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A V A N T  PROPOS 
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Dominique STEHELIN. Je l e  r e m e r c i e  s i n c è r e m e n t  d e  m ' a v o i r  

a c c u e i l l i  d a n s  son  l a b o r a t o i r e  e t  c o n f i é  c e  t r a v a i l  d e  recherche .  

Je r e m e r c i e  Monsieur l e  P r é s i d e n t  e t  M e s s i e u r s  l e s  Membres 

du J u r y  q u i  o n t  a c c e p t é  d e  j u g e r  c e  mémoire. 

Ce t r a v a i l  a  é t é  rendu p o s s i b l e  g r â c e  à l ' a i d e  c o n s t a n t e ,  

a u x  c o n s e i l s  p r é c i e u x  e t  à l a  sympathie  d e  t o u s  l e s  membres de  

l ' é q u i p e  : q u ' i l s  v e u i l l e n t  b i e n  t r o u v e r  i c i ,  l ' e x p r e s i o n  d e  ma 

r e c o n n a i s s a n c e .  

J e  t i e n s ,  cependan t ,  à r e m e r c i e r  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  : 

- Mart ine  ROUSSEL e t  Simon SAULE q u i  o n t  g u i d é  avec b i e n v e i l l a n c e  

mes p r e m i e r s  p a s  dans  c e  t r a v a i l .  

- Anne GEGONNE e t  Anne FLOURENS-SCHNEEBERGER p o u r  l e u r  

en thous iasme  e t  l e u r  c o l l a b o r a t i o n  a u s s i  e f f i c a c e  que sympathique 
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c e l l u l a i r e .  
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Deux g r a n d s  a x e s  i n d é p e n d a n t s  de  r e c h e r c h e  s u r  l e  c a n c e r ,  

l ' u n  é t u d i a n t  l e  mécanisme d e  l ' i n d u c t i o n  d e  t u m e u r s  c h e z  l e s  

an imaux  p a r  l e s  r é t r o v i r u s  e t  l ' a u t r e  c e l u i  d e  l ' i n d u c t i o n  d e s  

c a n c e r s  d ' o r i g i n e  non v i r a l e s  c h e z  l'homme, o n t  convergé  de  f a ç o n  

s u r p r e n a n t e  d u r a n t  c e s  d e r n i è r e s  années  v e r s  l a  même c i b l e  : l e s  

proto-oncogènes c e l l u l a i r e s .  

Le pouvo i r  t r a n s f o r m a n t  d e s  r é t r o v i r u s  oncogènes  (oncov i rus )  

e s t  dO à l a  p r é s e n c e  dans  l e u r  génome d 'une  séquence s p é c i f i q u e  : 

l ' o n c o g è n e  v i r a l  (v-onc) p rovenan t  de  l a  recombinaison e n t r e  un - 
r é t r o v i r u s  s a n s  o n c o g è n e  e t  un gène c e l l u l a i r e ,  proto-oncogène 

c e l l u l a i r e  (c-onc) . C e r t a i n s  de  c e s  proto-oncogènes ,  r é v é l é s  p a r  - 
l ' é t u d e  d e s  r é t r o v i r u s  semblent  ê t r e  s p é c i f i q u e m e n t  impl iqués  p a r  

d e s  phénomènes  d ' a m p l i f i c a t i o n  g é n i q u e ,  d e  m u t a t i o n s  ou d e  

t r a n s l o c a t i o n s  chromosomiques dans  c e r t a i n e s  tumeurs  animales  e t  

humaines non v i r o - i n d u i t e s .  

Le t r a v a i l  p r é s e n t é  d a n s  c e  mémoire comporte t r o i s  p a r t i e s  : 

Les deux p r e m i è r e s  t r a i t e n t  du c l o n a g e  d a n s  l ' A D N  d e  p o u l e t  d u  

p r o t o - o n c o g è n e  c-myb q u i  a é t é  t r a n s d u i t  de  f a ç o n  d i f f é r e n t e  - 
d a n s  d e u x  r é t r o v i r u s  a v i a i r e s  : l e  v i r u s  d e  l a  m y é l o b l a s t o s e  

a v i a i r e  (AMV)  e t  l e  v i r u s  é r y t h r o b l a s t o s a n t  e t  m y é l o b l a s t o s a n t  

E26. La t r o i s i è m e  p a r t i e  t r a i t e  du c l o n a g e  du même proto-oncogène 

d a n s  l ' A D N  hunain.  La c a r t e  phys ique  du gène c-myb hunain  a i n s i  - 
q u e  l ' o b t e n t i o n  d e  sondes  s p é c i f i q u e s  de  ce gène  c o n s t i t u e n t  l e  

p o i n t  d e  d é p a r t  d ' u n e  é t u d e  s y s t é m a t i q u e  d e  s o n  i m p l i c a t i o n  

B v e n t u e l l e  d a n s  c e r t a i n e s  tumeurs  huna ines .  



INTRODUCTION 



PRESENTATION DES RETROVIRUS' 

Les r é t r o v i r u s  o n c o g è n e s  o u  o n c o v i r u s  ( q u i  s e r o n t  s e u l s  

t r a i t é s  dans  c e  mémoire) a p p a r t i e n n e n t  à u n e  f a m i l l e  d e  v i r u s  

d o n t  l e  génome d i p l o ï d e  e s t  c o n s i t u é  d'ARN se  r é p l i q u a n t  p a r  

l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  ADN p r o v i r a l .  Cet ADN est t r a n s c r i t  dans  l e s  

h e u r e s  q u i  s u i v e n t  l ' i n f e c t i o n ,  à p a r t i r  de  l l A R N  v i r a l  p a r  une 

enzyme c a r a c t é r i s t i q u e  d e  c e s  v i r u s .  L'ADN p o l y m é r a s e  - A R N  

d é p e n d a n t e  o u  r é t r o p o l y m é r a s e  ( B a l t i m o r e ,  1 9 7 0  ; Temin e t  

M i z u t a n i ,  1 9 7 0 )  p u i s  i n t é g r 6  d a n s  l e  génome d e  l a  c e l l u l e  

i n f e c t é e .  C e s  g è n e s  v i r a u x  i n t é g r é s  s o n t  a l o r s  r é p l i q u é s ,  

t r a n s c r i t s  e t  t r a d u i t s  comme l e s  gènes  de  l a  c e l l u l e  hô te .  

L e s  r é t r o v i r u s  s o n t  c l a s s i q u e m e n t  d i v i s é s  e n  deux groupes  

s e l o n  l e u r s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  : l e s  r é t r o v i r u s  peu ou n o n  

t r a n s f o r m a n t s  e t  les r é t r o v i r u s  t r a n s f o r m a n t s .  

Les  r é t r o v i r u s  peu ou non t r a n s f o r m a n t s  

C e s  v i r u s  s o n t  i n c a p a b l e s  d e  t r a n s f o r m e r  l es  c e l l u l e s  en  

c u l t u r e .  En revanche ,  i l s  i n d u i s e n t  p a r f o i s  c h e z  l ' a n i m a l  d e s  

t u n e u r s ,  p r i n c i p a l e m e n t  d e s  lymphomes, don t  l e  temps d ' a p p a r i t i o n  

est d e  p l u s i e u r s  mois. Comme exemple d e  t e l s  v i r u s ,  on peut  c i te r  

l e  v i r u s  d e  l a  l y m p h o m a t o s e  a v i a i r e  (ALV) ou l e s  v i r u s  d e  

lymphomes m u r i n s  (MuLV). Leur  génome comprend  t r o i s  gi?nes d e  

s t r u c t u r e  c o n s t i t u a n t  une u n i t é  r é p l i c a t i v e  l e u r  p e r m e t t a n t  d e  se 

p r o p a g e r  d e  f a ç o n  a u t o n o m e  ( C o f f i n ,  1979) : l e  gène  gag c o d a n t  - 
p o u r  l e s  p r o t é i n e s  de  l a  nuc ldocaps ide  v i r a l e ,  l e  gène  p o l  pour  - 
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l a  r é t r o p o l y m é r a s e  e t  l e  gène env pour d e s  p r o t é i n e s  q u i  a p r è s  - 
g l y c o s y l a t i o n  m i g r e r o n t  B l a  s u r f a c e  d e  l ' e n v e l o p p e  v i r a l e  

( F i g u r e s  1  e t  2 ) .  De même, comme conséquence du mécanisme d e  l a  

r é t  retranscription, l ' A D N  p r o v i r a l  n ' e s t  p a s  une c o p i e  conforme 

d e  l t A R N .  On o b s e r v e  a u x  d e u x  e x t r é m i t é s  du p r o v i r u s  u n e  

d u p l i c a t i o n  de  c e r t a i n e s  séquences ,  l e  L T R  ou "Longue R é p é t i t i o n  

T e r m i n a l e "  (Shank  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  L ' a n a l y s e  d e  l a  s é q u e n c e  

n u c l é o t i d i q u e  du L T R  a m o n t r é  q u ' i l  c o n t e n a i t  l e s  s ignaux  d e  

promot ion,  d ' i n i t i a t i o n  e t  de  t e r m i n a i s o n  de  l a  t r a n s c r i p t i o n  d u  

génome v i r a l ,  a i n s i  que d e s  séquences  r é p é t é e s  i n v e r s é e s  ( F i g u r e  

1 ) .  On p e u t  d o n c  c o n s i d é r e r  c e s  v i r u s ,  q u i  s ' i n t è g r e n t  a u  

h a s a r d  d a n s  l ' A D N  d e  l a  c e l l u l e  h a t e ,  comme d e s  é l é m e n t s  

g é n é t i q u e s  mobi les  (Temin, 1980 ; Varmus, 1982) .  

Les r é t r o v i r u s  t r a n s f o r m a n t s  

Ces v i r u s  o n t  l a  c a p a c i t é  d e  t r a n s f o r m e r  d e s  c e l l u l e s  e n  

c u l t u r e  e t  d ' i n d u i r e  c h e z  l ' a n i m a l  d e s  l e u c é m i e s  a i g ü e s  ou d e s  

t u m e u r s  ( sa rcomes  ou ca rc inomes)  d o n t  l e  temps d ' a p p a r i t i o n  -de 

l ' o r d r e  de  que lques  semaines-  e s t  beaucoup p l u s  c o u r t  q u e  c e l u i  

d e s  v i r u s  non  t r a n s f o r m a n t s  ( G r a f  e t  Beug, 1 9 7 8  ; G r a f  e t  

S t é h e l i n ,  1982).  C ' e s t  d ' a i l l e u r s  à p a r t i r  de  tumeurs  s p o n t a n é e s  

q u e  d e s  v i r u s  de  c e  t y p e  o n t  é t é  i s o l é s  chez l e  p o u l e t ,  l e  c h a t ,  

l e  r a t ,  l a  s o u r i s  e t  l e  s i n g e  e t  m a i n t e n u s  a u  l a b o r a t o i r e .  Le 

p r e m i e r  i s o l a t  d ' u n  t e l  v i r u s  f u t  r é a l i s é  p a r  P. Rous à p a r t i r  

d 'un  sarcome s p o n t a n é  d e  p o u l e t ,  d è s  1911,  probablement pa rce  q u e  

l e  v i r u s  du sarcome d e  Rous (RSV) semble  ê t r e  l e  s e u l  r é t r o v i r u s  

t r a n s f o r m a n t  compétant  pour  l a  r é p l i c a t i o n .  Dans t o u s  l e s  a u t r e s  

c a s ,  1 ' a c q u i s i t i o n  d e  1' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e  r e s p o n s a b l e  d e  l a  

t r a n s f o r m a t i o n  o u  o n c o g è n e  v i r a l ,  v -onc ,  s ' e s t  e f f e c t u é e  a u  - 
d é t r i m e n t  d ' u n e  p a r t i e  p l u s  ou m o i n s  i m p o r t a n t e  d e  l ' u n i t é  
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FIGURE 1 : T r a n s c r i p t i o n  de l'ADN p r o v i r a l  
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P - promoteur 
TATA - séquence r i c h e  en A + T qu i  p réc ise  1 ' o r i g i n e  de l a  t r a n s c r i p t i o n  
U3 - séquence unique 3' 
R - séquence r é p é t i t i v e  
U5 - séquence unique 5 '  
don. - s i t e  d 'ép i ssu re  donneur 
acc. - s i t e  d 'ép issure  accepteur 
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F I G U R E  2 : t r a d u c t i o n  d e s  A R N s  m e s s a g e r s  a v i a i r e s  

AUG - codon d '  i n i t i a t i o n  
Pr - protéine précurseur 
pp - protéine phosphorylée 
gp - glycoprotéine 
(e) - sucres 
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r é p i i c a t i v e .  C e t t e  a m p u t a t i o n  p e u t  t o u c h e r  t o u s  les gènes  de  

s t r u c t u r e  m a i s  p r é s e r v e  n é a n m o i n s  l e s  e x t r é m i t é s  du génome 

( n é c e s s a i r e s  à l a  f o r m a t i o n  d e s  LTRs) e t  l e  d é b u t  du gène gag - 
c o n t e n a n t  l e s  s ignaux  n é c e s s a i r e s  pour  l ' e n c a p s i d a t i o n  de  1 ' A R N  . 
Ces v i r u s  s o n t  donc d é f e c t i f s  pour l a  r é p l i c a t i o n  e t  o n t  b e s o i n  

p o u r  s e  p r o p a g e r  d '  un v i r u s  a u x i l i a i r e  ( "he lpe r" )  -généralement 

un v i r u s  peu ou p a s  t r a n s f o r m a n t -  q u i  a p p o r t e  l e s  c o n s t i t u a n t s  

s t r u c t u r a u x  que l e  v i r u s  t r a n s f o r m a n t  ne p e u t  s y n t h é t i s e r .  

En p l u s  de  c e s  deux t y p e s  d e  v i r u s ,  e x i s t e n t  dans  l e  génome 

d e  l e u r s  h a t e s  à l ' é t a t  i n t é g r é  d e s  v i r u s  e n d o g è n e s  l e  p l u s  

souven t  i n o f f e n s i f s  pour  l ' a n i m a l  ( A s t r i n  e t  a l . ,  1980).  

Chez l ' homme,  l e s  s e u l s  r é t r o v i r u s  c o n n u s  j u s q u l à  

p r é s e n t  o n t  é t é  i s o i é s  t r è s  récemment  à p a r t i r  d e  l e u c é m i e s  

l y m p h o ï d e s  à endémies t r è s  l o c a l i s é e s .  Ces v i r u s  HTLV ("Human T 

Leukaemia Vi rus )  ne possèden t  apparemment  p a s  d ' o n c o g è n e  m a i s  

u n e  i n f o r m a t i o n  g é n e t i q u e  d e  s t r u c t u r e  c l a s s i q u e  gag,  p o l ,  env --- 
a v e c  c e p e n d a n t  à l ' e x t r é m i t é  3 '  du génome une r é g i o n  c o d a n t e  P X ,  

d o n t  l e  r 6 l e  n ' e s t  pas  connu ( G a l l o  e t  Wong-Staal, 1982) .  

ONCOGENES V I R A U X  ET PROTO-ONCOGENES CELLULAIRES 

Mise e n  é v i d e n c e  

Des é t u d e s  b i o l o g i q u e s  c o n c e r n a n t  l e  v i r u s  du sarcome de  

Rous (RSV) s e m b l a i e n t  i n d i q u e r  l ' e x i s t e n c e  d a n s  l e  génome d e  c e  

v i r u s  hautement t r a n s f o r m a n t  d ' u n e  séquence v i r a l e  r e s p o n s a b l e  de  

l a  t r a n s f o r m a t i o n .  I l  e x i s t a i t  e n  e f f e t ,  d e s  m u t a n t s  

t h e r m o s e n s i b l e s  du RSV : d e s  f i b r o b l a s t e s  d e  p o u l e t  i n f e c t é s  p a r  
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c e s  m u t a n t s  p o u v a i e n t  ê t r e  t r a n s f o r m é s  d e  façon  r é v e r s i b l e  en  

f o n c t i o n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  s a n s  a f f e c t e r  l a  p r o d u c t i o n  v i r a l e  

( M a r t i n ,  1970) .  

De même, l o r s  d e  p a s s a g e s  s u c c e s s i f s  e n  c u l t u r e  de  s t o c k s  

c l o n é s  de  RSV, d e s  a u t e u r s  o n t  o b s e r v é  l a  s é g r é g a t i o n  s p o n t a n é e  

d e  v i r u s  d é f e c t i f s  p o u r  l a  t r a n s f o r m a t i o n ,  t d  RSV (Kawai e t  

Hanafusa,  1972) .  S t é h e l i n  e t  a l .  e n  1 9 7 6  o n t  a p p o r t é  l a  p r e u v e  

d i r e c t e  d e  l ' e x i s t e n c e  d a n s  l e  génome du RSV d ' u n  gène,  v-src ,  - 
r e s p o n s a b l e  d e  l a  t r a n s f o r m a t i o n .  A p r è s  s y n t h è s e  d ' u n  cDNA 

r a d i o a c t i f  complémenta i re  du génome d e  RSV e t  é l i m i n a t i o n  d e s  

s é q u e n c e s  communes avec  un t d  RSV, c e s  a u t e u r s  o n t  ob tenu  un cDNA 

c o m p l é m e n t a i r e  d ' u n e  s é q u e n c e  d e  q u e l q u e s  2000 n u c l é o t i d e s ,  

t r o u v é e  e x c l u s i v e m e n t  d a n s  l e  génome d u  RSV ( S t é h e l i n  e t  a l . ,  

1976a ; 1976b).  La p r o t é i n e  codée  pa r  ce ghne f u t  e n s u i t e  mise e n  

é v i d e n c e  p a r  B r u g g e  e t  E r i k s o n  ( 1 9 7 7 )  g r â c e  à d e s  a n t i s é r a  

o b t e n u s  à p a r t i r  de  l a p i n s  p o r t e u r s  de  tumeurs  i n d u i t e s  p a r  RSV. 

C e s  a n t i s é r a  i m m u n o p r é c i p i t a i e n t  une p r o t é i n e  de  60 000 d a l t o n s  

d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e ,  pp60V'SrC p r é s e n t e  u n i q u e m e n t  dans  d e s  

c e l l u l e s  i n f e c t é e s  p a r  RSV e t  non i m m u n o p r é c i p i t é e  p a r  d e s  

a n t i s é r a  d i r i g é s  c o n t r e  l e s  g è n e s  de  s t r u c t u r e .  L ' o b t e n t i o n  d e  l a  

même p r o t é i n e  d a n s  les p r o d u i t s  d e  t r a d u c t i o n  i n  v i t r o  du RSV 

l e v a  l e s  d e r n i e r s  d o u t e s  q u a n t  h s o n  o r i g i n e  v i r a l e  (Beemon e t  

Hunt e r 1978) .  

L ' a p p l i c a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  d e  p r é p a r a t i o n  d e s  s o n d e s  

s p é c i f i q u e s  à 1 ' é t u d e  s y s t é m a t i q u e  d e s  v i r u s  t r a n s f o r m a n t s  

d é f e c t i f s  pour l a  r é p l i c a t i o n  a  é t endu  l a  n o t i o n  d 'oncogène v i r a l  

e t  a d é f i n i  à l ' h e u r e  a c t u e l l e  2 4  séquences  de  c e  t y p e  (Tab le  1 ) .  

( G r a f  e t  S t é h e l i n ,  1982 ; Bishop 1983). Convent ionnel lement ,  les 

oncogènes  v i r a u x  s o n t  i d e n t i f i é s  p a r  3 l e t t r e s  r a p p e l a n t ,  d e  

f a ç o n  s i m p l e ,  s o i t  l e  v i r u s  d ' o ù  i ls  o n t  é t é  i s o l é s ,  l e  t y p e  d e  
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m a l a d i e  i n d u i t ,  l e  l i e u  où c e s  v i r u s  o n t  é t é  d é c o u v e r t s  ou l a  

p e r s o n n e  q u i  l e s  a  i s o l é s ,  p r é c é d é e s  du p r é f i x e  v  marquant l e u r  - 
n a t u r e  v i r a l e  ( C o f f i n  e t  a l . ,  1981) ( T a b l e  1 ) .  

L e s  o n c o g è n e s  v i r a u x  s o n t  l e s  p r o d u i t s  d ' u n e  r e c o m b i n a i s o n  

g é n é t  i q u e  

A l ' a i d e  d e  l a  s o n d e  s p é c i f i q u e ,  v - s r c ,  S t é h e l i n  e t  a l . ,  - 
( 1 9 7 6  b )  o n t  pu m o n t r e r  q u e  d a n s  l e  génome d e  l a  p o u l e ,  

indépendemment de  t o u t  v i r u s  endogène,  e x i s t a i t  u n e  i n f o r m a t i o n  

c e l l u l a i r e  homologue à c e  gène v i r a l .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  é t e n d u e  

e n s u i t e  a u x  a u t r e s  s é q u e n c e s  s p é c i f i q u e s  d e s  r é t r o v i r u s  

t r a n s f o r m a n t s  d é m o n t r e  q u e  c e s  v i r u s  s o n t  l e  p r o d u i t  d ' u n e  

recombinaison g é n é t i q u e  e n t r e  un v i r u s  d é p o u r v u  d ' o n c o g è n e  ( d u  

t y p e  " h e l p e r " )  e t  un gène c e l l u l a i r e ,  proto-oncogène c e l l u l a i r e  

i d e n t i f i é  p a r  l e s  t r o i s  l e t t r e s  d e  l ' o n c o g è n e  v i r a l  q u ' i l  a  

p r o d u i t  p r é c é d é e s  c e t t e  f o i s  du p r é f i x e  c  ( C o f f i n  e t  a l . ,  1981 ; - 
B i  s h o p  , 1 9 8 1 ) .  C e t t e  o r i g i n e  c e l l u l a i r e  a v a i t  é t é  suggérée  p a r  

l a  méthode u t i l i s é e  pour i s o l e r  c e r t a i n s  r é t r o v i r u s  t r a n s f o r m a n t s  

: l e  v i r u s  du sarcome d e  Moloney ( p o r t a n t  l ' o n c o g è n e  v-mos) e t  l e  - 
v i r u s  du sarcome de  Harvey ( p o r t a n t  l ' oncogène  v-Ha-ras) c h e z  l e  

r a t  s o n t  a p p a r u s  a p r è s  i n f e c t i o n  d e s  animaux p a r  d e s  v i r u s  murins  

s a n s  o n c o g è n e s  -MuLV d e  s t r u c t u r e  gag-po l -env-  e t  p a s s a g e s  --- 
s u c c e s s i f s  d ' a n i m a l  à an imal  (Harvey,  1964 ; Moloney, 1966).  De 

même, un v i r u s  é r y t h r o b l a s t o s a n t  ne  p o r t a n t  que  l ' oncogène  v-erbB 

- e t  d o n c  c l a i r e m e n t  d i s t i n c t  d e  l a  souche AEV ES-4 p o r t a n t  les 

o n c o g è n e s  v-erbB e t  v-erbA- a  é t é  ob tenu  à p a r t i r  d 'un  homogénat 

d e  f o i e  d ' u n  p o u l e t  i n f e c t é  p a r  un ALV (Yamamoto e t  a l . ,  1983a e t  

b ) .  P l u s  récemment, d e s  lymphosarcomes thymiques  n a t u r e l s  i n d u i t s  



v-src v i r u s  du sarcome 
( 3 )  de Ftous 

v-yes v i r u s  du sarcome 
(2 )  a v i a i r e  Y73 

pou le t  pp6Osrc 
c a i l l e  

LOCAI.ISATIUN FONCTION 
CtLLULAIRE 

membrane t y r o s i n e  
plasmique phosphokinase 

pou le t  p90 gag-yes ? t y ros ine  
phosphokinase 

v-fps v i r u s  sarcomatogéne pou le t  p1&0 gag-fps membrane t y r o s i n e  
(5)  de Fi i j inami plasmique phosphokinase 

v- fes v i r u s  de sarcome f é l i n  chat p85-115 gag-fes membrane ty ros ine  
(2 )  souche Snyder-Theilen plasmique phosphokinase 

v-ab1 v i r u s  de l a  leucémie s o u r i s  p90-160 gag-ab1 . membrane ty ros ine  
(2 )  murine d '  Abelson plasmique phosphokinase 

v - fg r  v i r u s  de sarcome f é l i n  chat  p70 gag-Fgr ? 
souche Gardner-ltashced 

t y r o s i n e  
phosphokinase 

v-ros v i r u s  de sarcome a v i a i r e  pou le t  p68 gag-ros ? t y r o s i n e  
UR2 phosphokinase 

v-erbb* v i r u s  de l ' e ry th rob las tose  poulet  gp 74erbU membrane t y r o s i n e  
( 2 )  a v i a i r e ,  souche LS4 plasmique phosphokinase 

v-fms* v i r u s  çarcomatogéne chat  p l  20-180 gag-fms membrane du ty ros ine  
(2 )  f d l i n ,  souche Mac-Donough r é t i c u l u n  phosphokinase 

v - ra f  v i r u s  sarcmatogéne r a t  p75 gag-raf ? 
murin, souche 3611 

v -mi l  v i r u s  de l a  myelocytomatose pou le t  p l00  gag-mil cytoplasme ? 
a v i a i r e ,  souche MH2 

v-mos v i r u s  du sarcome mur in s o u r i s  p37 mos cytoplasme ? 
(2 )  de libloney 

v - r e l  v i r u s  de l a  r e t i c u l o -  dinde p56 r e l  
enaothel iose, souche T 

v-myc v i r i t s  dr  l a  myelocytomatose poulet  p l10  gaq-myc noyau p r o t é i n e  se l i a n t  à 
(4 )  ov iare,  souche HCZY l'ADN 

v-myb v i r u s  de l a  myeloblastose poulet  p45 myb noyau ? 
(2 )  a v i a i r e ,  souche UAI-A 

v-tia-ras 1 v i r u s  sarcomatogéne r a t  p21 H-ras membrane f i x e n t  l e  
( 2 )  mur in de llarvey plasmique G T P e t l e G D P ;  

v-Ki-ras 2 v i r u s  sarcomatogéne r a t  p21 K-ras membrane A c t i v i t é  th réon ine  
mur in  de K i r s t e n  . plasmique phosphokinase sur  

l a  p ro té ine  v i r a l e  
v-bas v i r u s  de sarcome de sour i s  p21 bas membrane uniquement 

l a  s o u r i s  BALB/C plasmique -------- 
v - ~ O S  v i r u s  d'osteosarcome r a t  p55 fos  noyau ? 

