 are reproducibly
cxpressed ata ivher level (5-10 copies per cell), as Sheiness ef
al” found. In coutrast, cellular sequences related to cDNAamyv
ate transenbed atlower levels in fibroblasts (one copy per cell),
As can be seen in Fipo 4, all these cellular sequences reach
plateau hyhridisation values elose 1o 100%, and must therefore
be essentially fully represented in normal cellular nucleic acids,
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Three new oncogenes

Our results show that all seven defective leukacmia viruses
studicd contain part or all of one out of threc different sets of
specific nucleotide sequences complementary to cDNAacy,
¢cDNAmMc29 or cDNAamv, which have their counterpart in
normal cells of higher vertcbrates. None of these sequences is
related to the transforming pene src of ASVs, Although it is not
understood how recombinants between ALV sequences and
cellularly derived sequences can acquire oncogenic capacity,
several indications favour the hypothesis that three specific
transforming genes, termed erb, mac and myb, are detected by
cDNAaev, cDNAmMc29 and cDNAamv, respectively. (1) There
is a strict correlation between the presence of erb, mac or myb
sequences in a given virus and its selective capacity to generate
transformed erythroblasts, macrophage-like cells or myelo-
blasts'?°, (2) The properties of these sequences and their origin
are reminiscent of results obtained earlier for the transforming
gene src of ASVs'®: size, cellular origin and phylogenetic stabil-
ity'®'7. (3) As indicated by heteroduplex mapping studies with
MC29 (ref. 21), these sequences do not appear as bits of
sequences randomly distributed throughout the viral RNA, but
rather as continuous stretches located inside the viral gei.ome.
(4) Temperature-sensitive mutants have recently been isolated
from AEV, indicating that a virus-coded protein must be
synthesised to maintain the undifierentiated state of trans-
formed erythroblasts?®. (5) All DLVs tested contain the §'
region of the ALV genome (partial gag gene'?). In the strains
studied so far (MC29 and MH2) this region was located adjacent
to the DLV-specific sequence®**. In addition, celis non-
productively transformed by AEV, MC29, CMII and MH2
express novel polyproteins of molecular weight 75,000 (ref. 3),
110,000 (refs 6, 7), 90,000 (ref. 7) and 100,000 (ref. 4), respec-

% S, Resistance (specific cDNAs)
A-—--—- A %S; Resistance

Phylogenctic distance ( x 10° yr)

Fig.3 Stability of cellular DLV-related specific sequences during
evolution. Aliquots of DNA extracted from different species hav-
ing diverged increasingly long ago with speciation were hybridised
in the specific conditions described in Fig. 2. The values obtained
were standardised arbitrarily, for comparison purposes, to 50% for
the chicken, which was also taken as the origin of the scale
indicating phylogenetic distance, ©—©, cDNAaev; A-—A,
cDNAme29; O—0, cDNAamy; (O~ - -], cDNAsarc. Also shown
(A < — - —A) are results obtained with *H-labelled chicken unique
sequence DNAY(1,000 c.p.m. per point = 20 ng) in similar condi-
tions (standardised to 100% for homologous reassociation) and
with ¢cDNAs representing genes known to be conserved
throughout the evolution of vertebrates; x ——x, cDNAlgo (ref.
16) for globin; X ~~=-x, cDNAova (rcf. 16) for ovalbumin.
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Fig. 4 Transcription. of the cellular DLV-related specific

sequences in normal fibroblasts. Total RNA was extracted from

normal chicken embryo fibroblasts and hybridised atincreasing Cf

values (varying RNA concentration up to 10 mg mi™ ") in stringent

conditions (0.6 M NaCl, 68°C), .to the specific cDNAs

(1,000 ¢.p.m. per point = 0.02 ng). Hybrids were scored for their
S, endonuclease resistance. Symbols are as in Fig. 2.

tively, with the structure: partial gag-x or y, where x or y
represent  polypeptide moieties which are antigenically
unreclated to known ALV proteins, and presumably correspond
to part or all of the specific erb or mac nucleotide sequences.
That these polyproteins could be involved in the transformation
process is indicated by the finding that the type of tryptic peptide
pattern exhibited by the non-gag portion of the polyprotein of a
given DLV closely correlates with the transformation specificity
of the virus (M. J. Hayman, personal communication, and ref.
24). In their general structure and ability to code for gag-related
polyproteins, avian DLVs rcsemble replication-defective
mammalian retroviruses capable of inducing leukaemias or
sarcomas with a short period of latency, such as the Abelson®
murine virus and fcline sarcoma virus**?’,

Avian DI Vs behave like recombinants between an ALV-
related vector virus of Jow oncogenicity and unknown origin'
and an evolutionarily stable set of nucleotide sequences of
cellular origin. In this regard they also closely resemble ASVs
(for review, seeref. 11). The mechanism of such a recombination
remains to be elucidated, but could be related to the jumping
polymerase hypothesis proposed recently by Coflin®®. How
frequently such a recombination occurs is not known, although
about 30 DLV-like and 1-3 ASV-like independent isolates have
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been reported?, However, a transduction of cellular sequences
would not necessarily lead to such severe cffects as the genera-
tion of a highly oncogenic virus and may therefore be much more
frequent thananticipated. Indeed, we have recently found in an
ASV stock a new virus of unknown oncogenicity containing
apparently unknown ccllular_genetic material (N. Pluquet and
D.S., unpublished).

That only a partial homology was observed between the
specific sequences of MC29 and MH2 as well as between the
specific sequences of AMV and E26 (Table 2) can be explained

_in three ways—thesc viruses acquired cellular genes which

already difiered in their sequences; they acquired the same gene
and the observed differences reflect a divergence introduced by
passage of the virus; a second recombination event occurred in
MH2 and E26. The finding that there are only one or two copies
per haploid genome of these genes present in cellular DNA 1s
consistent with the second possibility. The observation that

‘there is a somewhat lower degree of hoinology of cDNAamv to

cellular DNA than that of the other types of specific cDNA
tested (Fig. 2) might reflect the long passage history of AMV and
would also agree with the second of the above interpretations.
But hybridisation experiments between cDNAmc29 arna MH2
RNA carried out in non-stringent conditions do not show the
significant increase of annealing which the second interpretation
would predict (M.R., S.S. and D.S., unpublished) and thus leave
that question unanswered.

The role of DLVs in leukaemic transformation could be
explained by a generalisation of the ‘differentiation block’
hypothesis*®*?*: the oncogenes of DLVs are homoloszous to
normal cellular genes (‘cellular erd, mac or myb’) coding for
lineage-specific haematopoietic difflerentiation proteins; the
transforming proteins act by competitively inhibiting the cor-
responding cellular proteins™’, thus leading to a block of
differentiation and subsequent leukaemogenesis. This hypo-
thesis would predict that RNA sequences corresponding to the
ccllular erb, mac and myb genes are preferentially expressed in
normal erythroblasts, macrophages and myeloblasts, respec-
tively. Spontancous leukaemogenesis may then simply result
from a malfunction of such genes. Indeed, several different
genes may be able to induce the same type of leukaemia. In this
respect, it would be interesting to know whether there are
viruses causing the same type of leukaemia but containing
different cell-related oncogenes. Such viruses would also be
useful for elucidating why the DLVs also induce sarcomas or
carcinomas, an additional specificity for non-haematopoictic
tissues difficult to explain by the differentiation block theory.
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