(2)  murin, soiiche F M  

v-sk i  v i r u s  sarcomatogéne pou le t  p l l 0gag-sk i  noyau ? 
a v i a i r e ,  souche SKV77U 

v - s i s  v i r u s  sarcomatoa&ne singe pz8 s i s  cytoplasme ? 
(2 )  s imien l a l i e u x  

v-ets v i r u s  e ry th rob las tosan t  pou le t  p l35  gag-myb-ets noyau 
a v i a i r e ,  souche €26 ? 

v-erbA v i r u s  de 1 'e ry th rob las tose  pou le t  p75 gag-erbA cytoplasme ? 
a v i a i r e ,  souche ES4 

v - k i t  v i r u s  sarcmiatogbne chat  pt309ag-kit ? 
f é l i n ,  souche HZ4 . 

glycoprote ine ; ( ) : nanbre d ' i s o l a t s  indépendants 
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p a r  l e  v i r u s  h e l p e r  f é l i n  FeLV o n t  r é v é l é  d e s  p r o v i r u s  FeLV 

d é f e c t i f s  a y a n t  r e c o m b i n é  a v e c  l e  g è n e  c-myc de  c h a t  ( N e i l  e t  

a l . ,  1984).  

Neanmoins, l a  c r é a t i o n  d 'un  v i r u s  hautement t r a n s f o r m a n t  p a r  

r e c o m b i n a i s o n  - i l l é g i t i m e  o u  l é g i t i m e  mais e n  p l u s i e u r s  

é t a p e s - a v e c  un gène c e l l u l a i r e  a p p r o p r i é  e t  t r a n s d u c t i o n  dans  un 

v i r u s  i n f e c t i e u x  demeure un phénomène d 'une e x c e p t i o n n e l l e  r a r e t é  

d o n t  l e s  b a s e s  m o l é c u l a i r e s  s o n t  e n c o r e  mal comprises .  Quatre 

modèles,  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  s o i t  d e s  r e c o m b i n a i s o n s  e n t r e  d e s  

i n t e r m é d i a i r e s  ADN, s o i t  d e s  s a u t s  d e  l a  r é t r o p o l y m é r a s e  de 1 ' A R N  

v i r a l  à un ARN c e l l u l a i r e  C O - e n c a p s i d é  d a n s  un  v i r i o n  o n t  é t é  

proposés  (Gra f  e t  S t é h e l i n ,  1982 ; Bishop, 1983) .  Dans l e  c a s  du 

v i r u s  FBJ ( v i r u s  d ' o s t é o s a r c o m e  m u r i n ) ,  l a  s é q u e n c e  d e  s o n  

oncogène v-fos  a  r é v é l é  à l ' e x t r é m i t é  5 '  e t  3' d e  c e t t e  i n s e r t i o n  - 
u n e  r é g i o n  d e  6 n u c l é o t i d e s  r e t r o u v é e  à l a  f o i s  d a n s  l e  v i r u s  

h e l p e r  (FBJ-MuLV) e t  d a n s  l e  gène  c e l l u l a i r e  c - fos  q u i  l u i  o n t  - 
d o n n é  n a i s s a n c e .  C e c i  c o n s t i t u e  à 1'  heure'^ a c t u e l l e ,  l ' u n  d e s  

r a r e s  exemples  d 'une  p o s s i b l e  recombinaison l é g i t i m e  g r a c e  à d e s  

homologies d e  séquence (Van beveren e t  a l . ,  1983) .  

P r o p r i é t é s  d e s  proto-oncogènes c e l l u l a i r e s  

L ' é t u d e  d e  l a  p h y l o g é n i e  d e  c e s  g è n e s  a  m o n t r é  q u ' i l s  

é t a i e n t  c o n s e r v é s  t o u t  a u  c o u r s  d e  l ' é v o l u t i o n  d e s  v e r t è b r é s  

s u p é r i e u r s .  En c o n s é q u e n c e ,  l e s  homologues c e l l u l a i r e s  de  g è n e s  

oncogènes v i r a u x  i s o l é s  c h e z  l ' o i s e a u  ou l e  r a t  s o n t  p r é s e n t s  

d a n s  l ' A D N  humain  ( B i s h o p ,  1 9 8 3 ) .  De p l u s ,  c e r t a i n s  

p r o t o - o n c o g è n e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  a p p a r u s  t r è s  t 6 t  d a n s  

l ' é v o l u t i o n  d e  l a  c e l l u l e  e u c a r y o t e  pu i sque  d e s  g è n e s  a p p a r e n t é s  

3 c e r t a i n s  o n c o g è n e s  v i r a u x  o n t  pu  & t r e  d é t e c t é s  c h e z  d e s  



i n v e r t é b r é s  comme O r o s o p h i l a  me lanogas te r  (Shi10 and Weinberg, 

1 9 8 1  ; B i s h o p ,  1 9 8 2 )  e t  c h e z  d e s  o r g a n i s m e s  e u c a r y o t e s  

u n i c e l l u l a i r e s  comme l a  l e v u r e  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a  (De 

Feo-Jones e t  a l . ,  1983 ; G a l l w i t z  e t  a l . ,  1983) .  

Ces p r o t o - o n c o g è n e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  e n  g é n é r a l  p r é s e n t s  à 

l ' é t a t  d ' u n e  c o p i e  pa r  génome h a p l o ï d e ,  a v e c  q u e l q u e s  n o t a b l e s  

e x c e p t i o n s .  Par  exemple,  les gènes  r a s  c o n s t i t u e n t  une f a n i l l e  - 
d e  g è n e s  d a n s  l ' A D N  m u r i n  ( E l l i s  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  e t  dans l ' A D N  

humain (Capon e t  a l . ,  1983).  De même, d e s  é q u i v a l e n t s  t r o n q u é s  e t  

p r o b a b l e m e n t  non f o n c t i o n n e l s  du g è n e  c-myc ( " p s e u d o g è n e s " )  - 
e x i s t e n t  d a n s  l ' A D N  humain  ( D a l l a - F a v e r a  e t  a l . ,  1982c) a i n s i  

q u ' u n  gène a p p a r e n t é  : N-myc (Kohl e t  a l . ,  1983) .  - 
L e s  p r o t o - o n c o g è n e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  e x p r i m é s  à l ' é t a t  

c o n s t i t u t i f  dans  d e s  c e l l u l e s  normales  à l ' e x c e p t i o n  t o u t e f o i s  du 

g è n e  c-mos. C e t t e  e x p r e s s i o n  p e u t  s e  l i m i t e r  à d e s  t y p e s  - 
c e l l u l a i r e s  t rès  p r é c i s  t e l  c - e r b  d a n s  d e s  p r é c u r s e u r s  d e  l a  

l i g n é e  é r y t h r o ï d e  ( C o l l  e t  a l . ,  1 9 8 3 a )  ou ê t r e  modulée  d a n s  

c e r t a i n s  t i s s u s  e n  f o n c t i o n  de  l e u r  s t a d e  de  développement ,  t e l s  

c-myb e t  c-myc d a n s  d e s  c e l l u l e s  h é m a t o p o ï é t i q u e s  immatures,  - - 
a v i a i r e s  o u  h u m a i n e s  ( C o l l  e t  a l . ,  1983a ; Westin e t  a l . ,  1982)  

o u  l e s  g è n e s  c - f o s ,  c - a b 1  e t  c- fms a u  c o u r s  de  l ' embryogénèse  -- - 
c h e z  l a  s o u r i s  ( M ü l l e r  e t  a l . ,  1982) .  En revanche ,  l ' e x p r e s s i o n  

d e s  g è n e s  c - H a - r a s  e t  c-Ki-ras d a n s  l e s  mêmes t y p e s  c e l l u l a i r e s  

n e  v a r i e r a i t  p a s  au  c o u r s  du développement embryonnaire  (Mül le r  

e t  a l . ,  1982) .  

T o u t e s  c e s  d o n n e e s  - f o r t e  c o n s e r v a t i o n  dans  l ' é v o l u t i o n  e t  

e x p r e s s i o n  d a n s  l e s  c e l l u l e s  n o r m a l e s -  s u g g è r e n t  q u e  l e s  

p r o t o - o n c o g è n e s  p o u r r a i e n t  j o u e r  un r a l e  i m p o r t a n t  d a n s  l a  

p h y s i o l o g i e  d e  l a  c e l l u l e  e u c a r y o t e  e t / o u  d a n s  d e s  p r o c e s s u s  d e  

d i f f é r e n c i a t i o n .  



Trans fo rmat ion  p a r  les oncogènes v i r a u x  

S i  l e s  p r o t o - o n c o g è n e s  j o u e n t  un r a l e  i m p o r t a n t  d a n s  l e  

d é v e l o p p e m e n t  d e s  c e l l u l e s  n o r m a l e s ,  comment e x p l i q u e r  l e u r  

pouvo i r  oncogène l o r s q u ' i l s  s o n t  t r a n s d u i t s  p a r  d e s  r é t r o v i r u s  ? 

Deux h y p o t h è s e s  non m u t u e l l e m e n t  e x c l u s i v e s  o n t  é t é  

p r o p o s é e s .  L ' h y p o t h è s e  q u a l i t a t i v e  rend  compte d e s  d i f f é r e n c e s  

s t r u c t u r e l l e s  e x i s t a n t  e n t r e  l e  v-onc e t  l e  proto-oncogène ; à - 
c e t t e  d i f f é r e n c e  d e  s t r u c t u r e  e t  d o n c  d e  p r o d u i t  p o u r r a i t  

c o r r e s p o n d r e  une m o d i f i c a t i o n  f o n c t i o n n e l l e .  Alors  q u e  l e s  c-oncs 

p o s s è d e n t  g é n é r a l e m e n t  u n e  s t r u c t u r e  e n  m o s a ï q u e  ( i n t r o n s  e t  

e x o n s )  au  n i v e a u  d e  l ' A D N ,  l ' i n f o r m a t i o n  c o d a n t e  du v-onc n ' e s t  

j a m a i s  s é p a r é e  p a r  d e s  i n t r o n s .  Ceci  i n d i q u e  que l e  mécanisme d e  

t r a n s d u c t i o n  s 'accompagne l e  c a s  échéan t  d 'une  e x c i s i o n - r a b o u t a g e  

c o r r e c t e  (Bishop,  1983) .  De p l u s ,  l ' o n c o g è n e  v i r a l  n e  r e p r é s e n t e  

généra lement  qu 'une  p a r t i e  du gène c e l l u l a i r e  é q u i v a l e n t ,  p u i s q u e  

s a  t a i l l e  e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e  1 ' A H N  m e s s a g e r  mature du 

c - o n c  ( B i s h o p ,  1 9 8 3 ) .  A c e s  deux phénomènes v i e n n e n t  s ' a j o u t e r  

d e s  m u t a t i o n s  p o n c t u e l l e s  d u e s  à d e s  e r r e u r s  i n t r o d u i t e s  p a r  l a  

r é t y o p o l y m é r a s e  l o r s  d e  l a  r é p l i c a t i o n  p a r  l e  v i r u s  d e  l a  

s é q u e n c e  v-onc.  C e t t e  r é p l i c a t i o n ,  c o n t r a i r e m e n t  3 c e l l e  du - 
c - o n c  e s t  b e a u c o u p  p l u s  f r é q u e n t e  e t  n ' e s t  p a s  s o u m i s e  a u  

c o n t r a l e  s t r i c t  d e  l a  c e l l u l e .  F i n a l e m e n t ,  l ' e x p r e s s i o n  de  l a  

séquence t r a n s f o r m a n t e  q u i  décou le  de  s o n  l i e u  d  ' i n s e r t i o n  d a n s  

l e  v i r u s  p e u t  e n t r a i n e r  d e s  m o d i f i c a t i o n s  de  conformat ion  d e  l a  

p r o t é i n e .  En e f f e t ,  s i  d a n s  c e r t a i n s  cas l e  v-onc e s t  exprimé - 
s o u s  f o r m e  d ' u n e  p r o t é i n e  onc s e u l e ,  t r a d u i t e  à p a r t i r  d 'un  ARN - 
m e s s a g e r  s o u s  génomique (Klempnauer e t  a l . ,  1982 ; S a u l e  e t  a l . ,  

1 9 8 3 ) ,  dans  d ' a u t r e s  c a s  il est exprimé s o u s  forme d ' u n e  p r o t é i n e  



d e  f u s i o n  avec des  gènes de  s t r u c t u r e  du v i r u s  (généralement 

g a g )  (Hayman e t  al.,  1979). Ce t t e  l i a i s o n  du v-onc au gène gag - - - 
p e u t  n e  p a s  ê t r e  n e u t r e .  Dans l e  c a s  du v i r u s  de  l a  leucémie 

d tAbe l son  dont  l e  p r o d u i t  e s t  une g a P a b l ,  des mutants dans 

l e  gène gag o n t  p e r d u  l a  c a p a c i t é  de  t r ans fo rmer  des c e l l u l e s  - 
l y m p h o ï d e s  t o u t  en gardant  c e l l e  de t rans fo rmer  l e s  f i b r o b l a s t e s  

(Prywes e t  a l . ,  1983). 

La seconde h y p o t h è s e  -hypo thèse  q u a n t i t a t i v e  ou  de 

dosage-propose que l e s  p r o d u i t s  des gènes v-onc e t  c-one, quoique - - 
s t r u c t u r e l l e m e n t  d i f f é r e n t s ,  s e r a i e n t  f o n c t i o n n e l l e m e n t  

i den t i ques .  L 'augmentat ion de l a  q u a n t i t é  de l a  p r o t é i n e  onc dans - 
l a  c e l l u l e  i n f e c t é e  p r o v o q u e r a i t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  de c e t t e  

de rn iè re .  La t r a n s d u c t i o n  du p ro to -oncogène  c e l l u l a i r e  p a r  l e  

v i r u s  é l i m i n e  géné ra lemen t  l a  p a r t i e  5 ' du gène c e l l u l a i r e  e t  

donc ses signaux normaux de promotion. Le t a u x  de t r a n s c r i p t i o n  

du  v-onc e s t  a l o r s  p l a c é  sous  l e  c o n t r a l e  des  s i g n a u x  de 

p r o m o t i o n  e t  de t r a n s c r i p t i o n  p ropres  au v i r u s  e t  contenus dans 

l e  LTR. De meme, l ' o b s e r v a t i o n  de l ' a c t i v i t é  t r a n s f o r m a n t e  p a r  

t r a n s f e c t i o n  su r  c e l l u l e  NIH 3T3 - technique q u i  s e r a  d é c r i t e  p l u s  

l o i n -  des  p ro to -oncogènes  c-mos e t  c - r a s  c l o n é s  e t  a u x q u e l s  - - 
a v a i e n t  é t é  l i g a t u r é s  des  LTR v i r a u x  e s t  en  f a v e u r  de c e t t e  

hypothése (Oskarson e t  a l . ,  1980 ; B l a i r  e t  a l . ,  1981 ; Chang e t  

a l . ,  1901) .  Récemment, l ' é t u d e  du  gène c - f o s  a  r é v é l é  qu'une - 
p r o t é i n e  c e l l u l a i r e  normale peu t  i n d u i r e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  quand 

e l l e  e s t  exprimée dans un t y p e  c e l l u l a i r e ,  où son e x p r e s s i o n  e s t  

normalement i nh ibée  ( M i l l e r  e t  a l . ,  1984). 

Ces hypothèses apparaîssent  p a r t i c u l  i è r  ement s é d u i s a n t e s  

a u  v u  de l a  r e l a t i o n  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  oncogènes e t  l e s  agents  

mitogènes (He ld i n  e t  Westermark, 1984). Un f a c t e u r  de cro issance,  

1 " 'Ep ide rma l  G row th  F a c t o r "  (EGF) semble a c t i v e r  l a  d i v i s i o n  



c e l l u l a i r e  p a r  l ' i n t e r v e n t i o n  d e  p h o s p h o p r o t é i n e s  k i n a s e s  

s p é c i f i q u e s  de  l a  Tyros ine ,  dont  l ' u n e  phosphory le  une d e s  c i b l e s  

p r o t é i q u e s  d e  l a  pp60  src  (Hunter  e t  Cooper, 1981) .  I l  c o n v i e n t  

d e  r a p p e l e r ,  à c e  p ropos ,  que l e s  phénomènes de  p h o s p h o r y l a t i o n  

d e s  amino a c i d e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  n o r m a l e s  c o n c e r n e n t  

m a j o r i t a i r e m e n t  l a  S é r i n e  e t  l a  T h r é o n i n e  e t  p o u r  une p a r t  

m i n e u r e  ( 0 . 1  % )  l a  T y r o s i n e  a l o r s  que l e s  p r o d u i t s  de  nombreux 

v-onc, don t  v-src ,  s o n t  d e s  Tyrosine-phosphokinases  (Tab le  1 ) .  De 

p l u s ,  l e s  r é c e p t e u r s  d e  nombreux f a c t e u r s  d e  c r o i s s a n c e  t e l s  ceux 

d e  1'"EGF" e t  du l ' P D G F " ( " P l a t e l e t - D e r i v e d  Growth F a c t o r " )  

p o s s è d e n t  u n e  a c t i v i t é  T y r o s i n e - p h o s p h o k i n a s e .  C e t t e  a c t i v i t é  

- b i e n  q u e  q u a n t i t a t i v e m e n t  m i n o r i t a i r e -  s e m b l e  d o n c  ê t r e  e n  

é t r o i t e  r e l a t i o n  a v e c  l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  i n d u i t e  s o i t  

p a r  l e s  f a c t e u r s  de  c r o i s s a n c e ,  s o i t  p a r  l a  t r a n s f o r m a t i o n  p a r  

c e r t a i n s  r é t r o v i r u s  (He ld in  e t  Westermark, 1984) .  Récemment une 

d e s  c i b l e s  d e s  T y r o s i n e s - p h o s p h o k i n a s e s  p r o d u i t s  d e s  o n c o g è n e s  

v - s r c  e t  v- ros  a  é t é  i d e n t i f i é e  : i ls  a c t i v e n t  l e  métabolisme de  - 
d é r i v é s  l i p i d i q u e s  d e  l ' i n o s i t o l ,  métabolisme d o n t  l ' a c t i v a t i o n  

e s t  e n  r a p p o r t  a v e c  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  p r o l i f é r a t i o n  

c e l l u l a i r e  (Macara e t  a l . ,  1984 ; Sugimoto e t  a l .  1984) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  c o m p a r a i s o n  e n t r e  1 ' e n c h a i n e m e n t  d e s  

amino-acides de  l a  g l y c o p r o t é i n e  gp 74erbB, d e t e r m i n é  à p a r t i r  de  

l a  s é q u e n c e  n u c l é o t i d i q u e  de  l ' oncogène  v i r a l  v-erbB e t  c e l u i  du 

r é c e p t e u r  d e  l"'EGF1' i n d i q u e  q u e  l e  p r o d u i t  d e  v-erbB e s t  une 

f o r m e  t r o n q u é e  du r é c e p t e u r  d e  l"'EGFt' (Downward e t  a l . ,  1984) .  

L ' i n f o r m a t i o n  a b s e n t e  d a n s  v-erbB cor respond  à l ' e x t r 6 m i t é  NH2 

t e r m i n a l e  d u  r é c e p t e u r  i n c l u a n t  l e  s i t e  de  f i x a t i o n  d e  l"'EGF1'. 

Une f o r t e  h o m o l o g i e  e x i s t e  é g a l e m e n t  e n t r e  l a  s é q u e n c e  

n u c l é o t i d i q u e  d e  l ' o n c o g è n e  v - s i s  du v i r u s  sarcomatogène de  s i n g e  

( S S V )  e t  à c e l l e  d ' u n  a u t r e  f a c t e u r  mi togène humain, l e  "PDGFU 



( U o o l i t t l e  e t  a l . ,  1983  ; h a t e r f i e l d  e t  a l . ,  1983) .  De p l u s ,  l e  

p r e m i e r  p r o d u i t  de  t r a d u c t i o n  de  v - s i s ,  p28sis, s u b i t  i n  v ivo  d e s  - 
é t a p e s  d e  m a t u r a t i o n  a b o u t i s s a n t  à l a  f o r m a t i o n  d e  molécu les  

s t r u c t u r e l l e m e n t  e t  immunolog iquement  a p p a r e n t é e s  à l a  f o r m e  

b i o l o g i q u e m e n t  a c t i v e  du "PDGF" (Robbins e t  a l . ,  1983 ; Niman, 

1 9 8 4 ) .  Le g è n e  c - s i s  é t a n t  p r é s e n t  3 u n e  c o p i e  p a r  génome - 
h a p l o ï d e ,  t o u t e s  c e s  d o n n é e s  a i n s i  q u e  d e s  r é s u l t a t s  r é c e n t s  

d é m o n t r e n t  q u e  l e  g è n e  c e l l u l a i r e  c - s i s  e s t  l e  gène codan t  pour - 
l e  p r é c u r s e u r  de  l a  c h a i n e  B du "PUGFtf (Johnson e t  a l . ,  1984).  

Combien e x i s t e - t - i l  d 'oncoqènes  v i r a u x  ? 

De nombreux f a i t s  expér imentaux  i n d i q u e n t  que l a  l i s t e  des  

2 4  o n c o g è n e s  v i r a u x  c o n n u s  à l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  p o u r r a i t  

r e p r é s e n t e r  un c a t a l o g u e  p r e s q u e  e x h a u s t i f .  En e f f e t ,  l e  même 

oncogène p e u t  a p p a r a î t r e  d e  façon  r é p é t é e  d a n s  d e s  i s o l a t s  v i r a u x  

i n d é p e n d a n t s ,  t e l s  v-myc t r o u v é  dans  4 v i r u s  myélocytomatosants  - 
a v i a i r e s  o u  v-f p s  t r a n s d u i t  p a r  5 v i r u s  a v i a i r e s  sarcomatogènes  - 
d é f e c t i f s  ( T a b l e  1  ; Bishop,  1983) .  

Dans  d e s  e s p è c e s  a n i m a l e s  d i f f é r e n t e s ,  l e s  r é t r o v i r u s  

p e u v e n t  t r a n s d u i r e  l e  même p r o t o - o n c o g è n e  c e l l u l a i r e  : c - f e s ,  - 
t r a n s d u i t  p a r  un v i r u s  s a r c o m a t o g è n e  d e  c h a t  e s t  l 'homologue 

f é l i n  du g è n e  c - fps  r é v é l é  p a r  d e s  v i r u s  a v i a i r e s  (Hampe e t  a l . ,  - 
1 9 8 2 ) .  Le g è n e  v - b a s  e s t  l ' é q u i v a l e n t  c h e z  l a  s o u r i s  du gène - 
v-Ha-ras i s o l é  d a n s  un v i r u s  d e  r a t  (Andersen e t  a l . ,  1981).  

En f i n ,  l ' é t u d e  d l  i s o l a t s  r é c e n t s  de  r é t r o v i r u s  r é v è l e  d e s  

oncogénes  d é j à  connus,  p a r  a i l l e u r s ,  d a n s  d ' a u t r e s  v i r u s .  L e s  

o n c o g è n e s  d e  2  nouveaux  v i r u s  d e  c h a t  é t a i e n t  é q u i v a l e n t s  

r e s p e c t i v e m e n t  B l ' o n c o g è n e  v - s i s  du v i r u s  sarcomatogène de  s i n g e  - 
e t  B v - a b 1  d u  v i r u s  d e  l a  leucémie  murine  d t A b e l s o n  (Bessmer e t  - 



a l .  , 1 9 8 3 ) .  L ' o n c o g è n e  v-mil du v i r u s  a v i a i r e  MH2 (Col1  e t  a l . ,  - 
1 9 8 3 b )  c o r r e s p o n d  à 1' o n c o g è n e  v-r  a f  d '  un  v i r u s  sarcomatogène - 
m u r i n ,  ( J a n s e n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  C e c i  n ' e x c l u e  p a s  l ' e x i s t e n c e  

d ' a u t r e s  proto-oncogénes c e l l u l a i r e s  ( v o i r  p l u s  l o i n ) ,  ma i s  l e  

nombre  d e  c e u x  c o m p a t i b l e s  a v e c  l a  t r a n s d u c t i o n  p a r  d e s  

r é t r o v i r u s  e s t  probablement c o m p r i s  e n t r e  3 0  e t  50 (Varmus,  

1982 ; Weinberg, 1982) .  

Les  oncogènes v i r a u x  c o n s t i t u e n t  au moins 3 f a m i l l e s  

La c o m p a r a i s o n  d e s  s é q u e n c e s  n u c l é o t i d i q u e s  d e  d i f f é r e n t s  

oncogènes v i r a u x  ou d e  l e u r s  é q u i v a l e n t s  c e l l u l a i r e s  c h e z  d e s  

o r g a n i s m e s  i n f é r i e u r s  o n t  montré  que d e s  oncogènes n e  p r é s e n t a n t  

p a s  d ' h o m o l o g i e  p a r  h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  e t / o u  a y a n t  d e s  

p r o p r i é t é s  t u m o r i g é n i q u e s  d i f f é r e n t e s  é t a i e n t  a p p a r e n t é s  e t  

d é r i v a i e n t  probablement d 'un a n c ê t r e  commun. On p e u t  d i s t i n g u e r :  

La s u p e r  f a m i l l e  d e s  T y r o s i n e s  phosphokinases  comprenant : 

v - s r c ,  v - y e s ,  v - f p s ,  v - f e s ,  v - f g r ,  v - e r b 8 ,  v-fms e t  v-ab1 . ---- - - 
P r e n a n t  comme r é f é r e n c e  l a  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s  d e  l a  

pp60SrC l e s  h o m o l o g i e s  a v e c  l e s  d i f f é r e n t e s  protéines s o n t  les 

s u i v a n t e s  : y e s ,  8 2  % ; f e s ,  4 5  "m ; 4 0  % e t  mos 25 %. Par  - - - 
h o m o l o g i e  d e  s é q u e n c e ,  v i e n n e n t  s '  a j o u t e r  d e s  o n c o g è n e s  s a n s  

a c t i v i t é  k i n a s i q u e  démontrée  t e l  v - r e l  ( S t e p h e n s  e t  a l . ,  1983) 

v-mos ( P a p k o f  f  e t  a l . ,  1983) e t  v-mil ( G a l i b e r t  e t  a l . ,  1984). - - 
11 est à n o t e r  que t o u t e s  l e s  p r o t é i n e s  v i r a l e s  é q u i v a l e n t e s  s o n t  

2i l o c a l i s a t i o n  membranaires s a u f  l e  p r o d u i t  d e  v-mos e t  d e  v-mil - 
q u i  s e r a i e n t  c y t o s o l u b l e s  (Papkoff  e t  a l . ,  1983 ; Bunte e t  a l . ,  
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La f a m i l l e  des gènes v-Ha-ras e t  v -K i - ras  q u i  b ien  que 

f a i b l e m e n t  apparentée au n i v e a u  des acides nucléiques, codent 

pour des p ro té ines  aux p r o p r i é t é s  an t igén iques ana logues ( E l l i s  

e t  al., 1981 ; Pincus e t  al., 1983). Ces p ro té ines  o n t  une f o r t e  

a f f i n i t é  pour l e s  nuc léo t ides  t e l s  l e  GDP ou l e  GTP. 

E n f i n ,  l e s  oncogènes v-myb e t  v-myc c o d a n t  pour  des - 
p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s  s e r a i e n t  apparentés  e n t r e  eux e t  avec l a  

p ro té ine  EIa  des Adenovirus (Ralston e t  al . ,  1983). Les p ro té ines  

n u c l é a i r e s  gag-myc des v i r u s  MC29 e t  C M 1 1  o n t  en o u t r e  l a  

p r o p r i é t é  de se l i e r  à l'ADN (Donner e t  a l . ,  1982 ; Bunte e t  a l . ,  

1983). 

En admettant que des homologies de s t r u c t u r e  e t  de séquences 

imp l iquent  des analogies f o n c t i o n n e l l e s ,  il p o u r r a i t  n ' y  a v o i r  

qu '  u n  p e t i t  nombre de fonc t i ons  enzymatiques d i f  fé ren tes  codées 

par  l e s  oncogènes, chaque f o n c t i o n  é t a n t  c a r a c t é r i s t i q u e  d  ' une  

f a m i l l e .  Il r e s t e  à d é t e r m i n e r  s i  l e s  oncogènes r e s t a n t s  non 

encore c lassés ou ceux à découvr i r ,  seront rangés  dans l ' u n e  o u  

l ' a u t r e  de ces  f a m i l l e s ,  ou en révè le ron t  de nouve l les  (Bishop, 

1983). 

IMPLICATIONS DES PROTO-ONCOGENES 

CELLULAIRES DANS LES TUMEURS. 

Les  r é t r o v i r u s  t r a n s f o r m a n t s  o n t  c o n s t i t u é  un  système 

révé la teu r  de cho ix  permettant l a  dé tec t i on  -parmi  l e s  que lques  

50 000 gènes que compte une c e l l u l e  normale- d'une v ing ta ine  de 

gènes q u i  d e v i e n n e n t  oncogènes l o r s q u l i l s  s u b i s s e n t  d e s  

m o d i f i c a t i o n s  s t r u c t u r e l l e s  e t  passen t  sous l e  c o n t r a l e  de 

promoteurs v i raux .  Dans l e s  tumeurs  humaines ou animales,  n o n  
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i n d u i t e s  p a r  d e s  r é t r o v i r u s  t r a n s f o r m a n t s ,  l ' u n e  d e s  c i b l e s  du 

p r o d u i t  c a n c é r i g è n e  p o u v a i t  d o n c  ê t r e  l ' u n  d e s  homologues  

c e l l u l a i r e s  d e  ces o n c o g è n e s  v i r a u x  e t / o u  d ' a u t r e s  

proto-oncogènes  c e l l u l a i r e s  non c o m p a t i b l e s  avec l a  t r a n s d u c t i o n  

d a n s  un r é t r o v i r u s  a v i a i r e ,  f é l i n  ou murin.La d é c o u v e r t e  de c e s  

g è n e s  n é c e s s i t a i e n t  d o n c  l a  m i s e  a u  p o i n t  e t  l ' u t i l i s a t i o n  

d '  a u t r e s  t e c h n i q u e s  d '  i d e n t i f i c a t i o n .  L ' é t u d e  d e  tumeurs p a r  

h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  à 1 ' a i d e  d e  s o n d e s  s p é c i f i q u e s  d e s  

o n c o g é n e s  v i r a u x  e t / o u  p a r  l a  t e c h n i q u e  d e  t r a n s f e c t i o n  o n t  

r e s p e c t i v e m e n t  permis  d e  répondre  à c e s  deux q u e s t i o n s .  

L e s  t e c h n i q u e s  d ' h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  r e p o s e n t  s u r  l a  

complémenta r i t é  d e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  e t  mesurent  d e s  phénomènes  

d e  r é a s s o c i a t i o n  e n t r e  un a c i d e  n u c l é i q u e  (ADN d i s s o c i é  ou ARN) 

e t  s a  s é q u e n c e  c o m p l é m e n t a i r e  m a r q u é e  g r a c e  à un i s o t o p e  

r a d i o a c t i f .  Les 3 t e c h n i q u e s  e x i s t a n t e s  -en phase  l i q u i d e ,  e n  

p h a s e  s o l i d e  ou " i n  s i t u "  s u r  c e l l u l e s  o u  chromosomes 

i s o l é s - f o u r n i s s e n t  d e s  d o n n é e s  d i f f é r e n t e s  e t  complémentai res .  

L ' h y b r i d a t i o n ,  en  phase  l i q u i d e ,  p e r m e t  e n t r e  a u t r e s  c h o s e s  l a  

q u a n t i f i c a t i o n  d e  l ' a c i d e  n u c l é i q u e  é t u d i é  (nombre d e  c o p i e s  p a r  

c e l l u l e s  o u  p a r  génome h a p l o ï d e )  a l o r s  q u e ,  l ' h y b r i d a t i o n  e n  

p h a s e  s o l i d e  f o u r n i t  e s s e n t i e l l e m e n t  d e s  d o n n é e s  d ' o r d r e  

s t r u c t u r e l  ( t a i l l e  d e  1 ' A R N  m e s s a g e r ,  c a r t e  p h y s i q u e  d ' u n  A D N  

d i g é r é  p a r  d e s  enzymes d e  r e s t r i c t i o n ) .  L ' h y b r i d a t i o n  " i n  s i t u n ,  

q u a n t  à e l l e ,  p e r m e t  p a r  e x e m p l e ,  d e  d é t e c t e r  d a n s  u n e  

p o p u l a t i o n  h é t é r o g è n e  l e s  c e l l u l e s  e x p r i m a n t  un  g è n e  ou d e  

p r é c i s e r  sa l o c a l i s a t i o n  chromosomique. 

La t r a n s f e c t i o n  c o n s i s t e  à t r a n s f é r e r  e n  v u e  d e  s o n  

e x p r e s s i o n  l ' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e  (ADN) d ' u n e  c e l l u l e  d a n s  u n e  

a u t r e .  L'ADN e s t  i n t r o d u i t  dans  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  sous  forme 

d 'un  p r é c i p i t é  i n s o l u b l e  e n  p r é s e n c e  d e  p h o s p h a t e  d e  c a l c i u m ,  
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p r é c i p i t é  q u i  s e r a  p h a g o c y t é  p a r  les c e l l u l e s .  Dans l e  c a s  d e s  

gènes  t r a n s f o r m a n t s  une l i g n é e  é t a b l i e  de  c e l l u l e s  d e  s o u r i s ,  l a  

NIh 3T3 s ' e s t  r é v é l é e  e f f i c a c e m e n t  t r a n s f o r m a b l e  p a r  

t r a n s f e c t i o n  p a r  c e r t a i n s  oncogénes v i r a u x  ou c e r t a i n s  oncogènes 

c e l l u l a i r e s  a c t i v é s  ( C o o p e r ,  1982 ; Weinberg, 1982) .  En e f f e t ,  

l o r s q u ' o n  c u l t i v e  d e s  N I H  3T3, que lques  r a r e s  f o y e r s  d e  c e l l u l e s  

t r a n s f o r m e e s  a p p a r a i s s e n t  s p o n t  anément  parmi  l a  monocouche de  

c e l l u l e s  normales .  La p r é s e n c e  de  c e r t a i n s  gènes  a c t i v é s  dans  d e s  

t u m e u r s  e s t  mise e n  é v i d e n c e  p a r  une augmentat ion c o n s i d é r a b l e  

du nombre de  c e s  f o y e r s  a p r è s  t r a n s f e c t i o n  d e  l e u r  ADN s u r  N I H  

3T 3. 

C e s  t e c h n i q u e s  o n t  r é v é l é  - o u t r e  l e u r  t r a n s d u c t i o n  dans  d e s  

r é t r o v i r u s -  5 a u t r e s  m é c a n i s m e s  p o s s i b l e s  d ' a c t i v a t i o n  d e s  

proto-oncogènes  c e l l u l a i r e s  s o i t  : 

+ p a r  i n t é g r a t i o n  d ' u n  r é t r o v i r u s  s a n s  oncogène au v o i s i n a g e  

d 'un  proto-oncogéne d a n s  l ' A D N  c e l l u l a i r e .  Ce mécanisme e s t  

connu s o u s  l e  nom de  l a  "LTR-activation" ou mutagenèse  pa r  

i n s e r t i o n  d e  promoteur ; 

+ p a r  d e s  m u t a t i o n s  s p o n t a n é e s  au n iveau  d e s  b a s e s  p u r i q u e s  

e t  pyr imid iques  ; 

+ p a r  d e s  t r a n s l o c a t i o n s  chromosomiques ; 

+ p a r  d e s  phénomènes d ' a m p l i f i c a t i o n  g6nique.  

+ B i e n  q u e  t o t a l e m e n t  a r t i f i c i e l l e ,  i l  c o n v i e n t  d e  s i g n a l e r  

l ' a c t i v a t i o n  p a r  l ' a t t a c h e m e n t  " i n  v i t r o "  d ' u n  L T R  à u n  

p r o t o - o n c o g è n e  c e l l u l a i r e  : c-mos ( B l a i r  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  e t  

c - H a - r a s  1  (Chang e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  La molécule  ch imér ique  a i n s i  

o b t e n u e  p r o v o q u e ,  c o n t r a i r e m e n t  a u  g è n e  c e l l u l a i r e  n o r m a l ,  

l ' a p p a r i t i o n  de  f o y e r s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  a p r è s  t r a n s f e c t i o n  d a n s  

l a  l i g n é e  N I H  3T3. 
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Chaque mécanisme e s t  b r i è v e m e n t  i l l u s t r é  c i -dessous par  

quelques exemples expérimentaux. 

I n t é g r a t i o n  d ' u n  r é t r o v i r u s  au v o i s i n a g e  d ' u n  proto-oncogène 

c e l l u l a i r e  : l a  "LTR a c t i v a t i o n "  ou oncogénèse par  i n s e r t i o n  de 

promoteur. 
Z 

Ce mécanisme f u t  d é c o u v e r t  g r % c e  à l ' é t u d e  des tumeurs 

-pr incipalement des leucémies lymphoïdes de type B- i n d u i t e s  chez 

l e  p o u l e t  p a r  des r é t r o v i r u s  (ALV) ne possédant pas d'oncogènes 

mais uniquement des gènes de s t r u c t u r e  v i raux  nécessai res à l e u r  

r é p l i c a t i o n .  Ces tumeurs a p p a r a i s s e n t  6 à 1 2  mois  ap rès  

l ' i n f e c t i o n ,  temps re la t i vement  long comparé aux 2  à 4 semaines 

n é c e s s a i r e s  aux v i r u s  hautement  t r a n s f o r m a n t s  pour  t u e r  

l ' an ima l .  B ien que l e s  ALV p u i s s e n t  s ' i n t é g r e r  au hasa rd  dans 

l'ADN de l a  c e l l u l e  hôte, un p r o v i r u s  tronqué mais contenant au 

moins une copie du LTR é t a i t  i n t é g r é  dans 85 % de ces tumeurs, au  

n iveau de 4 s i t e s  spéc i f iques  s i t u é s  en amont ( 5 ' )  du gène c-myc - 
, l ' h o m o l o g u e  c e l l u l a i r e  de l ' o n c o g è n e  v-myc des v i r u s  - 
myélocy tomatosan ts  a v i a i r e s  (Roussel e t  a l . ,  1979). Ces tumeurs 

e x p r i m a i e n t  de 80 à 400 c o p i e s  d ' u n  ARN messager h y b r i d e  

c o n t e n a n t  l a  r é g i o n  5 '  du  LTR e t  2  des 3  exons du gène c-myc - 
(Hayward e t  a l .  , 1981). Par comparaison, on ne dé tec te  que 2  à 5  

c o p i e s  du  gène c-myc p a r  c e l l u l e  no rma le  de l a  bourse  de - 
F a b r i c i u s  -organe donnant  n a i s s a n c e  aux l ymphocy tes  8- d ' u n  

p o u l e t  a d u l t e .  Le r é t r o v i r u s ,  comme dans l e  cas  des é léments  

génét iques mobi les, é t a i t  mutagène par  i n s e r t i o n  : l e s  signaux de 

promotion contenus dans l e  "LTR" a c t i v a i e n t  l a  t r a n s c r i p t i o n  du  

pro to-oncogène a d j a c e n t .  Cependant, l e  LTR 3 '  d ' u n  p r o v i r u s  

a v i a i r e  ne  p e u t  se  compor te r  en p romoteu r  de t r a n s c r i p t i o n  
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e f f i c a c e  s ' i l  s e  t r o u v e  e n  a v a l  d ' u n  LTR ( 5 ' )  

t r a n s c r i p t i o n n e l l e m e n t  a c t i f .  L ' absence  de c e  LTR ( 5 '  ) a f i n  d e  

l e v e r  c e t t e  i n t e r f é r e n c e  de t r a n s c r i p t i o n  p o u r r a i t  exp l i que r  

l ' o b s e r v a t i o n  répétée de p r o v i r u s  tronqués, i n s é r é s  en  amont d u  

gène c-myc dans l e s  lymphomes ( C u l l e n  e t  a l . ,  1984) .  . C e t t e  - 
h y p o t h è s e  s é d u i s a n t e  l a i s s e  néanmoins quelques p o i n t s  obscurs, 

pu isque dans c e r t a i n e s  tumeurs l e  LTR e s t  s i t u é  e n  3 '  du gène 

c-myc ou en 5 '  mais dans l a  d i r e c t i o n  opposée à sa  t r a n s c r i p t i o n  - 
s u g g é r a n t  dans  c e  c a s  u n  e f f e t  i n d i r e c t  s u r  u n  p r o m o t e u r  

c e l l u l a i r e  c r y p t i q u e  (Payne e t  al . ,  1981). De p lus ,  dans 15 !% des 

t u m e u r s  l y m p h o ï d e s  i n d u i t e s  p a r  l e s  ALV, l e  gène c-myc n ' e s t  

pas  ac t i vé .  

D ' a u t r e s  p ro to -oncogènes  c e l l u l a i r e s  peuvent ê t r e  touchés 

par  ce t ype  de muta t ions  q u i  en a c t i v a n t  l e u r  exp ress ion  a b o u t i t  

à 1 ' i n d u c t i o n  de tumeurs.  Dans l ' é r y t h r o b l a s t o s e  i n d u i t e  p a r  un 

ALV chez une l i g n é e  de p o u l e t ,  l e  p r o v i r u s  e s t  i n t é g r é  au n i v e a u  

de  c-erbB,  l ' é q u i v a l e n t  c e l l u l a i r e  de l 'oncogène du v i r u s  de 

l ' é r y t h r o b l a s t o s e  a v i a i r e  (Fung e t  a l . ,  1983). 

Dans des  p lasmacytomes de s o u r i s ,  l e  gène c-mos e s t  a c t i v é  - 
p a r  un élément endogène, ressemblant 3 des r é t r o v i r u s  - p a r t i c u l e s  

i n t r a c i s t e r n a l e s  de t y p e  A, "IAP1'- (Cohen e t  a l . ,  1983).  Ce t  

exemple  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t  p u i s q u ' a u c u n e  

t r a n s c r i p t i o n  du gène c-mos n ' a v a i t  pu ê t r e  dé tec tée  dans des - 
c e l l u l e s  normales (Bishop, 1983). 



A c t i v a t i o n  p a r  muta t ion  p o n c t u e l l e  

L ' e f f e t  t r a n s f o r m a n t  d e s  c - o n c s  p o u v a i t  ê t r e  du à d e s  

m u t a t i o n s  p o n c t u e l l e s  a b o u t i s s a n t  à u n e  a l t é r a t i o n  d e  l a  

s t r u c t u r e  -et p e u t - ê t r e  d e  l a  f o n c t i o n -  d e  l a  p r o t é i n e  c o d é e  p a r  

l e  g è n e .  Ce mécan i sme  a  é t é  l e  mieux documenté d a n s  l e  c a s  d e s  

p r o d u i t s  d e s  gènes  c - ras .  

Deux l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  -EJ e t  T24- é t a b l i e s  à p a r t i r  de  

tumeurs  de  l a  v e s s i e  c o n t e n a i e n t  d e s  gènes  t r a n s f o r m a n t s  d é t e c t é s  

g r â c e  au  t e s t  de  t r a n s f e c t i o n  s u r  N I H  3T3 (Goldfa rb  e t  a1.,1982 ; 

S h i h  e t  W e i n b e r g ,  1 9 8 2 ) .  A p r è s  3 c y c l e s  s u c c e s s i f s  d e  

t r a n s f e c t i o n  - c e c i  a f i n  d e  p u r i f i e r  p a r  d i l u t i o n  l e  ou l e s  gènes  

i m p l i q u é s  d a n s  l a  t r a n s f o r m a t i o n -  u n e  b a n q u e  d e  g è n e s  é t a i t  

r é a l i s é e  à p a r t i r  d e  l ' A D N  d ' u n  f o y e r  t e r t i a i r e .  Le g è n e  

t r a n s f o r m a n t  humain a  pu a l o r s  ê t r e  d i f f é r e n c i é  du génome d e  l a  

N I H  3T3 e t  c l o n é .  Le g è n e  t r a n s f o r m a n t  a i n s i  i s o l é  é t a i t  

1 ' h o m o l o g u e  c e l l u l a i r e  h u m a i n ,  c-Ha-rasl ,  de  l ' o n c o g è n e  v i r a l  

v-Ha-ras p r é s e n t  dans  un v i r u s  d e  sarcome murin ( G o l d f a r b  e t  a l . ,  

1 9 8 2 ) .  Le f r a g m e n t  du gène  c o n t e n a n t  l ' a c t i v i t é  t r a n s f o r m a n t e  a  

pu ê t r e  d é f i n i  p a r  l a  c o n s t r u c t i o n  e t  l ' é t u d e  p a r  t r a n s f e c t i o n  

s u r  N I H  3T3 d e  c h i m é r e s  e n t r e  l e  c -Ha- ras  1 n o r m a l  e t  s o n  

h o m o l o g u e  a c t i v é . S a  séquence  n u c l é o t i d i q u e  comparée à celle du 

g è n e  c-Ha-ras  1 complet  i s o l é  à p a r t i r  d ' u n e  banque d'ADN hunain  

n o r m a l  a  r é v é l é  une  s e u l e  m u t a t i o n  p o n c t u e l l e  p a r m i  l e s  

n u c l é o t i d e s  séquencés .  Cette muta t ion  ne  s 'accompagnai t  d  ' a u c u n e  

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  du g è n e  c-Ha-ras 1 dans  l a  

t u m e u r .  Ce n u c l é o t i d e  d i f f é r e n t  c o r r e s p o n d a i t  au 3ème n u c l h o t i d e  

du 12ème codon de  l a  phase  o u v e r t e  du gène : c e t t e  t r a n s i t i o n  d e  

G v e r s  T e n t r a l n e  l e  r e m p l a c e m e n t  d ' u n e  Glyc ine  p a r  une V a l i n e  

(Sh ih  e t  Weinberg, 1982 ; Goldfa rb  e t  a l . ,  1982) .  



A t i t r e  d e  c o m p a r a i s o n ,  1 ' oncogène  v-Ha-ras ne p r é s e n t e  

q u e  3  d i f f é r e n c e s  a v e c  l e  g è n e  c - H a - r a s  1  n o r m a l  d o n t  l ' u n e  

t o u c h e  l e  12ème A c i d e  Aminé q u i  e s t  une Arg in ine  e t  l ' a u t r e  l e  

59ème oh u n e  T h r é o n i n e  r e m p l a c e  u n e  A l a n i n e .  C e t t e  T h r é o n i n e  

s e r a i t  l e  s i t e  d ' a u t o - p h o s p h o r y l a t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  v i r a l e  

(Capon e t  a l . ,  1983).  Des é t u d e s  de  c o n f o r m a t i o n  i n d i q u e n t  q u e  

l e  changement  du 12ème Acide Aminé provoque un bouleversement  de  

l a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  d e  l a  p r o t é i n e  . C e c i  es t  à 

c o r r é l e r  a v e c  l a  d i f f é r e n c e  d e  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t  i q u e  

o b s e r v é e  e n t r e  l a  p r o t é i n e  p21c-Ha-ras normale e t  l a  p21 cod6e 

p a r  l e  g è n e  a c t i v é .  Récemment,  l e  même t y p e  du m u t a t i o n  

p o n c t u e l l e  t o u c h a n t  l e  12ème Amino Acide du c-Ha-ras 1  a  é t é  m i s  

e n  é v i d e n c e  c h e z  l e  r a t  d a n s  d e s  carc inomes mammaires provoqués 

p a r  l a  n i t r o s o - u r é e .  Ce s y s t è m e  e x p é r i m e n t a l  c o n s t i t u e r a  un  

modale i n t é r e s s a n t  pour l ' é t u d e  d e  l ' a c t i v a t i o n  d e s  gènes  r a s  i n  - 
v i v o  e t  p o u r  l ' é t u d e  d e  l e u r s  p r o p r i é t é s  t u m o r i g é n i q u e s  

(Sukumar e t  a l . ,  1983) .  L ' é t u d e  d ' a u t r e s  tumeurs  s o l i d e s  a  r é v é l é  

l ' a c t i v a t i o n  m u t a t i o n n e l l e  d ' a u t r e s  membres de  l a  f a m i l l e  ras : - 
l e  gène c-Ki-ras-2 l 'homologue c e l l u l a i r e  d e  l ' oncogène  du v i r u s  

du s a r c o m e  m u r i n  d e  K i r s t e n  ( T a b l e  1 )  e s t  a c t i v e  d a n s  d e s  

ca rc inomes  du poumon e t  du c o l o n ,  e t  l e  gène N-ras - apparen té  aux - 
g è n e s  c - H a - r a s  e t  c - K i - r a s  mais non t r a n s d u i t  p a r  l e s  

r é t r o v i r u s -  i m p l i q u é  d a n s  d e s  n e u r o b l a s t o m e s .  L e s  données de  

s é q u e n c e  -non e n c o r e  d i s p o n i b l e s  p o u r  l e  gène N-ras- semblen t  - 
i n d i q u e r  u n  phénomène d ' a c t i v a t i o n  p l u s  complexe d a n s  l e  cas de  

c - K i - r a s - 2 .  I l  y  a u r a i t  d '  a u t r e s  m u t a t i o n s  p o n c t u e l l e s ,  o u t r e  

c e l l e s  t o u c h a n t  l e  12ème Acide Aminé, accompagnées d ' u n  é p i s s a g e  

d i f f é r e n t  au niveau du 4ème exon d e  ce gène.  (Mac G r a t h  e t  a l . ,  

1983) .  
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C e p e n d a n t ,  l ' a c t i v a t i o n  p a r  m u t a t i o n  p o n c t u e l l e  d e s  gènes  

r a s  d a n s  l e s  t u m e u r s  h u m a i n e s ,  n ' a f f e c t e  n i  l a  l o c a l i s a t i o n  - 
c e l l u l a i r e ,  n i  l e s  m o d i f i c a t i o n  p o s t - t r a n s c r i p t i o n n e l l e s ,  n i  

l ' a f f i n i t é  pour les n u c l é o t i d e s  de  l a  p21 ( F i n k e l  e t  a l . ,  1984b).  

Ces r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  p l u t B t  une a l t é r a t i o n  d e s  i n t é r a c t i o n s  de  

l a  p21 avec  d ' a u t r e  ( s )  p r o t é i n e  ( s )  c e l l u l a i r e  ( s ) .  Ce m o d è l e  

permet e n  o u t r e ,  d ' e x p l i q u e r  l ' a c t i v a t i o n  d e s  gènes  ras à l a  f o i s  - 
p a r  u n e  v a r i é t é  d e  m u t a t i o n s  s t r u c t u r e l l e s  ou p a r  l ' a u g m e n t a t i o n  

de  l ' e x p r e s s i o n  du gène normal (Chang e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  L 'une  d e s  

c i b l e s  d e  l a  p21 s e m b l e  ê t r e  l e  r é c e p t e u r  d e  l a  t r a n s f e r r i n e  

( F i n k e l  e t  a l . ,  1984a) .  

A c t i v a t i o n  p a r  t r a n s l o c a t i o n s  chromosomiques 

L ' a s s o c i a t i o n  é t r o i t e  e x i s t a n t  e n t r e  d e s  t r a n s l o c a t i o n s  

chromosomiques e t  c e r t a i n s  c a n c e r s  h u m a i n s  es t  c o n n u e  d e p u i s  

l o n g t e m p s  ( p o u r  r e v u e  r é c e n t e ,  v o i r  Y u n i s ,  1 9 8 3 ) .  Ces  

t r a n s l o c a t i o n s  s o n t  d e  deux t y p e s  : 

+ l e s  t r a n s l o c a t i o n s  c o n s t i t u t i o n n e l l e s  q u i  s o n t  p r é s e n t e s  dans  

chaque c e l l u l e  de  l ' i n d i v i d u  e t  l e  p r é d i s p o s e n t  à un t y p e  d e  

c a n c e r  ; 

+ l e s  t r a n s l o c a t i o n s  s o m a t i q u e s  q u i  a p p a r a i s s e n t  d a n s  u n e  

c e l l u l e  p a r t i c u l i è r e  e t  se r e t r o u v e n t  d a n s  s a  d e s c e n d a n c e  

néop las ique .  

La t r a n s l o c a t i o n  t ( 9 : 2 2 )  (chromosome P h i l a d e l p h i e )  dans  les 

l e u c é m i e s  m y é l o ï d e s  c h r o n i q u e s  e t  l a  h a u t e  i n c i d e n c e  d e s  

t r a n s l o c a t i o n s  t ( 2 : 8 )  ; t ( 8 : 1 4 )  ou t (8 :22)  d a n s  l e s  lymphomes d e  

B u r k i t t  é t a i e n t  un a r g u m e n t  e n  f a v e u r  d e  l e u r  i m p l i c a t i o n  

p r o b a b l e  dans  l e  p r o c e s s u s  cancereux  ( C a i r n s ,  1981).  
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Dans  l e  c a s  d e s  lymphomes d e  B u r k i t t ,  l e s  chromosomes 

i m p l i q u é s  2 ,14  e t  22 p o r t e n t  l e s  g è n e s  c o d a n t  p o u r  l e s  c h a f n e s  

l o u r d e s  e t  l é g è r e s  d ' immunoglobulines.  Puisque c e s  t r a n s l o c a t i o n s  

se d é r o u l e n t  dans  d e s  c e l l u l e s  p r o d u c t r i c e s  d ' a n t i c o r p s ,  K l e i n  

s u g g é r a  e n  1981, q u ' e l l e s  p l a ç a i e n t  un proto-oncogène non expr imé 

d a n s  c e s  c e l l u l e s  s o u s  l e  c o n t r ô l e  d ' u n  p r o m o t e u r  d e  

t r a n s c r i p t i o n  d 'Immunoglobuline.  Sans  e n t r e r  d a n s  l e  d é t a i l  d e  l a  

s t r u c t u r e  t r è s  c o m p l e x e  d e s  l o c i  d ' i m m u n o g l o b u l i n e s  e t  d e s  

r é a r r a n g e m e n t s  a b o u t i s s a n t  h l a  s y n t h è s e  d ' u n e  c l a s s e  p r é c i s e  

d ' i m m u n o g l o b u l i n e ,  il c o n v i e n t  d e  s i g n a l e r  l a  p r é s e n c e  d e  

nombreux p r o m o t e u r s  d e  t r a n s c r i p t i o n  e t  d ' u n e  s é q u e n c e  

( " e n h a n c e r " )  a u g m e n t a n t  c e l l e - c i  s p é c i f i q u e m e n t  d a n s  l e s  

c e l l u l e s  B (Tonegewa, 1983).  

La l o c a l i s a t i o n  du gène c-myc humain s u r  l e  chromosome 8 au - 
n i v e a u  du p o i n t  d e  r u p t u r e  d a n s  l es  tumeurs ,  bande 8q24, -b ien  

q u ' u n e  b a n d e  a u s s i  d é f i n i e  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  1 0 7  p a i r e s  d e  

bases -  é t a i t  en  f a v e u r  d e  l ' h y p o t h è s e  d e  K l e i n  ( D a l l a - F a v e r a  e t  - 
a l .  , 1982b ; Neel e t  a l . ,  1982).  Néanmoins l e  c l o n a g e  e t  l ' é t u d e  

s t r u c t u r e l l e  du g è n e  c-myc t r a n s l o q u é  d a n s  d i f f é r e n t e s  tumeurs  - 
d e  B u r k i t t  , si  e l l e  c o n f i r m a i t  une t r a n s l o c a t i o n  a l l é l i q u e  d e  ce 

g è n e  l e  l i a n t  à un l o c u s  d ' i m m u n o g l o b u l i n e ,  i n f i r m a  c e t t e  

h y p o t h è s e  d a n s  s a  f o r m e  l a  p l u s  s i m p l e .  En e f f e t ,  d a n s  l a  

m a j o r i t é  d e s  c a s  l e  gène  c-myc e t  l e  gène d ' immunoglobuline o n t  - 
d e s  o r i e n t a t i o n s  t r a n s c r i p t i o n n e l l e s  opposées ,  é l i m i n a n t  d e  ce 

f a i t  l a  p a r t i c i p a t i o n  du promoteur d e  t r a n s c r i p t i o n .  De p l u s  l a  

séquence  "enhancer" - i n s e n s i b l e  p a r  d e f i n i t i o n  h l ' o r i e n t a t i o n  de  

l a  t r a n s c r i p t i o n -  n ' e s t  généra lement  p a s  d i s p o n i b l e ,  p u i s q u  ' e l l e  

e s t  t r a n s f é r é e  s u r  l ' a u t r e  chromosome du f a i t  d u  mécanisme 

d 'échange r é c i p r o q u e  d e  l a  t r a n s l o c a t i o n  ( R a b b i t s  e t  a l .  , 1 9 8 3  ; 

Hayday e t  a l .  , 1 9 8 3 ) .  L e d e r  a  r écemment  p r o p o s é  u n  modèle de  



d é r é g u l a t i o n  du gène c-myc d o n t  l a  c i b l e  s e r a i t  l e  premier  exon - 
d e  ce g è n e  ( L e d e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  Ce l e r  exon  e s t  e n  f a i t  une 

séquence t r a n s c r i t e  m a i s  s u p p o s é e  non t r a d u i t e  e n  p r o t é i n e  e t  

c o n t e n a n t  l e s  2 p r o m o t e u r s  d e  t r a n s c r i p t i o n  normaux du g è n e  

( B a t t e y  e t  a l . ,  1983) .  La t r a n s l o c a t i o n  s o i t  e n  é l o i g n a n t  c e t  

e x o n  d e s  2 e x o n s  c o d a n t  d e  c-myc s o i t  e n  y  i n t r o d u i s a n t  d e s  - 
m u t a t i o n s  l e  r e n d r a i t  i n s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  d ' u n e  p r o t é i n e  

r é g u l a n t ,  l e  t a u x  d ' u t i l i s a t i o n  d e s  d e u x  p r o m o t e u r s  d e  

t r a n s c r i p t i o n  du g è n e  c-myc à l a  f a ç o n  d e s  s y s t è m e s  

o p é r a t e u r - r e p r e s s e u r  b a c t é r i e n s .  C e t t e  p r o t é i n e  r é g u l a t r i c e  

p o u r r a i t  d ' a i l l e u r s  être cod6e p a r  l e  gène  c-myc l u i  même pu i sque  - 
récemment un c a d r e  de  l e c t u r e  o u v e r t ,  pouvant d i r i g e r  l a  s y n t h è s e  

d 'une  p r o t é i n e  p u t a t i v e  d e  20 kd a  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  d a n s  l e  

l e r  e x o n  ( G a z i n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  La m i s e  e n  é v i d e n c e  i n  v ivo  de  

c e t t e  p r o t é i n e  p u t a t i v e  p20C-mYc a i n s i  qu 'une é t u d e  p r é c i s e  du 

t a u x  d e  p r o d u c t i o n  de  l a  p r o t é i n e  c-myc humaine d a n s  l e s  c e l l u l e s  - 
n o r m a l e s  e t  t u m o r a l e s  s e r o n t  n é c e s s a i r e s  p o u r  c o n f i r m e r  ce 

modèle. 

Dans  l e  c a s  du chromosome P h i l a d e l p h i e ,  l e  gène  c-ab1 e s t  - 
t r a n s f é r é  du chromosome 9  s u r  l e  chromosome 22 ( d e  K l e i n  e t  a l . ,  

1 9 8 2 ) .  Le p o i n t  d e  c a s s u r e  s e m b l e  ê t r e  s i t u é  d a n s  l e  g è n e  

c e l l u l a i r e  c-ab1 e n  5 '  d e  l a  r é g i o n  homologue à v-ab l ,  l ' o n c o g è n e  

t r a n s d u i t  d a n s  un v i r u s  m u r i n  ( H e i s t e r k a m p  e t  a l . ,  1983).  La 

s i t u a t i o n  p o u r r a i t  n é a n m o i n s  ê t r e  p l u s  c o m p l e x e ,  p u i s q u e  

réc ip roquement  l e  gène humain c-sis est t r a n s l o q u é  du chromosome - 
22  s u r  l e  chromosome 9  (Heis terkamp e t  a l . ,  1983).  



A c t i v a t i o n  par  a m p l i f i c a t i o n  génique 

De même que des c e l l u l e s  devena ien t  r é s i s t a n t e s  à une 

drogue comme l e  mé tho t rexa te  p a r  a m p l i f i c a t i o n  s p é c i f i q u e  des 

gènes de l a  d i h y d r o f o l a t e  réductase (Schimke, 1982), l e  phénotype 

cancéreux  p o u v a i t  g t r e  do à une a m p l i f i c a t i o n  de c e r t a i n s  

proto-oncogènes c e l l u l a i r e s  about issant  à l e u r  surexpression. Le 

proto-oncogène c-myc e s t  a i n s i  a m p l i f i é  de 30 à 50 f o i s  dans l a  - 
l i g n é e  c e l l u l a i r e  p r o m y é l o c y t i q u e  humaine HL60, ( C o l l i n s  e t  

Groudine, 1982), de même l e  gène c-Ki-ras dans des c e l l u l e s  de 

tuneur adréno-cor t i ca le  de s o u r i s  (Schwab e t  al . ,  1983). Dans c e t  

exemple p réc i s ,  l ' a m p l i f i c a t i o n  au niveau de l'ADN e s t  cor ré lée  à 

une augmen ta t i on  s i g n i f i c a t i v e  (de  30 à 60 f o i s )  de l lARN 

messager e t  de l a  p r o t é i n e  ~ 2 l ~ - ~ ~ - ~ ~ ~  codée p a r  l e  gène 

a m p l i f i é .  

Uans c e r t a i n s  cas ces gènes amp l i f i és  o n t  pu ê t r e  associés à 

des a b e r r a t i o n s  du chromosome en métaphase connues d e p u i s  

longtemps p a r  1 ' é t u d e  cytogénétique des tumeurs. Ces anomalies 

sont de 2 t y p e s  s o i t  des r é g i o n s  q u i  p r e n n e n t  l e s  c o l o r a n t s  

c h i m i q u e s  de façon homogène e t  non sous forme de bandes 

a l te rnées,  HSRs ( "Homogenous S ta in ing  Regions") s o i t  des p e t i t e s  

p a r t i c u l e s  de c h r o m a t i n e  a s s o c i é e s  p a r  p a i r e s ,  DMs ("Double 

M i n u t e " ) .  Par  exemple, l e  gène N-myc, apparenté au gène c-myc, 

e s t  a i n s i  a m p l i f i é  50 f o i s  dans un neuroblastome humain au niveau 

dlHSRs (Kohl e t  al., 1983). 
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VERS UNE DEFINITIUN MOLECULAIRE DES DIFFERENTES ETAPES 

DE LA CANCEROGENESE 

A c t i v a t i o n  de p l u s i e u r s  oncogènes dans l a  m&me tumeur 

L ' é t u d e  des  oncogènes v i r a u x  e t  c e l l u l a i r e s ,  s i  e l l e  

p e r m e t t a i t  de dresser  un ca ta logue  d 'agents  i n t e r v e n a n t s  dans l a  

t r a n s f o r m a t i o n  c e l l u l a i r e  ne f o u r n i s s a i t  néanmoins aucun 

éc la i r c i ssemen t  su r  l e s  d i f f é r e n t e s  étapes de l a  c a n c é r i s a t i o n  i n  - 
v i v o .  Il a p p a r a i s s a i t  e n  e f f e t  d i f f i c i l e  de  c o n c i l i e r  l e  - 
p r o c e s s u s  m u l t i - é t a p e s  de l a  cancérogénèse  spon tanée o u  

c h i m i o - i n d u i t e  avec l ' é v é n e m e n t  u n i q u e  que r e p r é s e n t a i t  

l ' a c t i v a t i o n  du c-Ha-ras1 p a r  une un ique mu ta t i on  p o n c t u e l l e  . En 

conséquence,  c e t t e  a c t i v a t i o n  p o u v a i t  ne rep résen te r  qu'une des 

étapes du processus c a n c é r e u x  d é c e l a b l e  s u r  N IH 3T3 c a r  e l l e  

t e r m i n a i t  l e  processus dans l e q u e l  é t a i t  engagé c e t t e  c e l l u l e .  La 

première c o n f i r m a t i o n  de c e t t e  h y p o t h è s e  v i n t  de  l ' é t u d e  d e s  

lymphomes a v i a i r e s  i n d u i t s  p a r  l e s  ALVs. L'ADN e x t r a i t  de ces 

lymphomes c o n t e n a i t  un gène t rans fo rmant  d é t e c t é  p a r  l e  t e s t  d e  

t r a n s f e c t i o n  su r  NIH 3T3 (Cooper e t  Neiman, 1980). Néanmoins, ce 

gène  n ' é t a i t  pas  l e  c-myc L T R - a c t i v é  (Hayward e t  a l . ,  1981) , - 
m a i s  u n  a u t r e  gène, B- lym p r é s e n t a n t  une h o m o l o g i e  avec l a  

f a m i l l e  des  t r a n s f e r r i n e s  (Cooper  e t  Neiman, 1980 ; Goubin e t  

a l . ,  1983 ) .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  p o u r r a i t  ê t r e  c o r r é l é e  à 

l ' a p p a r i t i o n  e n  deux temps de  l a  m a l a d i e .  A l a  s u i t e  de 

l ' i n f e c t i o n  p a r  l 1ALV ,  l a  p r e m i è r e  é v i d e n c e  h i s t o l o g i q u e  d e  

1 ' é t a t  p rénéop las ique  e s t  1 ' a p p a r i t i o n  de f o l l i c u l e s  t ransformés 

dans l a  Bourse de F a b r i c i u s .  La majeure p a r t i e  de ces f o l l i c u l e s  

regresse  mais  une f a i b l e  p r o p o r t i o n ,  e n v i r o n  2 %, donne naissance 

à des nodu les  q u i  é v o l u e r o n t  e n s u i t e  sous  f o r m e  de l e u c é m i e s  



l y m p h o ï d e s  d i s s é m i n é e s  ( C o o p e r  e t  Neiman, 1980).  Ces 2 é t a p e s  

Sans  l a  p r o g r e s s i o n  d e  l a  c e l l u l e  normale v e r s  une tumeur c l o n a l e  

(Hayward e t  a l . ,  1981  ; P a y n e  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  p o u r r a i t  d o n c  

concorder  avec  l e s  événements m o l é c u l a i r e s  d é c r i t s  c i - d e s s u s .  

Ce m o d è l e  d '  a c t i v a t i o n  s u c c e s s i v e  de  p l u s i e u r s  gènes  ( "Hi t  

and Run"), p e u t  se g é n é r a l i s e r  pu i sque  dans  l e  c a s  d e s  lymphomes 

h u n a i n s  d e  B u r k i t t  - touchan t  également  d e s  c e l l u l e s  lymphoides  d e  

t y p e  8- c e  n ' e s t  p a s  l e  g è n e  c-myc t r a n s l o q u é  q u i  es t  - 
t r a n s f o r m a n t  s u r  N I H  3T3, ma is  l e  gène B- lym humain (Dianond e t  - 
a l .  , 1 9 8 3 ) .  I l  s '  a p p l i q u e  également  à c e r t a i n e s  tumeurs  murinks 

i n d u i t e s  p a r  l e  v i r u s  d lAbe l son  oh l ' o n  o b s e r v e  d e s  r e m a n i e m e n t s  

du gène c-myb (Mushinski  e t  a l . ,  1983) ou l ' a c t i v a t i o n  s e c o n d a i r e  - 
d ' u n  gène t r a n s f o r m a n t  non e n c o r e  i d e n t i f i é  (Lane e t  a l . ,  1983).  

Pouvoir  l i m i t é  d ' u n  oncogène e t  c o o p é r a t i o n  e n t r e  oncogènes 

C e t  a u t r e  a s p e c t  d e  l a  tumor igénèse  m u l t i - é t a p e s  d é c o u l e  de  

l ' é t u d e  du t e s t  de  t r a n s f e c t i o n  s u r  N I H  3T3 (Land e t  a l . ,  1983b) .  

L ' i s o l e m e n t  r é p é t i t i f  de  v e r s i o n s  a l t é r é e s  d e  g è n e s  r a s  p a r  - 
t r a n s f e c t i o n  d '  A D N s  e x t r a i t s  d e  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  é t a b l i e s  à 

p a r t i r  d e  tumeurs  s o l i d e s  l a i s s a i t  p l a n e r  q u e l q u e s  d o u t e s  q u a n t  

à l a  f i a b i l i t é  d e  c e  t e s t  : c e c i  p o u v a i t  r e f l é t e r  s o i t  un 

a r t é f a c t  dO a u  p a s s a g e  d e  l a  c e l l u l e  t r a n s f o r m é e  e n  l i g n é e  

é t a b l i e  o u  ê t r e  dQ B l ' e f f i c a c i t é  p a r t i c u l i è r e  de  ces gènes  pour 

complémenter e t  t e r m i n e r  l e  p r o c e s s u s  t u n o r a l  d a n s  l e q u e l  é t a i t  

e n g a g é  c e t t e  c e l l u l e .  L ' i s o l e m e n t  du méme gène ras a c t i v é  p a r  - 
t r a n s f e c t i o n  s u r  i V I H  3T3 d e  l ' A D N  e x t r a i t  à p a r t i r  de  p i è c e s  

o p é r a t o i r e s  d e  l a  tumeur p r i m a i r e  i n f i r m a i t  l a  p r e m i è r e  hypo thèse  

( L a n d  e t  a l .  , 1 9 8 3 a  e t  b )  . Cependan t ,  b i e n  que s é l e c t i o n n e  p a r  

s o n  a p t i t u d e  à t r a n s f o r m e r  l e s  c e l l u l e s  N I H  3T3, l e  g & n e  



c - H a - r a s 1  a c t i v é  d e  l a  l i g n é e  EJ t r a n s f e c t é  s u r  d e s  c e l l u l e s  

n o r m a l e s ,  - d e s  f i b r o b l a s t e s  e m b r y o n n a i r e s  d e  r a t  (REF) e n  

passages  p récoces -  ne  les t r a n s f o r m a i t  pas  p le inement  e t  ne  l e u r  

c o n f é r a i t  qu 'un  d e s  c r i t è r e s  d e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  : l a  c r o i s s a n c e  

e n  m i l i e u  s e m i - s o l i d e  (Land e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) .  En r e v a n c h e ,  c e  

même p r o t o - o n c o g è n e  c e l l u l a i r e  a c t i v é  t r a n s f o r m a i t  e f f i c a c e m e n t  

d e s  f i b r o b l a s t e s  f r a îchement  i m m o r t a l i s é s  p a r  d e s  c a r c i n o g é n e s  

(Newbold e t  O v e r e l l ,  1983).  Dans l e  c a s  de  c e l l u l e s  normales ,  l e  

c-Ha r a s  EJ n e  s e m b l a i t  p o u v o i r  d e v e n i r  t u m o r i g è n e  q u ' e n  

s y n e r g i e  a v e c  l e s  phénomènes  d ' i m m o r t a l i s a t i o n  d e s  c e l l u l e s  

p u i s q u e  l a  c o t r a n s f e c t i o n  d e  c e  g è n e  a v e c  l e s  p r o d u i t s  d e  

c e r t a i n s  v i r u s  à ADN c a p a b l e  d ' i n d u i r e  l a  c r o i s s a n c e  c o n t i n u e  d e s  

c e l l u l e s  en  c u l t u r e  t e l s  l e  " l a r g e  T a n t i g e n "  d e  polyome ou l e  

E l a  d e s  a d é n o v i r u s  t r a n s f o r m a i t  p l e i n e m e n t  l e s  REFs a l o r s  que 

chaque p r o d u i t  p r i s  i s o l é m e n t  e n  é t a i t  i n c a p a b l e  (Land e t  a l .  , 
1 9 8 3 a  ; R u l e y  , 1 9 8 3 )  . Ces  e x p é r i e n c e s  é t a b l i s s a i e n t  c l a i r e m e n t  

l e s  l i m i t e s  du p o u v o i r  d ' u n  o n c o g è n e  d o n n é  e t  d e  p l u s  

d é f i n i s s a i e n t  d e s  p r o c e s s u s  d e  c o m p l é m e n t a t i o n  e t  d e  

p o t e n t i a l i s a t i o n  e n t r e  o n c o g è n e s .  Un a u t r e  exemple  d e  

c o m p l é m e n t a t i o n  a é t é  s u g g é r é  p a r  l ' é t u d e  d e  l a  l i g n é e  

p romyélocy t ique  humaine HL60. En e f f e t ,  dans  c e t t e  l i g n é e  s i  l e  

g è n e  c-myc é t a i t  a m p l i f i é  d e  3 0  à 50 f o i s ,  c ' e s t  un g è n e  - 
a p p a r e n t é  à l a  f a m i l l e  r a s ,  l e  N - r a s ,  q u i  é t a i t  d é t e c t é  p a r  - - 
t r a n s f e c t i o n  s u r  N I H  3T3. La complémentat ion e n t r e  myc e t  ras a  - - 
é t é  démontrée p a r  l a  c o t r a n s f e c t i o n  du gène v-myc du v i r u s  MC29 - 
e t  du c-Ha-ras EJ q u i  p e r m e t t a i t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d e s  REFS (Land 

e t  a l . ,  1983a).  

En c o n c l u s i o n ,  ces é t u d e s  o n t  r é c o n c i l i é  les proto-oncogènes 

c e l l u l a i r e s  a v e c  l a  t h é o r i e  m u l t i - é t a p e s  de  l a  c a n c é r o g é n é s e  e t  

é g a l e m e n t  p e r m i s  u n e  é b a u c h e  d e  c l a s s e m e n t  d e s  d i f f é r e n t s  



oncogènes  e n  au moins 2  c l a s s e s  d i s t i n c t e s  e t  complémentai res .  La 

p r e m i è r e  c o m p r e n d r a i t  l e s  p r o d u i t s  d e s  g è n e s  myc,  " l a r g e  T - 
a n t i g e n "  d e  p o l y o m e ,  E l a  d e s  A d é n o v i r u s  e t  l e s  é v é n e m e n t s  

p e r m e t t a n t  l ' i m m o r t a l i s a t i o n  e t  l e  passage  e n  l i g n é e  d e s  c e l l u l e s  

. La d e u x i è m e  c o m p r e n d r a i t  l e  c - H a - r a s  EJ, l e  N-ras  e t  l e  " - 
m i d d l e  T a n t i g e n " .  C o ï n c i d e n c e  f r a p p a n t e  o u  r b a l i t é  

e x p é r i m e n t a l e ,  les p r o d u i t s  d e s  gènes  du l e r  groupe s o n t  t o u s  d e s  

p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s  t a n d i s  que ceux du 2ème s o n t  à l o c a l i s a t i o n  

membranaire. I l  r e s t e  à s a v o i r  s i  c e  modèle p e u t  se  g é n é r a l i s e r  

e t  s i  e n  f a i t  c h a q u e  t u m e u r  p e u t  ê t r e  d u e  à l ' a c t i v a t i o n  d ' a u  

m o i n s  2 g è n e s  q u e l c o n q u e s  a p p a r t e n a n t  à c h a q u e  g r o u p e  e t  

p e r m e t t a n t  d e  t o u c h e r  r e s p e c t i v e m e n t  u n e  c i b l e  c e l l u l a i r e  

n u c l é a i r e  e t  une c i b l e  membranaire. 



PRESENTATION DU T R A V A I L  



Les v i r u s  d é f e c t i f s  d e s  l eucémies  a i g u e s  a v i a i r e s  (DLV) o n t  

é t é  c l a s s é s  e n  t r o i s  g r o u p e s  s e l o n  l e  t y p e  d e  n é o p l a s m e  

hémato log ique  q u ' i l s  i n d u i s e n t  i n  v i v o  (Gra f  e t  Beug, 1978 ; Graf 

e t  S t é h e l i n ,  1982) .  

Le g r o u p e  d e s  v i r u s  m y é l o b l a s t o s a n t s  comprend deux souches  

v i r a l e s  i s o l é e s  indépendamment : AMV (Avian M y e l o b l a s t o s i s  Vi rus )  

(Beard,  1963) e t  E26 (Ivanov e t  a l . ,  1962).  

Le v i r u s  AMV i n d u i t  d e s  m y é l o b l a s t o s e s ,  m a l a d i e  q u i  se  

t r a d u i t  p a r  1' a p p a r i t i o n  d a n s  l e  s a n g  d e  l ' a n i m a l  d 'un nombre 

é l e v é  d e  p r é c u r s e u r s  de  l a  l i g n é e  b lanche  ( m y é l o b l a s t e s )  b l o q - u é s  

d a n s  l e u r  d i f f é r e n c i a t i o n .  In  v i t r o ,  AMV t r a n s f o r m e  d e s  c e l l u l e s  

m y é l o ï d e s  i m m a t u r e s  a i n s i  q u e  d e s  macrophages  matures  ob tenus  

r e s p e c t i v e m e n t  à p a r t i r  d e  c u l t u r e  de  c e l l u l e s  e m b r y o n n a i r e s  d e  

m o e l l e  o s s e u s e  e t  de  s a c  v i t e l l i n  (Beug e t  a l . ,  1979 ; B o e t t i g e r  

e t  Durban, 1984) .  AMV s e m b l e  ê t r e  j u s q u ' à  p r é s e n t  l e  s e u l  D L V  

d o n t  l a  c a p a c i t é  t r a n s f o r m a n t e  s o i t  r e s t r e i n t e  à l a  l i g n é e  

hématopo ïé t ique  (Graf  e t  S t é h e l i n ,  1982).  

Le v i r u s  E26 f u t  i s o l é  e n  1 9 6 2  à p a r t i r  d ' u n e  

é r y t h r o b l a s t o s e  ("E") spon tanée  (Ivanov e t  a l . ,  1962) .  Néanmoins, 

l ' é t u d e  i n  v i t r o  d e s  c e l l u l e s  d e  moe l l e  o s s e u s e  t r a n s f o r m é e s  pa r  

E26 r é v é l a i t  l a  p r é s e n c e  d e  c e l l u l e s  m y é l o ï d e s  (Beug e t  a l . ,  

1 9 7 9 )  a l o r s  q u e  l e s  é t u d e s  i n  v i v o  c o n f i r m a i e n t  l a  n a t u r e  

é r y t h r o ï d e  d e  l a  m a l a d i e  : l e s  c e l l u l e s  t r a n s f o r m é e s  p a r  E26 

p r é s e n t e s  d a n s  l e  s a n g  c i r c u l a n t  d e s  p o u l e t s  l e u c é m i q u e s  

r é a g i s s a i e n t  p o s i t i v e m e n t  a v e c  un a n t i c o r p s  d i r i g é  c o n t r e  un 

marqueur a n t i g e n i q u e  é r y t h r o ï d e ,  1 ' H i s t o n e  H5 ( S o t i r o v  e t  a l .  , 
1981).  Ce paradoxe  a  é t é  r é s o l u  récemment p a r  l a  mise au p o i n t  de  

m i l i e u x  d e  c u l t u r e  p e r m e t t a n t  l a  c r o i s s a n c e  s p é c i f i q u e  d e  

c e l l u l e s  m y é l o ï d e s  ou d e  c e l l u l e s  é r y t h r o ï d e s  (Beug e t  a l . ,  1982 
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; Hadke e t  a l . ,  1 9 8 2  ; M o s c o v i c i  e t  a l . ,  1983) .  €26 i n d u i t  i n  - 
v i v o  u n e  l e u c é m i e  m i x t e  é r y t h r o ï d e  e t  myéloïde ,  à prédominance - 
é r y t h r o ï d e ,  ma i s  d e s  c e l l u l e s  t r a n s f o r m é e s  a p p a r t e n a n t  chaque 

l i g n é e  peuvent  ê t r e  mises e n  é v i d e n c e  s e l o n  l e s  c o n d i t i o n s  d e  

c u l t u r e  u t i l i s é e s .  Les c e l l u l e s - c i b l e s  de  E26 s e r a i e n t  r e c r u t é e s  

p a r m i  d e s  c e l l u l e s - s o u c h e s  p l u r i p o t e n t e s  ( m y é l o ï d e s  e t  

é r y t h r o ï d e s )  e t  parmi d e s  p r é c u r s e u r s  d é j à  engagés  d a n s  l ' u n e  ou 

l ' a u t r e  d e s  l i g n é e s  d e  d i f f é r e n c i a t i o n  (Moscovici  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

De p l u s ,  E26 p e u t  t r a n s f o r m e r ,  i n  v i t r o ,  d e s  f i b r o b l a s t e s  de  

c a i l l e  -mais non d e  p o u l e t -  (Graf  e t  a l . ,  1979) .  

Aux d i f f é r e n c e s  b i o l o g i q u e s  p r é s e n t é e s  p a r  c e s  deux v i r u s  

s ' a j o u t e n t  d e s  d i f f é r e n c e s  d e  s t r u c t u r e  e t  de  con tenu  géné t ique .  

Le c l o n a g e  d e  l ' A D N  p r o v i r a l  dlAMV (Klempnauer  e t  a l .  , 1 9 8 2 )  a 

montré  que  s o n  ARN génomique d ' u n e  t a i l l e  d e  7.2 kb est c o n s t i t u é  

d ' u n  g è n e  g a g  c o m p l e t  e t  f o n c t i o n n e l ,  d e  l a  ma jeure  p a r t i e  du - 
g è n e  p o l  e t  d ' u n e  s é q u e n c e  t r a n s f o r m a n t e  s p é c i f i q u e ,  v-myb - - 
( R o u s s e l  e t  a l .  , 1 9 7 9  ; Gonda e t  a l . ,  1981) à l a  p l a c e  du gène 

e n v .  Dans  t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  p a r  AMV, on  d é t e c t e  un - 
A R N  v i r a l  s o u s  g é n o m i q u e  d e  2.1 kb p r o d u i t  p a r  é p i s s u r e  e t  ne 

c o n t e n a n t  q u e  v-myb e t  d e s  s i g n a u x  de  r é g u l a t i o n  provenant  d e s  - 
e x t r é m i t é s  5' e t  3' du génome. La séquence n u c l 6 o t i d i q u e  de  v-myb - 
( R u s h l o w  e t  a l .  , 1 9 8 2  ; Klempnauer e t  a l . ,  1982) r é v è l e  que cet 

A R N  c o d e  p o u r  u n e  p r o t é i n e  d e  45-48 K i l o d a l t o n s  ( k d ) ,  p45v-m~b 

(Boyle e t  a l . ,  1983 ; Klempnauer e t  a l . ,  1983a) .  C e t t e  p r o t é i n e  

p 4 5 v - m ~ b  p r é s e n t e  u n e  l o c a l i s a t i o n  n u c l é a i r e  d a n s  l e s  - 
m y é l o b l a s t e s  t r a n s f o r m é s  m a i s  a c q u i e r t  une  l o c a l i s a t i o n  

cy top lasmique  l o r s q u e  ces d e r n i e r s  s o n t  i n d u i t s  à se d i f f é r e n c i e r  

e n  macrophages (Klempnauer e t  a l . ,  1984b). 



L 'ARN v i r a l  Se E26, quan t  à l u i ,  hybr ide  à 60 % avec une 

sonde AMV v-myb, ce  q u i  exp l ique son a f f i l i a t i o n  au groupe des - 
v i r u s  m y é l o b l a s t o s a n t s  (Roussel e t  al., 1979 ; S t e h e l i n  e t  al., 

1980). Le seu l  ARN détecté dans des c e l l u l e s  i n f e c t é e s  par  E26 

e s t  un ARN génomique de 5.7 kb comprenant de 5 '  vers  3 ' ,  un gène 

gag tronqué, env i ron  60 % de l 'oncogène v i r a l  AMVv-myb, une a u t r e  - - 
séquence s p é c i f i q u e  d 1  o r i g i n e  c e l l u l a i r e ,  - v-ets, (Nunn e t  al., 

1983 ; L e p r i n c e  e t  a l . ,  1983) e t  f ina lement  une p a r t i e  du gène 

env. La p r o t é i n e  transformante de ce v i r u s  s e r a i t  une p ro té ine  de - 
135 kd, de s t r u c t u r e  gag-onc t r a d u i t e  à p a r t i r  de 1'ARN génomique 

: p1359a9-m~b-ets ( B i s t e r  e t  a l . ,  1982 ; Beug e t  al., 1982 ; 

Boyle e t  al . ,  1983 ; Klempnauer e t  a l . ,  1984a) .  C e t t e  p r o t é i n e  

présente également une l o c a l i s a t i o n  nuc léa i re  (Klempnauer e t  al . ,  

1984b). En outre,  sa synthèse e s t  spéci f iquement  augmentée dans 

l e s  m y é l o b l a s t e s  t r a n s f o r m é s  p a r  l ' a c t i o n  d i r e c t e  ou i n d i r e c t e  

d'un fac teu r  de croissance hématopoïétique exogène (Beug e t  a l .  , 
1982 ; Radke e t  al . ,  1982). 

Le t r a v a i l  présenté dans ce mémoire t r a i t e r a  du clonage dans 

l'ADN a v i a i r e  e t  humain des séquences homologues à l ' oncogène  

v i r a l  AMV v-myb : c-myb (pou le t )  e t  c-myb (homme). - - 
D ' a u t r e  p a r t ,  l ' é t u d e  de l a  t ransduc t i on  3 p a r t i r  de l'ADN 

p o u l e t  du même proto-oncogène c e l l u l a i r e  par  un a u t r e  r é t r o v i r u s ,  

E26, sera  envisagée. 





16r e p a r t i e  : DETECT ION ET CLONAGE Dü PROTO-ONCOGENE CELLULAIRE 

c-myb DANS L'ADN DE POULET. 

Avant d'aborder l e  clonage proprement d i t  l a  structure du 

l ocus  c-myb dans l'ADN t o t a l  de pou le t  a B t B  étudiée par  

hybr idat ion en phase solide. 

Aprbs digest ion d'ADN haut poids mol6culaire de f ibroblastes 

de poulet, par l'enzyme de r e s t r i c t i o n  EcoRI, l e s  fragments 

obtenus sont séparés en f o n c t i o n  de l e u r  t a i l l e  par  

électrophorèse en g e l  dtagarose, dhnaturés " i n  s i t u w  dans l e  ge l  

p a r  t ra i t emen t  a l a  soude, t r a n s f e r r é s  sur  une f e u i l l e  de 

n i t roce l lu lose  puis f i xés  irréversiblement par ~cu issonw b 80° C 

(Southern, 1975). Sur ce t te  repl ique du ge l  ou ttSouthern blot", 

l e s  fragments d'ADN sont a lors  accessibles B l ' hyb r ida t i on  avec 

des sondes spécifiques radioactives. Une sonde - v-myb ' préparee B 

p a r t i r  de ltARN v i r a l  AMV BAI-A (Roussel e t  al., 1979 ; Gonde e t  

al., 1981) révble dans l'ADN t o t a l  de p o u l e t  3 fragments EcoRI 

pos i - t i f s  par h y b r i d a t i o n  e t  de t a i l l e  respective : 9.0, 5.4 e t  

2.2 m i l l i e r s  de paires de bases (kbp : "kilo-base p a i r w )  (F igure  

3A). Ces fragments appart iennent b i e n  au gbne c-myb e t  ne 

rsprbsentent pas une information v i r a l e  endogène puisque : 

+ l a  sonde u t i l i s é e  n 'hybr ide  qu'b 3 % avec de 1'ARN d'un 

ALV "helper" par hybr idat ion l iquide. 

+ une sonde representive du g4nome d'un ALV, détecte dans l e  

même Bchant i l lon d'ADN des fragments de t a i l l e  di f fdrente. 
I 

Ces s6quences & ont Bt6 isolbes B p a r t i r  d'une banque de 

fragments di ADN (banque de gbnes ou "g6noth6quen) d'brythrocytes 

de pou le t .  Aprbs d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  par l e s  enzymes de 

r e s t r i c t i o n  AluI e t  HaelII,  l e s  fragments d'ADN d'une t a i l l e  de 
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FIGURE 3 : Les b a c t é r i o p h a g e s  recombinan t s  lambda CM-4 e t  lambda 

CM-5 c o n t i e n n e n t  l e  l o c u s  c-myb ( p o u l e t ) .  - 
(A)  H y b r i d a t i o n  e n t r e  l e  c D N A  myb e t  de  l ' A D N  d e  p o u l e t  d i g é r é  

p a r  1 'enzyme d e  r e s t r i c t i o n  EcoRI, s é p a r é  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e n  

g e l  d l a g a r o s e  e t  t r a n s f é r é  s u r  n i t r o c e l l u l o s e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  

d e  Sou thern  (1975) .  

(8) V i s u a l i s a t i o n  p a r  f l u o r e s c e n c e  d u  Bromure d l E t h i d i u n  s o u s  

l u m i è r e  UV ( c a n a u x  1  e t  2 )  e t  h y b r i d a t i o n  a v e c  l e  cDNA myb 

( c a n a u x  3 e t  4 )  d e  l ' A D N  d e s  b a c t é r i o p h a g e s  recombinan t s  lambda 

CM-4 e t  lambda CM-5 d i g é r é  p a r  EcoHI. 

( C )  Le c h e v a u c h e m e n t  d e s  i n s e r t i o n s  c e l l u l a i r e s  con tenues  d a n s  

les c l o n e s  lambda CM-4 e t  lambda CM-5 e s t  c l a i r e m e n t  d é m o n t r é  

p a r  l ' h y b r i d a t i o n  du f r a g m e n t  EcoRI 1 . 5  kbp du c l o n e  lambda 

CM-4 u t i l i s é  comme sonde  r a d i o a c t i v e  avec  l e  f r a g m e n t  EcoRI 9 . 0  

kbp du c l o n e  lambda CM-5 (canaux 1  e t  2 ) .  

(D) O r g a n i s a t i o n  d e s  séquences  c e l l u l a i r e s  d e  p o u l e t  c l o n é e s  d a n s  

l e s  b a c t é r i o p h a g e s  lambda CM-4 e t  lambda CM-5 

1 )  Fragments d'ADN o b t e n u s  a p r è s  d i g e s t i o n  p a r  EcoRI,  l e s  

c h i f f r e s  i n d i q u a n t  l e u r  t a i l l e  exprimée e n  k i l o - b a s e  p a i r e s  (kbp)  

t : sites d e  coupure  a r t i f i c i e l s  pour  l 'enzyme d e  r e s t r i c t i o n  

EcoRI d u s  à l ' a d j o n c t i o n  d e  s é q u e n c e s  "EcoRI l i n k e r s "  l o r s  d e  l a  

c o n s t r u c t i o n  d e  l a  banque d e  gènes .  

A A: f ragment  h y b r i d a n t  avec  l e  cDNA myb. 



10  à 20 kbp s o n t  s é l e c t i o n n é s ,  l i g a t u r é s  à des e x t r é m i t é s  

cohésives EcoRI ( " l i n k e r s " )  e t  insérés  en t re  deux fragments d'ADN 

( "b ras " )  con tenan t  1 ' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e  n é c e s s a i r e  e t  

s u f f i s a n t e  à l t e n c a p s i d a t i o n ,  à l a  r é p l i c a t i o n  e t  à l a  

p r o p a g a t i o n  du bactér iophage vecteur Charon 4A (Dodgson e t  al . ,  

1979). En tenant  compte de l a  t a i l l e  des fragments d'ADN u t i l i s é s  

t o u t  l e  génome du p o u l e t  d 'une  c o m p l e x i t é  de 5 x 1 0 ~  p a i r e s  de 

bases es t  s ta t is t iquement  contenu dans 200 000 bac té r iophages .  

L o r s  d 'une  expér ience  de c r i b l a g e  de l a  génothèque envi ron 250 

000 bactériophages sont mis en contact  avec l e u r s  bactér ies-hôtes 

e t  a m p l i f i é s  s u r  m i l i e u  g é l o s é  (60 000 bactér iophages/boîte).  

Aprés croissance, une p a r t i e  des b a c t é r i o p h a g e s  e s t  t r a n s f é r é e  

s u r  une f e u i l l e  de n i t r o c e l l u l o s e ,  o r ien tée grâce à des repères 

s u r  l a  b o î t e .  Après h y b r i d a t i o n  B l ' a i d e  d 'une  sonde v-myb, 

lavage, autoradiographie e t  repérage des p o i n t s  d 'hyb r ida t i on  on 

i s o l e  à p a r t i r  de l a  b o î t e  de c u l t u r e  des bac té r iophages  

recomb inan ts  con tenan t  des f ragmen ts  du gène c-myb p a r m i  un 

"mélanget' de c l o n e s  non h y b r i d a n t s .  Des étapes successives de 

p u r i f i c a t i o n  par d i l u t i o n  de ce mélange e t  h y b r i d a t i o n  permettent 

de c loner  un bactériophage contenant l ' i n s e r t i o n  désirée. L'étude 

physique par  enzymes de r e s t r i c t i o n  de c e t t e  i n s e r t i o n  c e l l u l a i r e  

c l o n é e  e s t  a l o r s  p o s s i b l e  après une étape d ' a m p l i f i c a t i o n  e t  de 

product ion  du bactériophage en m i l i e u  l i q u i d e  don t  l e  rendement 

e s t  d ' e n v i r o n  150-200 microgrammes d'ADN de bactériophage par 

l i t r e  de cu l tu re .  

Le c r i b l a g e  de l a  g6nothèque à l ' a i d e  de l a  sonde v-myb a - 
p e r m i s  l ' i s o l e m e n t  de deux c l o n e s  d i f f é r e n t s  p o r t a n t  des 

i n s e r t i o n s  c e l l u l a i r e s  chevauchantes e t  contenant l e s  3 fragments 

EcoRI c e l l u l a i r e s  détectés dans l'ADN de pou le t .  Le clone lambda 

CM-4 d igéré  par EcoRI f o u r n i t  o u t r e  l e s  l 'bras" du v e c t e u r  (1 9,8 
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e t  1 0 , 9  k b p )  d e s  f r a g m e n t s  d e  t a i l l e  5.4, 2.2, 2.1, 1.5 e t  1.1 

kbp ( F i g u r e  36, c a n a l  1 )  v i s u a l i s é s  p a r  f l u o r e s c e n c e  s o u s  l u m i è r e  

UV d u  Bromure  d 1 E t h i d i u m  i n t e r c a l e  d a n s  l ' A D N .  Le c l o n e  lambda 

CM-5 quan t  à l u i  r é v é l e  d a n s  l e s  memes c o n d i t i o n s  d e s  b a n d e s  d e  

9.0, 2.2, 1 .9 ,  1.85, 1 .8  e t  0.8 kbp ( F i g u r e  38, c a n a l  2 ) .  

Les f ragments  Eco RI 5.4, 2.2, 2.1 e t  1.1 kbp du lambda CM-4 

a i n s i  q u e  l e s  9 . 0 ,  2 .2  e t  1 .9  kbp du lambda CM-5 h y b r i d e n t  avec  

l a  sonde v-myb ( F i g u r e  38,  c a n a l  3  e t  4) .  La c a r t e  phys ique  a i n s i  

q u e  1 ' o r g a n i s a t i o n  d e s  f r a g m e n t s  EcoRI d a n s  c h a q u e  i n s e r t i o n  

c e l l u l a i r e  a  é té dé te rminée  p a r  d i g e s t i o n  à 1 ' a i d e  d ' e n z y m e s  d e  

r e s t r i c t i o n  d o n t  l e s  sites de  coupure  dans  l ' A D N  du b a c t é r i o p h a g e  

C h a r o n  4A s o n t  c o n n u s ,  s é p a r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  

d ' a g a r o s e ,  t r a n s f e r t  s u r  f e u i l l e  d e  n i t r o c e l l u l o s e  e t  h y b r i d a t i o n  

a v e c  l a  s o n d e  v-myb ou a v e c  c h a q u e  fragment marqué au dCTP 3 2 ~  - 
p a r  l a  t e c h n i q u e  d ' e x c i s i o n - r e s y n t h è s e  ("Nick T r a n s l a t i o n " ) .  Dans 

chaque b a c t é r i o p h a g e ,  deux f r a g m e n t s  - r e p r é s e n t a n t  l a  j o n c t i o n  

e n t r e  l ' i n s e r t i o n  c e l l u l a i r e  e t  l ' A D N  phagique- o n t  un s i t e  EcoRI 

a r t i f i c i e l  dO à l a  d i g e s t i o n  d e  l ' A D N  p a r  A l u I  e t  H a e I I I  e t  à 

l ' a d j o n c t i o n  d e  " l i n k e r s "  EcoRI l o r s  d e  l a  c o n s t r u c t i o n  d e  l a  

génothèque : d e s  s o n d e s  r a d i o a c t i v e s  de  c e s  f ragments  d é t e c t e n t  

donc dans  l ' A D N  t o t a l  d i g é r é  p a r  EcoRI d e s  é q u i v a l e n t s  ayan t  une 

t a i l l e  s u p é r i e u r e .  

Dans  l e  c l o n e  l ambda  CM-4, c e s  deux f r a g m e n t s  de  j o n c t i o n  

s o n t  l e  5.4 e t  l e  1.5 kbp. Ce fragment  d e  5 . 4  kbp  é t a i t  n é g a t i f  

p a r  h y b r i d a t i o n  a v e c  l a  s o n d e  v-myb i n d i q u a n t  donc l ' e x i s t e n c e  - 
d ' u n  d o u b l e t  d e  d e u x  f r a g m e n t s  - l ' u n  p o s i t i f  e t  l ' a u t r e  

n é g a t i f - a y a n t  apparemment  l a  meme t a i l l e .  Ces d e u x  f r a g m e n t s  

p o u v a i e n t  a u s s i  ê t r e  d i f f é r e n c i g s  p a r  une doub le  d i g e s t i o n ,  s o i t  

EcoRI e t  H i n d I I I  s o i t  EcoRI e t  BamHI ( v o i r  c a r t e  du l o c u s  c-myb). - 
F i n a l e m e n t ,  l ' o r d r e  d e s  f ragments  d a n s  l e  c l o n e  est l e  s u i v a n t  : 
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5.4.- 5.4- 1.1- 2.1- 2.2- 1.5 (F igure  30). L ' o r d r e  e s t  donné de - - --  
5 '  v e r s  3 p a r  r é f é r e n c e  à l a  séquence AMV v-myb ( v o i r  

D i s c u s s i o n )  e t  l e s  f ragments p o s i t i f s  avec l a  sonde v-myb sont  - 
s o u l i g n é s .  Le f ragment 1.1 kbp de par  sa p o s i t i o n  i n t e r n e  n ' e s t  

donc pas un fragment tronqué dQ à l a  cons t ruc t i on  de l a  banque de 

gène mais  un  v r a i  fragment EcoRI du locus c-myb q u i  n ' a v a i t  pas - 
é t é  d é t e c t é  dans l 'ADN c e l l u l a i r e  t o t a l  (F igure  3A). De p lus ,  

c e c i  démontre que l a  bande à 2.2 kbp détectée dans l'ADN t o t a l  à 

l ' a i d e  de l a  sonde v-myb e s t  en f a i t  const i tuée d 'un  doublet de - 
2 fragments EcoRI de 2.1 e t  2.2 kbp q u i  n 'ava ient  pas é té  séparés 

à cause d'un manque de r é s o l u t i o n  du g e l  u t i l i s é ,  dans ces zones 

de t a i l l e  (F igure 3A). 

L ' o r d r e  des f ragments  dans l e  c lone lambda CM-5 

dé te rm iné  p a r  l a  m&me s t r a t é g i e  e s t  l e  s u i v a n t  : 

1.9-2.2-9.0-(1.85,1.8,0.8), l ' o r d r e  de ces 3 de rn ie rs  fragments, --- 
n é g a t i f s  avec l a  sonde v-myb, n ' a y a n t  pas é t é  é t u d i é  (F igure  - 
3D). La bande EcoRI 1.9 kbp p o s i t i v e  avec l a  sonde v-myb, e s t  un 

f ragmen t  de j o n c t i o n  e t  r e p r é s e n t e  une vers ion  tronquée du 2.1 

kbp EcoRI du clone lambda CM-4 (F igure  38, cana l  4 e t  Figure 3D). 

De même, l e  fragment 1.5 kbp du c lone lambda CM-4 hybr ide  avec l a  

bande i n t e r n e  EcoRI 9.0 kbp ( F i g u r e  3C, canaux 1 e t  2). Ces 

r é s u l t a t s  démont rent  c la i rement  que l e s  deux clones cont iennent 

des i n s e r t i o n s  c e l l u l a i r e s  chevauchantes c o u v r a n t  donc un s e u l  

l ocus  génétique dans l'ADN de pou le t .  

De p l u s ,  l e  gène c-myb semble ê t r e  p r é s e n t  à 1 copie par  - 
génome de poulet ,  puisqu'aucun phage p o s i t i f  avec l a  sonde v-myb - 
m a i s  ayan t  une s t r u c t u r e  d i f f é r e n t e  n ' a  pu ê t r e  i s o l é  l o r s  de 

nombreux c r i b lages  de l a  banque de ghne. 
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FIGURE 4 : Détec t ion  de 1 ' A R N  c e l l u l a i r e  c-myb. - 
L I A R N  p o l y a d é n y l é  provenant  d e  l a  l i g n é e  c e l l u l a i r e  MS61 a  

é t é  d é n a t u r é ,  soumis  à é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  d l a g a r o s e ,  

t r a n s f é r é  e t  h y b r i d é  a v e c  l e  cDNAmyb ( c a n a l  1 )  e t  l e  fragment 

EcoRI 2.2 kbp du c lone  lambda CM-4 marqué au dCTP 3 2 ~  ( cana l  2)  . 
La t a i l l e  du t r a n s c r i t  c-myb est indiquée en k i lobases(kb) .  Les - 
t ê t e s  d e  f l è c h e s  ind iquent  l a  l o c a l i s a t i o n  dlARNs ribosomaux 28s 

(5.5 kb) e t  18s (2.2 kb) u t i l i s é s  comme marqueurs de t a i l l e .  





Néanmoins, c e t  ADN c l o n é  g r % c e  à son homo log ie  avec 

l ' o n c o g è n e  v i r a l  AMV v-myb ne r e p r é s e n t a i t  donc pas - 
o b l i g a t o i r e m e n t  l a  t o t a l i t é  du  l o c u s  c-myb ( p o u l e t )  m a i s  - 
uniquement  l a  f r a c t i o n  de ce  gène c e l l u l a i r e  t r a n s d u i t e  dans l e  

v i rus .  La dé terminat ion  de l a  t a i l l e  du t r a n s c r i t  mature  (ARN 

messager polyadenylé)  d'un gène c e l l u l a i r e  c o n s t i t u a n t  une bonne 

approche de sa complexité, nous avons donc é t u d i é  une l i g n é e  d e  

l y m p h o b l a s t e s  T t rans formés par  l e  v i r u s  de Marek oQ on détecte 

par h y b r i d a t i o n  molécu la i re  en phase l i q u i d e  de 30 à 50 copies du 

gène c-myb p a r  c e l l u l e  ( C o l 1  e t  a l . ,  1983a).  La  sonde v-myb - 
détecte  dans 1'ARN polyadénylé e x t r a i t  de ces c e l l u l e s  séparé par  

é lect rophérèse en g e l  dlagarose e t  t r a n s f é r é  s u r  n i t r o c e l l u l o s e  

un ARN messager de 4.0 k b  q u i  e s t  également  d é t e c t é  pa r  l e  

fragment EcoHI 2.2 kbp p r é s e n t  dans l e s  c l o n e s  lambda CM-4 e t  

CM-5 (F igure 4, canaux 1 e t  2).  

DISCUSSION 

L'ADN c e l l u l a i r e  de p o u l e t  homologue à l ' o n c o g è n e  v i r a l  

v-myb du v i r u s  de l a  myéloblastose a v i a i r e  (AMV) a é t é  cloné dans 

deux phages recomb inan ts  i s o l é s  à p a r t i r  d ' u n e  banque de 

fragments d'ADN d 'é ry th rocy tes  de pou le t  normal. Après d i g e s t i o n  

de l 'ADN de p o u l e t  p a r  EcoRI, l e s  séquences hyb r idan t  avec l a  

sonde v i r a l e  v-myb s o n t  l o c a l i s é e s  dans 5 fragments de t a i l l e  - 
r e s p e c t i v e  : 5.4-1.1-2.1-2.2-9.0 o r i e n t é s  de 5' v e r s  3 '  p a r  ----- 
r é f é r e n c e  à AMV v-myb. En e f f e t ,  une sonde s p é c i f i q u e  de - 
l ' e x t r é m i t é  5' de v-myb p r é p a r é e  à p a r t i r  d ' u n  c l o n e  d'ADN - 



S Hd S Hd Hd B S Ç Hd SB 

1 c-rnyb Ck 
A '  5.4 1.1 2.1 2.2 9.0 A 



- 46 b i s  - , 

FIGURE 5 : C a r t e  physique du l o c u s  - c-myb ( p o u l e t )  

Les c h i f f r e s  r e p r é s e n t e n t  l a  t a i l l e  d e s  f ragments  o b t e n u s  

pa r  l ' enzyme d e  r e s t r i c t i o n  EcoRI, exprimée e n  k i l o - b a s e  p a i r e s  

( k b p ) .  L ' o r i e n t a t i o n  5 '  v e r s  3 '  es t  d é f i n i e  p a r  r a p p o r t  à 

l ' o n c o g è n e  v i r a l  AMV v-myb. - 
I : r é g i o n s  d ' h o m o l o g i e  e n t r e  AMV - v-myb e t  s o n  é q u i v a l e n t  

c e l l u l a i r e  d é f i n i e s  p a r  séquencage n u c l é o t i d i q u e  (Klempnauer e t  

a l . ,  1982) .  

: f r o n t i è r e s  p u t a t i v e s  d e  l ' u n i t é  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  

complè te  du gène c-myb d ' a p r è s  Gonda e t  a l .  (1983) .  - 
A b r é v i a t i o n  d e s  endonuc léases  de  r e s t r i c t i o n  u t i l i s é e s  : 



p r o v i r a l  h y b r i d e  avec l e  f ragment  EcoRI 5.4 kbp a l o r s  qu'une 

sonde de l ' e x t r é m i t é  3 '  de v-myb r é v è l e  l e  9.0 kbp (Perbal  e t  - 
al., 1983 ; Klempnauer e t  a l .  ,1982) (F igure 5) .  

L e s  r é g i o n s  d'ADN c e l l u l a i r e  hybr idant  avec l a  sonde - v-myb 

s o n t  séparées p a r  des rég ions  non homologues à - v-myb, ind iquant  

que l e  gène c-myb présente une s t r u c t u r e  en mosaïque d l " i n t rons "  

e t  dl"exons" comme l a  m a j o r i t é  des gènes eucaryotes. Le v i r u s  n ' a  

t r a n s d u i t  qu'une f a i b l e  p a r t i e  du  gène c e l l u l a i r e ,  pu i sque  l e  

p r o d u i t  de t r a n s c r i p t i o n  de c-myb, un ARN messager de 4.0 kb, a - 
une t a i l l e  b i e n  supér ieure à c e l l e  de l a  séquence v i r a l e .  

Ce t r a v a i l  e s t  venu conf i rmer  l e s  r é s u l t a t s  de deux groupes 

amér i c a i n s  q u i  o n t  c l o n é  des bactér iophages recombinants ayant 

une s t r u c t u r e  analogue (Perbal  e t  al . ,  1983 ; Klempnauer e t  a l .  , 
1982).  L ' i s o l e m e n t  i ndependan t  p a r  t r o i s  g roupes à p a r t i r  de 

banque de gènes d i f f é r e n t e s  , de clones r e n d a n t  compte du même 

l o c u s  e s t  u n  argument de p o i d s  en f a v e u r  de l ' e x i s t e n c e  d'un 

l o c u s  c-myb unique dans l 'ADN de pou le t .  Cer ta ins  de ces auteurs - 
o n t  e x p l o r é  beaucoup p l u s  en d é t a i l  l a  s t r u c t u r e  du gène 

c e l l u l a i r e  c-myb p u i s q u ' i l s  ont  obtenu l a  séquence nuc léo t id ique - 
d ' AMV v-myb e t  de son équ iva len t  c e l l u l a i r e  (Klempnauer e t  al . ,  - 
1982). AMV v-myb peut ê t r e  d i v i s é  en 7 régions,  notées de "El" à - 
"E7" de l ' e x t r é m i t é  5 '  v e r s  l ' e x t r é m i t é  3 '  e t  d o n t  l e s  

équ iva len ts  c e l l u l a i r e s  sont  l o c a l i s é s  dans l e s  f ragments  EcoR 1 

du gène c-myb de  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  (F igures 5 e t  6 )  : llElll e t  - 
"E2" dans l e  fragment EcoRI 5.4 kbp ; "€3" se t rouve dans l e s  

f ragmen ts  1.1 kbp e t  2.1 kbp. Le s i t e  EcoRI séparant  c e s  2 

f ragmen ts  e s t  équ iva len t  à c e l u i  s i t u é  au t i e r s  5 '  de v-myb dans 

1 'ADN p r o v i r a l  (Klempnauer e t  al., 1982 ; Rushlow e t  al., 1982) 

( F i g u r e  5 e t  6) .  Le f ragmen t  de 1.1 kbp n e  c o n t i e n t  que 20 

n u c l é o t i d e s  homologues à AMV - v-myb : c e c i  e x p l i q u e  sa 
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F i g u r e  6 : M o d è l e s  d e  t r a n s c r i p t i o n  e t  d e  t r a d u c t i o n  de  v-myb - 
d a n s  l ' A D N  p r o v i r a l  d '  A M V  (A)  e t  d u  g è n e  c e l l u l a i r e  c-myb (B) - 
( d ' a p r è s  Klempnauer e t  a l . ,  1983a) .  l 

A) La s t r u c t u r e  d e  l ' A D N  p r o v i r a l  dtAMV es t  r e p r é s e n t é e  

s c h é m a t i q u e m e n t  U3, U5, g a g ,  p o l  e t  e n v  r e p r é s e n t e n t  l e s  I - - - 
i n f o r m a t i o n s  v i r a l e s  p rovenan t  du v i r u s  " h e l p e r "  ( v o i r  F i g u r e  1 ) .  l 

La p o s i t i o n  d e  deux codons s t o p  d e  t r a n s l a t i o n  (TAG) f l a n q u a n t  l e  - 
c a d r e  d e  l e c t u r e  o u v e r t  d e  v-myb e s t  i n d i q u é e .  La s e q u e n c e  - 
c o n t e n a n t  l e  TAG au débu t  d e  v-myb cor respond  à un s i t e  a c c e p t e u r  - - 
d ' é p i s s a g e  ( ) u t i l i s é  d a n s  l a  génèse  d e  1 ' A R N  sous-génomique 1 
v-myb. Cet te  r e g  i o n  ( -  ) c o r r e s p o n d  à un fragment d"' i n t r o n "  - 
du gène c-myb ( v o i r  ( 8 ) ) .  - 
L e s  r é g i o n s  j o i n t e s  p a r  é p i s s a g e  s o n t  r e p r é s e n t é e s  p a r  un t r a i t  

l I 

é p a i s ,  r e l i é  p a r  d e s  p o i n t i l l é s .  L t A R N  s o u s  génomique est  u t i l i s é  ~ 
1 

p o u r  l a  s y n t h è s e  d e  l a  p 4 5 ~ - m ~ b .  C e t t e  p r o t é i n e  e s t  codée p a r  

1 ' o n c o g è n e  v i r a l  ( z o n e  h a c h u r é e )  e t  p a r  q u e l q u e s  ac ides-aminés  

d e s  g è n e s  v i r a u x  gag e t  env (zone  n o i r e ) .  - - 
B )  R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d ' u n e  p a r t i e  du gène c-myb. Les - 
r é g i o n s  " E l "  à "E7" r e p r é s e n t e n t  les  r é g i o n s  d 'homologie  e n t r e  

AMV v-myb e t  c-myb. "E2", "E3", "E4" "E5" e t  "E6" c o r r e s p o n d e n t  - 9 

à d e  v r a i s  "exons"  du gène  c e l l u l a i r e  c-myb. " E l "  co r respond  à 

un  "exon" c e l l u l a i r e  f l a n q u é  e n  5 '  p a r  une r é g i o n  i n t r o n i q u e  

( -  -). "€7" r e p r é s e n t e  un "exon" du gène  c-myb, dont  une  p a r t i e  - 
(A) n ' a  p a s  é t é  t r a n s d u i t e  d a n s  AMV. S e u l s  les  s ignaux  d ' é p i s s a g e  

(AG e t  GT) a i n s i  que  l e s  s i tes  d l é p i s s a g e  ( ) e n  5 '  d e  "El" e t  e n  - - 
3 '  d e  "E7" o n t  é t 6  r e p r é s e n t é s .  

C e s  7  r é g i o n s  a p r è s  é p i s s a g e  c o r r e c t  c o n s t i t u e n t  une f r a c t i o n  d e  

1 ' A R N  4 . 0  kb du gène  c-myb q u i  d o i t  donc comporter  d e s  séquences  - 
non e n c o r e  l o c a l i s é e s  e n  5 '  e t / o u  e n  3 ' .  La p r o t é i n e  p75c-m~b est  



- 4 7  t e r  - 
d o n c  c o n s t i t u é e  d ' u n  d o m a i n e  commun a v e c  l a  p 4 5 v - m ~ b  ( z o n e  - 
h a c h u r é e )  e t  d e  d o m a i n e s  ( 3 0  k i l o d a l t o n s )  p r o p r e s  à 1 ' A R N  

c e l l u l a i r e  ( r e c t a n g l e  o u v e r t ) .  
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n o n - d é t e c t i o n  dans l ' A D N  c e l l u l a i r e  a i n s i  que l a  f a i b l e  

h y b r i d a t i o n  de ce f r agmen t  p u r i f i é  dans l e  c l o n e  lambda CM-4. 

F i n a l e m e n t ,  l e s  r é g i o n s  "E6" e t  "E7" s o n t  l o c a l i s é e s  

respect ivement  dans l e s  f ragments de 2.2 e t  9.0 kbp. 

Le c a d r e  de l e c t u r e  o u v e r t  u t i l i s é  pour  l a  synthèse de l a  

p r o t é i n e  p 4 5 v - m ~ b  e s t  l e  même que c e l u i  du gène c e l l u l a i r e .  De 

p lus ,  l e s  rég ions  "EZ", "E3", "E4", "E5" e t  "E6" r e p r é s e n t e n t  

des  v r a i s  'lexons" du gène c e l l u l a i r e  c-myb rabou tés  p a r  ép i ssu re  - 
c o r r e c t e  des  séquences i n t r o n i q u e s .  Immédiatement en 5 '  e t  3 '  de 

c e s  séquences c o d a n t e s  c o l i n é a i r e s  avec l ' o n c o g è n e  v i r a l  s e  

t r o u v e n t  l e s  s i g n a u x  c a n o n i q u e s  d ' é p i s s u r e  dans  l a  c e l l u l e  

eucaryote e t  notamment l e s  d i n u c l é o t i d e s  AG e n  5 '  e t  G T  e n  3 '  

(Mount, 1982) (F igu re  6) .  

En revanche ,  l e  c a d r e  de l e c t u r e  o u v e r t  du gène c-myb se - 
p r o l o n g e  a u - d e l à  de l ' e x t r é m i t é  3 '  de l a  r é g i o n  v i r a l e  " E7". 

Puisque c e t t e  r é g i o n  e s t  f lanquée e n  5 '  de s i g n a u x  d ' é p i s s u r e ,  

e l l e  c o n s t i t u e  donc un "exon" du gène c e l l u l a i r e  ( t ronqué dans 

sa  p a r t i e  3 '  t e r m i n a l e )  (K lempnauer  e t  a l . ,  1983b)  . Dans l e  

v i r u s ,  c e t t e  séquence "E7" e s t  j o i n t e  aux 11  d e r n i e r s  codons du 

g è n e  env, q u i  f o u r n i t  donc l e  s i g n a l  (TAG) d ' a r r ê t  de  l a  - 
t r a d u c t i o n  de l a  p 4 5 v - m ~ b .  De même l a  séquence " E l "  e s t  u n  

"exon" complet f l anqué e n  5 '  d'une r é g i o n  i n t r o n i q u e  c e l l u l a i r e .  

Cet " i n t r o n "  a deux r61es à j o u e r  dans l e  v i r u s  AMV. Il f o u r n i t  

l e  s i t e  a c c e p t e u r  d ' é p i s s u r e  q u i  avec l e  s i t e  donneur  s i t u é  

q u e l q u e s  n u c l é o t i d e s  en a v a l  du gène gag permet l a  format ion de - 
1 ' ARN sous  génomique v-myb de 2.1 kb. Grâce à c e t t e  ép issure,  - 
l e  codon i n i t i a t e u r  (AUG) e t  s i x  codons du gène gag son t  j o i n t s  - 
dans l a  phase ouve r te  de l e c t u r e  de AMV v-myb e t  c o n t r i b u e n t  à l a  

s y n t h è s e  d e  l a  p 4 5 v - m ~ b  (Klempnauer e t  al., 1983a ; Schwartz e t  

al.,  1983). 



C e t  " i n t r o n "  c e l l u l a i r e  e s t  également  j o i n t  e n  phase avec  

l e s  gènes  gag e t  p o l  d'AMV e t  f o u r n i t  que lques  amino-acides e t  l e  - - 
t e r m i n a t e u r  d e  t r a d u c t i o n  du ~r 1  80ga9-pal. La p a r t i e  

ca rboxy- te rmina le  de  c e t t e  p o l y - p r o t é i n e  v i r a l e  e s t  donc  d é r i v é e  

d ' u n  " i n t r o n "  du g è n e  c-myb : c e c i  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  que l e  - 
p r é c u r s e u r  ~r 1 8 0 9 ~ 9 - ~ ~ l  n e  p u i s s e  ê t r e  p r o c e s s é  e n  p r o t é i n e s  

matures  (Duesberg e t  a l . ,  1980) .  Un mécanisme d e  recombinaison e n  

deux  é t a p e s  e n t r e  l e  g è n e  c-myb e t  un v i r u s  s a n s  oncogène pour  - 
d o n n e r  n a i s s a n c e  à A M V  a  é g a l e m e n t  é té  proposé  (Klempnauer e t  

a l . ,  1982 ; 1983b).  Dans une p remiè re  é t a p e ,  l e  v i r u s  s e  s e r a i t  

i n t é g r é  a v e c  p e r t e  d e  s a  p a r t i e  3 '  (env-LTR3')  a u  n i v e a u  d e  - 
l " ' i n t r o n n  " E l "  , un A R N  h y b r i d e  c o n t e n a n t  de  5 '  e n  3  ' : U5, 

g a g ,  p o l ,  l a  p a r t i e  i n t r o n i q u e  de  "El" -- , e t  l e  r e s t e  du gène c-myb - 
é p i s s é  c o r r e c t e m e n t  a u r a i t  a l o r s  é t é  p r o d u i t .  Cet ARN c o n t e n a n t  

l e s  s é q u e n c e s  5 '  e t  l e  g è n e  g a g  p o u v a i t  donc ê t r e  CO-empaqueté - 
a v e c  un ARN d e  s t r u c t u r e  c l a s s i q u e  US, gag,  p o l ,  env,  U3 dans  une --- 
p a r t i c u l e  v i r a l e .  La deuxième é t a p e  s o i t  p a r  recombinaison e n t r e  

c e s  deux A R N s  ou p a r  s a u t  de  l a  r é t r o p o l y m é r a s e  d 'une  m o l é c u l e  à 

l ' a u t r e  l o r s  du p r o c e s s u s  d e  r é t r o t r a n s c r i p t i o n  a u r a i t  remplacé 

l a  p a r t i e  d u  g è n e  c-myb s i t u é e  e n  3 '  d e  "E7" p a r  l e s  séquences  - 
env e t  U3 donnant  a i n s i  n a i s s a n c e  au génome dlAMV. - 

D ' a u t r e  p a r t ,  l es  d i f f é r e n c e s  e x i s t a n t  e n t r e  l a  p r o t é i n e  

t r a n s f o r m a n t e  d e  l ' o n c o g è n e  v i r a l  AMV v-myb e t  l a  p r o t é i n e  du - 
g è n e  c e l l u l a i r e  c-myb a y a n t  un r61e  à j o u e r  d a n s  l e  développement - 
d e  l a  c e l l u l e  normale o n t  pu ê t r e  d é f i n i e s .  

Le p r o d u i t  du gène  c-myb c e l l u l a i r e  e s t  une p r o t é i n e  d e  7 5  - 
k i l o d a l t o n s  ( k d )  , p75c-m~b (Klempnauer e t  a l . ,  1983a ; Boyle e t  

a l .  , 1 9 8 3 )  p l u s  g r a n d e  que l a  p r o t é i n e  v i r a l e ,  p45v-m~b ( F i g u r e  

6 )  mais également  3 l o c a l i s a t i o n  n u c l é a i r e  ( K l e m p n a u e r  e t  a l . ,  

1984b) .  Cette p r o t é i n e  c e l l u l a i r e  n é c e s s i t e r a i t  donc une c a p a c i t é  



c o d a n t e  e n  A R N  d ' e n v i r o n  2,25 kb c e  q u i  l a i s s e  e n v i r o n  1.75 kb de  

séquences  non t r a d u i t e s  e n  5'  e t / o u  e n  3 '  d e  1 ' A R N  m e s s a g e r  4,O 

kb du gène  c-myb. - 
T o u t e  l ' i n f o r m a t i o n  d e  c e t  A R N  c-myb a  d ' a i l l e u r s  pu ê t r e  - 

g r o s s i è r e m e n t  l o c a l i s é e  au v o i s i n a g e  immédiat de  l a  r é g i o n  d'ADN 

c e l l u l a i r e  t r a n s d u i t e  dans  l e  v i r u s .  Une s o n d e  cADN r a d i o a c t i v e  

s y n t h é t i s é e  p a r  r é t r o t r a n s c r i p t i o n  d 'une  f r a c t i o n  dlARN messagers  

c e l l u l a i r e s  s é l e c t i o n n é e  en t a i l l e  à 4.0 kb -et donc e n r i c h i e  e n  

ARN c-myb-hybride uniquement avec  d e s  f ragments  c o n t e n u s  dans l e s  

c l o n e s  lambda CM-4 e t  lambda CM-5 (Gonda e t  a l . ,  1983) .Le l o c u s  

c o m p l e t  c-myb p o u r r a i t  d o n c  a v o i r  une t a i l l e  n ' e x c é d a n t  pas  30 - 
kbp d'ADN (Gonda e t  a l . ,  1983 ; F i g u r e  5 ) .  

En c o n c l u s i o n ,  t r o i s  hypo thèses  non mutuel lement  e x c l u s i v e s  

peuvent  r e n d r e  compte du pouvo i r  oncogène d e  v-myb : - 
+ v-myb e s t  u n e  v e r s i o n  t r o n q u é e  du g è n e  c e l l u l a i r e  - 

c-myb ; - 
+ l a  p r o t é i n e  p45v-myb e s t  a s s o c i é e  à son  e x t r é m i t é  NH2 

t e r m i n a l e  à 6 Amino-Acides du gène v i r a l  e t  à s o n  e x t r é m i t é  

C a r b o x y - t e r m i n a l e  à 1 1  A c i d e s  Aminés du gène  env.  De p l u s ,  21 - 
d i f f é r e n c e s  d ' a c i d e s  aminés,  e x i s t e n t  e n t r e  s a  séquence  e t  c e l l e  

d e  l ' h o m o l o g u e  c e l l u l a i r e .  Ces  d i f f é r e n c e s  d e  s t r u c t u r e  

p o u r r a i e n t  p e r t u b e r  l a  r e d i s t r i b u t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  myb au c o u r s  - 
d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  myéloïde  normale (Klempnauer e t  a l . ,  1984b) 

i 

+ l a  p r o t e i n e  v-myb e s t  p r o d u i t e  e n  g r a n d e  q u a n t i t é  - 
d a n s  l e s  c e l l u l e s  c i b l e s  i n f e c t é e s  g r % c e  a u x  s i g n a u x  d e  

t r a n s c r i p t i o n  f o u r n i s  p a r  l e  LTR v i r a l .  



2ème p a r t i e  : TRANSDUCTION DU PROTO-ONCOGENE c-myb (POULET) DANS 

UN AUTRE RETROVIRUS AVIAIRE : E26. 

L ' A D N  p r o v i r a l  du v i r u s  €26  a  é t é  c l o n é  à p a r t i r  d ' u n e  

banque de  f ragments  d'ADN d e  f i b r o b l a s t e s  d e  c a i l l e ,  E26QC1, 

t r a n s f o r m é s  p a r  c e  v i r u s  . Un b a c t é r i o p h a g e  r e c o m b i n a n t  

h y b r i d a n t  à l a  f o i s  a v e c  l a  s o n d e  v-myb e t  d e s  s o n d e s  - 
r e p r é s e n t a t i v e s  d e s  g è n e s  v i r a u x  d e  s t r u c t u r e  a  é té  i s o l é .  La 

c a r t e  phys ique  e t  g é n é t i q u e  d e  c e  c l o n e ,  l amba  E26-41 o b t e n u e  

a p r è s  d i g e s t i o n  d e  s o n  ADN p a r  d i f f é r e n t e s  enzymes d e  r e s t r i c t i o n  

e t  h y b r i d a t i o n  a v e c  l e s  s o n d e s  U5, g a g ,  p o l ,  v-myb, env e t  U3 - - - - -  - 
démontre q u ' i l  c o n t i e n t  un p r o v i r u s  e n t i e r .  De p l u s ,  sa s t r u c t u r e  

LTR-gag-myb-ets-env-LTR es t  e n  a c c o r d  a v e c  c e l l e  s u g g é r é e  

p récédemment  p a r  1' é t u d e  d e  1 ' ARN v i r a l  e n  h y b r i d a t i o n  l i q u i d e  

(Roussel  e t  a l . ,  1979 ; S t é h é l i n  e t  a l . ,  1 9 8 0  ; B i s t e r  e t  a l . ,  

1 9 8 2 )  ( F i g u r e  7 ) .  L e s  s é q u e n c e s  a p p a r e n t é e s  à A M V  v-myb, - 
p r é s e n t e s  d a n s  €26, o n t  pu ê t r e  l o c a l i s é e s  p a r  h y b r i d a t i o n  dans  

2  f r a g m e n t s  o b t e n u s  a p r è s  d i g e s t i o n  p a r  l e s  enzymes d e  

r e s t r i c t i o n  BamHI e t  EcoRI : 

+ un f ragment  BamHI-EcoRI d e  1.0 kbp c o n t i e n t  l a  f i n  du gène 

gag  t r o n q u é  e t  l a  p a r t i e  5 '  d e  E26 v-myb. - - 
+ un f r a g m e n t  EcoRI d e  2 . 5  kbp  c o n t i e n t  r e spec t ivement  de  

l ' e x t r é m i t é  5 '  v e r s  3' ( d é f i n i e s  p a r  r a p p o r t  au génome v i r a l )  l a  

p a r t i e  c e n t r a l e  e t  3 '  t e r m i n a l e  d e  E26 v-myb, l a  s é q u e n c e  - 
s p é c i f i q u e  v - e t s  e t  l e  d é b u t  d u  g è n e  e n v  t r o n q u é .  Ces deux  - - 
f r a g m e n t s  o n t  é té  r e c l o n é s  d a n s  d e s  p lasmides  e t  é t u d i é s  p l u s  e n  

d é t a i l .  

La d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  séquence  n u c l é o t i d i q u e  d e  E26 v-myb - 
e t  s a  c o m p a r a i s o n  a v e c  c e l l e  d'AMV v-myb e t  du gène  c e l l u l a i r e  

c-rnyb c o n s t i t u e r a i e n t  l ' a p p r o c h e  l a  p l u s  f i n e  d e  l ' é t u d e  d e s  - 
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- 5 1  b i s  - 
F i g u r e  7 : C a r t e  p h y s i q u e  e t  o r g a n i s a t i o n  g é n é t i q u e  du p r o v i r u s  

E26 c l o n é  d a n s  l e  b a c t é r i o p h a g e  recombinant  lambda E26Q1. 

Le r e c t a n g l e  o u v e r t  r e p r é s e n t e  l ' i n s e r t i o n  c e l l u l a i r e  e t  l e s  

l i g n e s  b r i s é e s  l e s  " b r a s "  du v e c t e u r  p h a g i q u e .  L e s  L T R s  s o n t  

s y m b o l i s é e s  p a r  d e s  r e c t a n g l e s  o u v e r t s  a l o r s  q u e  l e s  j o n c t i o n s  

e n t r e  c h a q u e  domaine (gag  e t  myb ; myb e t  e t s  ; e t s  e t  e n v )  - - - - - 
d o n t  l e s  s é q u e n c e s  n u c l é o t i d i q u e s  s o n t  connues s o n t  r e p r e s e n t é e s  

p a r  d e s  b a r r e s  v e r t i c a l e s .  

La f l è c h e  é p a i s s e  r e p r é s e n t e  1 ' i n f o r m a t i o n  v i r a l e  codan t  

pour  l a  p r o t é i n e  t r a n s f o r m a n t e  p u t a t i v e  de  E26, p135gag-m~b-ets. 

Enzymes d e  r e s t r i c t i o n  : B : BamHI ; E  : EcoRI ; Hd : HindI I I .  
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p rop r ié tés  de c e t t e  séquence e t  des modal i tés de sa t ransduct ion.  

Néanmoins, deux s t r a t é g i e s  peuvent permett re l ' o b t e n t i o n  beaucoup 

p l u s  rap ide des p r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  de E26 v-myb : - 
+ l 'é tab l i ssemen t  de l a  c a r t e  physique de E26 v-myb à l ' a i d e  - 

d'enzymes de r e s t r i c t i o n  dont l e s  s i t e s  de coupure dans AMV v-myb - 
sont connus (Klempnauer e t  a l . ,  1982 ; Rushlow e t  al., 1982). 

+ l a  comparaison des fragments du gène c-myb (pou le t )  cloné, - 
q u i  h y b r i d e n t  d'une p a r t  avec l a  sonde AMV v-myb e t  d 'au t re  p a r t  - 
avec chaque fragment de E26 v-myb u t i l i s é  comme sonde. 

La d i g e s t i o n  p a r  l e s  enzymes de r e s t r i c t i o n  Ava I I  e t  EcoRI 

d u  f ragment BamHI-EcoRI de E26 v-myb f o u r n i t  un  f ragment - 
A v a I I - A v a I I  de 55 p a i r e s  de bases e t  un fragment EcoRI-AvaII de 

225 p a i r e s  de bases t rouvés également dans AMV v-myb. De même à - 
l ' e x t r é m i t é  5 '  du fragment EcoRI de 2.5 kbp, une séquence de 350 

pa i res  de bases d é f i n i e  p a r  l e s  enzymes EcoRI e t  Sa11 semble 

c o l i n é a i r e  à l a  p a r t i e  cen t ra le  dlAMV v-myb p u i s q u ' e l l e  con t ien t  - 
l a  même s u c c e s s i o n  de 5 s i t e s  de coupures  d'enzymes de 

r e s t r i c t i o n  (EcoRI, Ps t I ,  SmaI, P s t I  e t  S a l I )  ( F i g u r e  8A). Les 

p a r t i e s  3 '  t e r m i n a l e s  de AMV e t  €26 v-myb n ' o n t  pu ê t r e  - 
comparées de c e t t e  manière  pu isqu 'aucun  s i t e  de r e s t r i c t i o n  

simple n ' é t a i t  d isponib le.  

Ces données o n t  é t é  confirmées e t  étendues par  l ' é t u d e  des 

c l o n e s  recomb inan ts  lambda CM-4 e t  CM-5 à l ' a i d e  de sondes 

s p é c i f i q u e s  de E26 v-myb . La sonde E26 v-myb BamHI-EcoRI de 1,O - - 
kbp d é t e c t e  dans l e  c l o n e  lambda CM-4 d i g é r é  p a r  EcoRI l e s  

f ragmen ts  c-myb 5.4 kbp e t  t r è s  f a i b l e m e n t  l e  1.1 kbp -ce - 
fragment ne c o n t e n a n t  que 20 nuc léot ides  d'homologie avec AMV 

v-myb n ' a  p u  & t r e  v i s u a l i s é  qu'après une autoragiographie t r è s  - 
longue-  e t  aucun fragment dans l e  lambda CM-5 (Figure 88, canaux 

1 e t  2 ) .  C e c i  démontre que l e  s i t e  EcoRI présent dans E26 v-myb - 
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F i g u r e  8 : E26 v-myb représente une forme tronquée de l 'oncogène 

v i r a l  AMV v-myb. - 
( A )  O r g a n i s a t i o n  du l o c u s  c-myb ( p o u l e t )  e t  comparaison des - 
c a r t e s  physiques de AMV v-myb e t  E26 v-myb. De bas en haut : pour - 
l e s  phages recombinants lambda CM-4 e t  lambda CM-5 couvrant l e  

l o c u s  c-myb comple t ,  l e s  b a r r e s  v e r t i c a l e s  r e p r é s e n t e n t  dans - 
l ' i n s e r t i o n  c e l l u l a i r e  de p o u l e t  ( l i g n e  épaisse) l e s  fragments 

-dont  l a  t a i l l e  en kbp e s t  i n d i q u é e  en dessous- générés p a r  

l'enzyme de r e s t r i c t i o n  EcoRI. 

La t r o i s i è m e  l i g n e  r e p r é s e n t e  l ' u n i t é  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  c-myb - 
c o m p l è t e  d o n t  l e s  l i m i t e s  d é f i n i e s  par  Gonda e t  a l .  (1983) sont  

symbolisées par l e s  2 f lèches.  L ' o r i e n t a t i o n  5' e t  3'  e s t  donnée 

p a r  r é f é r e n c e  à l ' o n c o g è n e  v i r a l  v-myb dans l e  v i r u s  AMV. De - 
même, l e s  r e c t a n g l e s  o u v e r t s  r e p r é s e n t e n t  l e s  7 r é g i o n s  

d ' h o m o l o g i e  d é f i n i e s  e n t r e  AMV v-myb e t  son homologue c e l l u l a i r e  - 
(Klempnauer e t  al., 1982). 

Ces 7 r é g i o n s  s o n t  f u s i o n n é e s  dans l e  v i r u s  AMV pou r  f o rmer  

1 'oncogène v-myb i n c l u s  dans un fragment KpnI - XbaI de 1.1 kbp - 
f l a n q u é  en 5 '  de 104 nuc léo t i des  du gènes p o l  (1 )  e t  en 3 '  de - 
33 nuc léo t ides  du gènes env (non représentés).  - 
Enzymes de r e s t r i c t i o n  u t i l i s é s  : A : A v a I I  ; E : EcoRI ; P : 

P s t I  ; K : KpnI ; Sa : Sa11 ; S : SmaI e t  Xb : XbaI. 

La c a r t e  phys ique  des deux f ragments du  p r o v i r u s  E26 

p o s i t i f s  avec l a  sonde v-myb : BamHI - EcoRI 1.0 kbp e t  - 
EcoRI-EcoRI 2.5 k b p  ( v o i r  f i g u r e  7 )  a é t é  é t a b l i e  avec l e s  

endonuc léases  de r e s t r i c t i o n  s u i v a n t e s  : A : A v a I I  pour  l e  

p r e m i e r  fragment e t  Hc : H i n c I I  ; Hd : H i n d I I I  ; P : P s t I  ; Sa : 

Sa11 e t  S : SmaI pour l e  second f ragment .  A u t r e s  a b r é v i a t i o n s  

u t i l i s é e s  : B: BamHI e t  E : EcoRI. 



- 5 2  t e r  - 
Les b a r r e s  v e r t i c a l e s  r e p r é s e n t e n t  l e s  j onc t i ons  d é f i n i e s  

précisemment grace à l a  séquence nuc léot id ique en t re  l e s  domaines 

gag e t  €26 v-myb d'une p a r t  e t  v-ets e t  env d ' a u t r e  p a r t .  - - - 
( 0 )  H y b r i d a t i o n  de E26 v-myb avec l e s  phages recombinants lambda 

CM-4 e t  lambda CM-5. 

Les deux phages recombinants po r tan t  l e  locus  c-myb pou le t  ( v o i r  - 
f i g u r e  8A) lambda CM-4 (canaux 1  e t  3) e t  lambda CM-5 (canaux 

2 e t  4) on t  é t é  d igérés  par EcoRI séparé p a r  é l e c t r o p h o r è s e  en 

g e l  d'agarose, t r a n s f é r é  sur  n i t r o c e l l u l o s e  e t  hybr idé  avec l e s  2 

f ragmen ts  E26 v-myb marqué au dCTP 3 2 ~  pa r  excision-resynthèse 

: BamHI-EcoRI 1.0 kbp ( canaux 1  e t  2) e t  EcoRI-EcoRI 2.5 kbp . 

(canaux 3  e t  4). 

La t ê t e  de f l èche  (canal  4) ind ique l a  p o s i t i o n  du fragment EcoRI 

9.0 kbp du l o c u s  c-myb p o u l e t  con tenan t  l a  rég ion  d'homologie - 
"E7" équivalente à l ' e x t r é m i t é  3 '  te rmina le  dlAMV v-myb. 
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e s t  é q u i v a l e n t  à c e l u i  s i t u é  au t i e r s  5 '  de AElV v-myb ou dans - 
l'ADN c e l l u l a i r e  à l a  j o n c t i o n  en t re  l e s  fragments EcoRI 1.1 e t  

2.1 kbp du gène c-myb. D 'aut re  pa r t ,  une d i g e s t i o n  par Ps t1  du 

f ragment  5.4 kbp EcoRI c l o n é  dans un  p lasmide  permet 

d ' i n d i v i d u a l i s e r  l e s  "exons" "El" e t  "E2" dans deux f ragments  

h y b r i d a n t  t o u t  deux avec l a  sonde E26 v-myb ; t o u t  "E2" e t  t o u t  - 
o u  p a r t i e  de "Elt1 on t  donc é t é  t r a n s d u i t s  dans €26. Néanmoins, 

il e s t  raisonnable de penser que l a  séquence i n t r o n i q u e  de " E l n  

- f o u r n i s s a n t  l e  s i t e  accepteur d 'ép issure  u t i l i s é  dans l a  genèse 

d u  messager 2.1 kb v-myb- a  é té  tronquée puisqu'aucun ARN v i r a l  

sous-génomique n ' e s t  détecté dans l e s  c e l l u l e s  i n fec tées  par  E26 

(Klempnauer e t  al . ,  1984). Il r e s t e  à savo i r  s i  c e t t e  ampu ta t i on  

t o u c h e  également l a  p a r t i e  codante  e t  exon ique de " E l t f .  La 

séquence nuc léot id ique de E26 v-myb permett ra de répondre à c e t t e  

quest ion ( v o i r  Discussion). 

Le fragment EcoRI 2.5 kbp de E26 v-myb hybr ide  quant B l u i ,  

avec l e  doublet  2.1-2.2 kbp dans l e  c lone lambda CM-4 (Figure 86, 

cana l  3). Cet te h y b r i d a t i o n  e s t  i m p u t a b l e  à chaque f ragment du 

d o u b l e t ,  puisque dans l e  c lone lambda CM-5 l a  même sonde révè le  

l e s  fragments EcoRI 1.9 kbp e t  2.2 kbp équivalents respectivement 

aux f ragmen ts  2.1-2.2 du c l o n e  lambda CM-4 ( F i g u r e  8A e t  8B, 

c a n a l  4 ) .  Le f ragment EcoRI 9.0 kbp c o n t e n a n t  l a  r é g i o n  

d '  homologie "E7" d é f i n i e  e n t r e  AMV v-myb e t  c-myb (pou le t )  n ' e s t  - - 
p a s  d é t e c t é  dans l e  c lone lambda CM-5 par  l a  sonde E26 v-myb 2.5 - 
k b p  EcoRI ( F i g u r e  88, c a n a l  4 ) .  C e t t e  r é g i o n  n ' a y a n t  pas 6 té  

t r a n s d u i t e  dans E26, E26 v-myb e s t  donc une forme tronquée au - 
moins  dans s a  p a r t i e  3 '  te rmina le  dtAMV v-myb. De p lus ,  l a  t r è s  - 
f a i b l e  h y b r i d a t i o n  e n t r e  l a  sonde E26 v-myb e t  l e  fragment 2.2 - 
kbp, b i e n  i n d i v i d u a l i s e  dans l e  c lone lambda CM-5, suggère que 

c e t t e  i n  fo rma t  i o n  absente  dans E26 v-myb englobe non seulement - 
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"E7" mais également une p a r t i e  de l a  séquence "€6" (F igure 80, 

c a n a l  4 ) .  En e f f e t  dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  l ' h y b r i d a t i o n  

obtenue e n t r e  l e  f ragment  EcoRI 2.2 kbp e t  l a  sonde AMV v-myb, - 
c o n t e n a n t  t o u t  "€6", es t  beaucoup p l u s  in tense (F igure  38, canal  

4) 

DISCUSSION : Grâce au clonage molécula i re d 'un p r o v i r u s  €26, l a  

p a r t i e  du gène c e l l u l a i r e  c-myb (pou le t )  t ransdu i te  par  ce v i r u s  - 
a pu ê t r e  en p a r t i e  d é f i n i e  e t  comparée à c e l l e  t r a n s d u i t e  par 

AMV. Les c a r t e s  phys iques  de €26 e t  AMV v-myb s o n t  fortement - 
s i m i l a i r e s  dans l a  p a r t i e  5 '  e t  c e n t r a l e  de l a  séquence 

t r a n s f o r m a n t e ,  ce q u i  e s t  en bon acco rd  avec l e s  60 

d ' h y b r i d a t i o n  ob tenus  e n t r e  1 ' A R N  de E26 e t  un cDNA myb p a r  

h y b r i d a t i o n  l i q u i d e  (Rousse l  e t  a l . ,  1979).  La d i f f é r e n c e  

observée e n t r e  AMV v-myb e t  E26 v-myb a  pu  ê t r e  . d é f i n i e  p a r  - - 
l ' é t u d e  des clones c e l l u l a i r e s  c-myb(pou1et) à l ' a i d e  de sondes - 
r a d i o a c t i v e s  des f ragments  E26 v-myb : l a  p o r t i o n  du gène - 
c e l l u l a i r e  c-myb homologue à l ' e x t r é m i t é  3 '  d i s t a l e  de AMV - 
v-myb, t o u t  "E7" e t  une p a r t i e  de "€6", n ' a  pas é t é  t ransdu i te  - 
par €26. L'étendue de c e t t e  amputation a  é t é  précisément d e f i n i e  

p a r  l ' o b t e n t i o n  de l a  séquence nuc léot id ique de E26 v-myb (Nunn 

e t  a l .  , 1983 ; B. Debu i re ,  communication personnel le) .  Les 128 

nuc léot ides  de l ' e x t r é m i t é  3 '  te rmina le  de l ' " e x o n t t  "€6" a i n s i  

que t o u t  "E7" (120 nuc léot ides)  sont  absents de E26 v-myb. Ceci - 
a r e p r é s e n t e  l ' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e  p e r m e t t a n t  l a  synthèse du 

q u a r t  c a r b o x y - t e r m i n a l  de l a  p45v-m~b. De même, l a  sequence 

n u c l é o t i d i q u e  de l a  p a r t i e  5 '  te rmina le  de E26 - v-myb a  conf irmé 

l 'absence de séquences appartenant à "El1' e t  notamment du s i g n a l  

d t 6 p i s s u r e .  Ce s i g n a l  d e v a i t  ê t r e  o b l i g a t o i r e m e n t  é l i m i n é  



p u i s q u '  aucun  AHN v i r a l  sous-génomique n ' a  é t é  dé tec té  dans l e s  

c e l l u l e s  t ransformées p a r  E26 (Klempnauer  e t  a l . ,  1984) .  C e t t e  

a m p u t a t i o n  a  éga lement  t o u c h é  l e s  1 0  p r e m i e r s  codons de l a  

p a r t i e  c o d a n t e  de " E l " .  Le domaine v-myb dans l a  p r o t é i n e  - 
t r a n s f o r m a n t e  p1359a9-myb-ets de €26 e s t  donc une forme tronquée 

dans sa  p a r t i e  h i n o  e t  Carboxy-terminale de l a  p45v-m~b. 

D ' a u t r e  p a r t ,  quelques muta t ions  p o n c t u e l l e s  e x i s t e n t  e n t r e  

l e s  r é g i o n s  communes d'AMV v-myb e t  E26 v-myb b i e n  que l e  cadre - - 
de l e c t u r e  u t i l i s e  dans c e s  2  v i r u s  s o i t  i d e n t i q u e  à c e l u i  du 

gène c e l l u l a i r e  c-myb ( B o y l e  e t  a l . ,  1983 ; Klempnauer e t  al'., - 
1983a) .  Ces d i f f é r e n c e s  r e f l é t e n t  des e r r e u r s  i n t r o d u i t e s  p a r  l a  

r é t r o p o l y m é r a s e  a p r è s  l a  t r a n s d u c t i o n  e t  l a  r é p l i c a t i o n  

indépendantes de l a  même séquence c e l l u l a i r e  dans deux i s o l a t s  de 

r é t r o v i r u s .  

Le mécanisme de recombinaison q u i  a  donné naissance au v i r u s  

E26 e n  j o i g n a n t  e n  phase avec l e  gène v i r a l  gag, deux séquences - 
d ' o r i g i n e  c e l l u l a i r e s  provenant de deux l o c i  d i s t i n c t s  c-myb e t  

c - e t s ,  r e s t e  i n c o n n u  p o u r  l ' i n s t a n t .  On p e u t  i m a g i n e r  un  

phénomène e n  deux é t a p e s  p a r  recombinaison success ive avec l e s  

deux gènes e t  d i s p a r i t i o n  d 'un v i r u s  i n t e r m é d i a i r e  " f o s s i l e "  q u i  

n e  p o s s é d a i t  que l ' u n e  ou  l ' a u t r e  des  séquences c e l l u l a i r e s .  

L ' i n t e r v e n t i o n  du v i r u s  AMV comme i n t e r m é d i a i r e  dans l a  f o rma t i on  

de  E26 p e u t  cependan t  ê t r e  e x c l u e .  Il e s t  d i f f i c i l e m e n t  

c o n v e v a b l e  de c r é e r  u n  v i r u s  d e  s t r u c t u r e  gag-myb-ets-env à ---- 
p a r t i r  d ' u n  v i r u s  de  s t r u c t u r e  gag-pol-myb. De p l u s  AMV e t  son --- 
h e l p e r  n a t u r e l  MAV (Myeloblastosis-Associated V i rus )  possèdent 

une r é g i o n  U3 d'un t y p e  p a r t i c u l i e r  (Klempnauer e t  al., 1982) q u i  

n ' e s t  pas re t rouvée  dans E26.Alternat ivement,  une un ique étape de 



r e c o m b i n a i s o n  dans une c e l l u l e  où l e s  deux gènes c e l l u l a i r e s  

au ra ien t  é t é  fusionnés par un remaniement chromosomique a u r a i t  p u  

donner naissance à E26. 

Le r a l e  r e s p e c t i f  de chaque séquence c e l l u l a i r e  dans l e  

spec t re  oncogène i n d u i t  p a r  E26 - c l a i r e m e n t  d i s t i n c t  ce  c e l u i  

d'AMV - e s t  également  obscur .  Deux hypothèses peuvent  ê t r e  

proposées : 

+ chaque domaine p o u r r a i t  ê t r e  r e s p o n s a b l e  de l a  

t r a n s f o r m a t i o n  de c e l l u l e s  a p p a r t e n a n t  à une l i g n é e  

h é m a t o p o ï é t i q u e  : e t s  dans l e  cas des c e l l u l e s  érythroïdes,  myb - - 
dans l e  c a s  des c e l l u l e s  myé lo ïdes  (E26 v-myb p o u r r a i t  a l o r s  - 
r e p r é s e n t e r  l a  p a r t i e  m i n i m a l e  du gène c-myb responsable de l a  - 
trans fo rma t ion  myéloïde) . 

+ l e s  p r o p r i é t é s  transformantes de myb p o u r r a i t  en ê t r e  - 
augmentées g r â c e  à l ' a c t i o n  de e ts .  E26 t o u t  comme AEV (Avian - 
E r y t h r o b l a s t o s i s  V i rus)  ou erbA e s t  un p o t e n t i a t e u r  de l 'oncogène - 
v i r a l  e r b 8  c o n s t i t u e r a i t  un exemple " i n  v ivo"  de complémentation - 
e n t r e  oncogènes, d é f i n i e  " i n  v i t r o "  par l e  t e s t  de t rans format ion  

des N I H  3T3 ( F r y k b e r g  e t  a l . ,  1983 ;Land e t  a l . ,  1983b) pou r  

d 'au t res  oncogènes. 

3ème P a r t i e  : CLONAGE DU PROTO-ONCOGENE c-myb DANS L'ADN HUMAIN. 

Des f ragmen ts  d '  ADN t o t a l  de  p lacen ta  humain obtenus par  

l'enzyme de r e s t r i c t i o n  EcoRI o n t  é t é  séparés par  é l e c t r o p h é r è s e  

s u r  g e l  d 'agarose,  t r a n s f é r é s  s u r  n i t r o c e l l u l o s e  s e l o n  l a  

t e c h n i q u e  de Sou the rn  e t  h y b r i d é s  avec l a  sonde v-myb en - 
c o n d i t i o n s  r e l a c h é e s .  Ces c o n d i t i o n s  -augmen ta t i on  de la 

concen t ra t i on  en NaCl dans l e  tampon d ' h y b r i d a t i o n  e t  de l a v a g e  



e t  d i m i n u t i o n  de  l a  t e m p é r a t u r e  d e  lavage-  s o n t  n é c e s s a i r e s  pour 

s t a b i l i s e r  l e s  h y b r i d e s  o b t e n u s  e n t r e  l a  s é q u e n c e  humaine  e t  

v i r a l e  q u i  p r é s e n t e n t  une d i v e r g e n c e  phy logéné t ique  d e  que lques  

3 0 0  m i l l i o n s  d ' a n n é e s .  Dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  sonde  AMV v-myb - 
d é t e c t e  d a n s  l ' A D N  humain d e u x  f r a g m e n t s  EcoRI d e  t a i l l e  

r e s p e c t i v e ,  2.8 e t  2.0 kbp ( F i g u r e  9A, c a n a l  1 ) .  

Le g è n e  c-myb humain  a  é t é  c l o n é  à p a r t i r  d ' u n e  banque de  - 
f r a g m e n t s  d  ' A D N  d e  f o i e  f o e t a l  o b t e n u s  p a r  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  

avec  les enzymes de  r e s t r i c t i o n  AluI  e t  H a e I I I  e t  i n s e r t i o n  d a n s  

les "bras"  du v e c t e u r  phagique Charon 4A. Lors  de  l ' e x p é r i e n c e  de 

c r i b l a g e  d e  l a  banque d e  g è n e s  ( 3 0 0  0 0 0  b a c t é r i o p h a g e s  p o u r  4 

b o î t e s ) ,  e n  c o n d i t i o n s  n o n - s t r i c t e s ,  t r o i s  c a n d i d a t s  o n t  é t é  

ob tenus .  Néanmoins, l e s  é t a p e s  d e  p u r i f i c a t i o n  u l t é r i e u r e s  o n t  

démont  ré q u e  deux d e  c e s  c a n d i d a t s  r e p r é s e n t a i e n t  d e s  a r t é f  a c t s  

d u s  à u n e  h y b r i d a t i o n  non s p é c i f i q u e  d a n s  les  c o n d i t i o n s  d e  

c r i b l a g e  u t i l i s é e s .  S e u l  un c l o n e ,  l a m b d a  HM-1, h y b r i d a n t  de  

façon  s i g n i f i c a t i v e  e t  r e p r o d u c t i b l e  avec l a  s o n d e  v i r a l e  a  é t é  

é t u d i é  p l u s  e n  d é t a i l .  L ' A D N  d e  c e  c l o n e ,  a p r è s  d i g e s t i o n  p a r  

EcoRI r é v è l e ,  o u t r e  l e s  " b r a s " ,  du v e c t e u r  d e s  f r a g m e n t s  d e  

t a i l l e  r e s p e c t i v e  5,O ; 2 , 8  ; 2,O ; 1 , 2  e t  0 , 9  kbp ( F i g u r e  98,  

c a n a l  1 ) .  La c a r t e  physique de  c e t t e  i n s e r t i o n  c e l l u l a i r e  a é t 4  

c o n s t r u i t e  g r â c e  à u n e  s t r a t é g i e  analogue à c e l l e  d é c r i t e  pour 

l e s  c l o n e s  c-myb ( p o u l e t ) .  L ' o r d r e  d e s  f ragments  a i n s i  dé te rminé  - 
e s t  l e  s u i v a n t  : 0 , 9  ; - 2 , 8  ; 1,2 ; 2,6 ; 2,O ; 5,0 (Figure9D) ; - - 
l e s  f r a g m e n t s  5,O e t  0 , 9  kbp  r e p r é s e n t a n t  l e s  f r a g m e n t s  d e  

j o n c t i o n  e n t r e  l ' A D N  humain  e t  l e  v e c t e u r .  La sonde  AMV v-myb - 
h y b r i d e  avec  5  f ragments  EcoRI du c l o n e  lambda HM-1 : 5,O ; 2 , 8  ; 

2,6 ; 2,O e t  1 , 2  kbp ( F i g u r e  98,  c a n a l  2 ) .  La b a n d e  d e  2 .8  kbp 

v i s u a l i s é e  d a n s  1 ' A D N  t o t a l  est donc c o n s t i t u é e  d ' u n  d o u b l e t  de  

deux f r a g m e n t s  -2,8 e t  2 , 6  kbp-non s d p a r é s  s u r  l e  g e l  ( F i g u r e  9A, 
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F i g u r e  9 : Le l ocus  c-myb humain - 
( A )  Des fragments d'ADN de p lacen ta  humain d i g é r é  pa r  l 'enzyme de 

r e s t r i c t i o n  EcoRI  o n t  é t é  sépa rés  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  

d ' a g a r o s e ,  t r a n s f é r é s  s u r  n i t r o c e l l u l o s e  e t  h y b r i d é  avec l e  cDNA 

myb. 

( 8 )  L'ADN d u  c l o n e  lambda HM-1 a  é t é  t r a i t é  comme d é c r i t  

c i - d e s s u s  : v i s u a l i s a t i o n  des  f r a g m e n t s  a p r è s  c o l o r a t i o n  a u  

b romure  d ' é t i - i i d i um ( c a n a l  1 )  e t  h y b r i d a t i o n  avec l e  cDNA rnyb 

( cana l  2) 

(C) Des a l i q u o t s  de l ' A D N  du c l o n e  lambda HM-1 t r a i t é  comme en 

( 0 )  o n t  é t é  hyb r i dés  avec l e s  f r a g m e n t s  EcoRI  du  c l o n e  lambda 

CM-4 marqués au dCTP 3 2 ~  : 5.4 kbp ( c a n a l  1 )  ; 1.1 kbp (cana l  2 )  

; 2.1 kbp ( c a n a l  3) e t  2.2 kbp ( cana l  4). De même, l e  c a n a l  5 a  

é t é  hyb r i dé  avec l e  9.0 kbp du c l one  lambda CM-5 

( D )  O r g a n i s a t i o n  du l o c u s  c-myb humain dans l e  phage recombinant 

lanbda HH-1. 

F I :  t a i l l e  en kbp des fragments d'ADN obtenus après d i g e s t i o n  

par  EcoRI 

S : s i t e s  EcoRI a r t i f i c i e l s  ( v o i r  légende de l a  F igu re  3) 

A A: f ragments h y b r i d a n t  avec l e  cDNA myb 
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cana l  1). De même, l a  s e n s i b i l i t é  accrue de ce t e s t ,  u t i l i s a n t  un 

ADN hautement p u r i f i é  permet de détecter  deux autres fragments du 

gène c-myb humain hybr idant  avec l a  sonde AMV v-myb : un fragment - 
EcoRI de 1,2 kbp e t  un fragment EcoRI " a r t i f i c i e l "  de 5.0 kbp. 

Ces fragments pour ra ien t  donc c o n t e n i r  des r é g i o n s  d 'homolog ie  

avec l a  séquence v i r a l e  de p e t i t e  t a i l l e  e t  /ou ayant fortement 

divergées, ce q u i  e x p l i q u e r a i t  l e u r  n o n - d é t e c t i o n  dans 1 'ADN 

t o t a l .  

Chaque fragment EcoRI du gène c-myb humain a é t é  cloné dans - 
des p lasmides e t  hybr idé  avec l a  sonde AMV - v-myb après d iges t i on  

par  d iverses enzymes de r e s t r i c t i o n .  Ces r é s u l t a t s  on t  montré que 

des séquences homologues à AMV v-myb s o n t  séparées p a r  des - 
r é g i o n s  non hybridantes, suggèrant une organ isa t ion  en mosaïque 

pour l e  gène c-myb hunain (F igure  11). 

Finalement, l 'homologie en t re  l e s  l o c i  c e l l u l a i r e s  a v i a i r e  

e t  humain a é t é  étudiée par h y b r i d a t i o n  e n t r e  l e s  f ragments  du 

gène c-myb ( p o u l e t )  u t i l i s é s  comme sonde e t  une d iges t i on  EcoRI - 
du c l o n e  lambda HM-1. Les deux l o c i  apparaissent c o l i n é a i r e s  -au 

moins  dans l a  zone équivalente à l 'oncogène v i r a l  - v-myb- puisque 

chaque f ragment  du gène c-myb p o u l e t  h y b r i d e  avec un s e u l  - 
fragment EcoRI s i t u é  en p o s i t i o n  analogue dans l e  gène humain 

(Figures 9C, 9D e t  11). 

Il r e s t a i t  néanmoins à démontrer  que l e  clone lambda HM-1 

c o n t i e n t  t ou tes  l e s  séquences homologues à l a  p a r t i e  3 '  dlAMV 

v-myb dans l e  f ragment  EcoRI " a r t i f i c i e l "  -e t  donc tronqué- de - 
5.0 kbp. Ce fragment hybr ide à l a  f o i s  avec l a  sonde v i r a l e  v-myb 

e t  avec l e  fragment EcoRI 9.0 kbp du gène - c-myb ( p o u l e t )  

contenant l a  p a r t i e  3 '  d i s t a l e  de AMV v-myb. De p lus,  l e  fragment - 
S s t I  2.7 kbp -obtenu à p a r t i r  du 9.0 kbp EcoRI du lambda CM-5 

e t  c o n t e n a n t  l e s  séquences c e l l u l a i r e s  du gène c-myb (pou le t )  



I 
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F i g u r e  10 : L o c a l i s a t i o n  de séquences hunaines r é p é t i t i v e s  dans 

l e  c lone lambda HM-1 

( A )  H y b r i d a t i o n  e n t r e  l'ADN du phage HM-1 d igéré  par EcoRI e t  l a  

sonde r é p é t i t i v e  humaine 

( 0 )  Les  f ragmen ts  EcoRI 5.0 e t  2.8 kbp, contenant l e s  séquences 

r é p é t i t i v e s  o n t  é t é  c l o n é e s  dans l e s  p lasmides  pHM-5.0 e t  

pHM-2.8 r e s p e c t  i vement .  L ' ADN de pHM-2.8 a é t é  d igé ré  s o i t  par  

EcoRI e t  XbaI (cana l  1) ou par  EcoRI, XbaI e t  BamHI, soumis à une 

é l e c t r o p h o r é s e  en g e l  d'agarose, t r a n s f é r é  sur  n i t r o c e l l u l o s e  e t  

hybr idé  avec l a  sonde r é p é t i t i v e  humaine. La même expér ience  a 

é t é  r é a l i s é e  avec une d i g e s t i o n  par  XbaI du c lone pHM-5.0 (canal  

3)  

Les f ragmen ts  BamHI-XbaI 0.7 k b p  du c l o n e  pHM-2.8 e t  

XbaI-XbaI 2.8 kbp du c l o n e  pHM-5.0 p o s i t i f s  avec l e  cDNA myb 

( v o i r  F igure  11) ne cont iennent pas de séquences répétées. 
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s i t u é e s  e n  a v a l  ( 3 ' )  d e  l a  r é g i o n  homologue v i r a l e  "E7"- h y b r i d e  

également  a v e c  l e  f ragment  EcoRI 5.0 kbp du c l o n e  lambda HM-1 a u  

n i v e a u  du f r a g m e n t  XbaI 1 . 4 5  kbp ( V o i r  F i g u r e  1 1 ) .  Toutes  c e s  

d o n n é e s  d é m o n t r e n t  d o n c  c l a i r e m e n t  q u e  l e  c l o n e  lambda HM-1 

c o n t i e n t  t o u t  e s  l e s  séquences  humaines homologues à l ' oncogène  

a v i a i r e  AMV v-mvb. 

A f i n  d e  d é f i n i r  d e s  s o n d e s  s p é c i f i q u e s  du géne c-myb hunain  - 
u t i l i s a b l e s  d a n s  d e s  e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  e n  phase  s o l i d e  

avec  d e s  A D N s  ou A R N s  humains e x t r a i t s  de  d i f f é r e n t e s  tumeurs,  il 

f a l l a i t  au p r é a l a b l e  l o c a l i s e r  l e s  séquences  r é p é t i t i v e s  huna ines  

d a n s  l e  l o c u s  c-myb. La p r é s e n c e  d e  t e l l e s  séquences  -communes e t  - 
d i s p e r s é e s  d a n s  t o u t  l ' A D N  humain- dans  un f ragment  u t i l i s é  comme 

sonde  p e r m e t t r a i t  l a  d é t e c t i o n  de  nombreux f r a g m e n t s  d  ' A D N  non  

a p p a r e n t é s  a u  g è n e  c-myb e t  r e n d r a i t  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  - 
i n i n t e r p r é t a b l e s .  Une s o n d e  p r é p a r é e  p a r  e x c i s i o n  r e s y n t h è s e  

d'ADN humain se r é a s s o c i a n t  rapidement  (Cot i n f é r i e u r  à 400 m x  1 

x  s - 1 )  e t  d o n c  p r é s e n t  d a n s  l e  génome humain à p l u s i e u r s  c o p i e s  

- r appe lons  à c e  p r o p o s  q u e  l e  Cot  1 / 2  d ' u n  g è n e  humain c o p i e  

u n i q u e  e s t  d e  3000  m x 1 x  s - 1 -  d é t e c t e  d e  t e l l e s  s é q u e n c e s  

r é p é t é e s  d a n s  l e s  f r agments  EcoRI 5.0 e t  2 .8  kbp du c l o n e  l ambda  

H M - 1  ( F i g u r e  IOA, c a n a l  1 ) .  La même e x p é r i e n c e  r é a l i s é e  a v e c  c e s  

f r a g m e n t s  r e c l o n é s  d a n s  d e s  p lasmides  e t  d i g é r é s  p a r  l e s  e n z y m e s  

d e  r e s t r i c t i o n  EcoRI ,  BamHI e t  XbaI d a n s  l e  c a s  du f ragment  2.8 

kbp e t  XbaI  d a n s  l e  c a s  du f r a g m e n t  5 . 0  kbp i n d i q u e  q u e  ces 

s é q u e n c e s  r d p é t é e s  n e  s o n t  p a s  l o c a l i s é e s  d a n s  d e s  r é g i o n s  

h y b r i d a n t s  a v e c  l a  sonde  AMV v-myb ( F i g u r e  108,  canaux 1  à 3 e t  - 
F i g u r e  1 1 ) .  

Le f r a g m e n t  BamHI-XbaI 0.7 kbp p r é p a r é  à p a r t i r  du f ragment  

EcoRI 2.8 kbp e t  dépourvu d e  séquences  r é p é t i t i v e s  a é t é  c h o i s i  

comme s o n d e  s p é c i f i q u e  d u  g è n e  c-myb humain .  En e f f e t ,  il - 
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F i g u r e  11 : Comparaison d e s  l o c i  c-myb ( p o u l e t )  e t  c-myb (homme). - - 
L e s  c a r t e s  phys iques  d é t a i l l é e s  d e s  l o c i  c-myb ( p o u l e t )  e t  c-myb - - 
(homme) o n t  é t é  c o n s t r u i t e s  à l ' a i d e  d e s  enzymes d e  r e s t r i c t i o n  

s u i v a n t e s  : 

B : BamHI ; Hd : H i n d I I I  ; S : S s t I  e t  Xb : XbaI ( d a n s  l e  c a s  du 

l o c u s  c-myb (homme) u n i q u e m e n t ) .  L ' o r i e n t a t i o n  5 '  v e r s  3 '  e s t  - 
donnée p a r  r a p p o r t  h l ' o n c o g è n e  v i r a l  AMV v-myb. 

A u t r e s  symboles  u t i l i s é s  : 

IL: t a i l l e  e n  kbp d e s  f ragments  d'ADN ob tenu  a p r è s  d i g e s t i o n  

p a r  EcoRI . 
A : l i m i t e s  p u t a t i v e s  d e  1 ' u n i t é  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  c-myb - 

( p o u l e t )  (Gonda e t  a l . ,  1983) .  

1: r é g i o n s  d ' h o m o l o g i e  e n t r e  AMV v-myb e t  c-myb ( p o u l e t )  - - 
Klempnauer e t  a l . ,  1982) .  

Dans l e  c a s  du l o c u s  c-myb (homme) : - 
I : r é g i o n s  d ' h o m o l o g i e  e n t r e  l e  l o c u s  c e l l u l a i r e  e t  AMV 

v - m y b  d é f i n i e s  à l a  f o i s  p a r  h y b r i d a t i o n  ( c e  mémoire) e t  p a r  d e s  - 
é t u d e s  de  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  ( F r a n c h i n i  e t  a l . ,  1983).  

A A: r é g i o n s  d 'homologie  avecc  AMV v-myb d é t e c t é e s  uniquement - 
p a r  h y b r i d a t i o n  ( c e  mémoire). 

O O:  f ragments  c o n t e n a n t  les séquences  r é p é t i t i v e s  huna ines  

J h y b r i d a t i o n  d é t e c t é e  e n t r e  l e  f ragment  du l o c u s  a v i a i r e  

e t  l e  f ragment  homologue du l o c u s  humain. 



c o n t i e n t  t ou tes  l e s  séquences humaines homologues à l a  p a r t i e  5 '  

d e  AMV v-myb ("El1 '  e t  "E2") s o i t  e n v i r o n  415 n u c l é o t i d e s  de - 
séquence v i r a l e  codante pour une t a i l l e  de 700 p a i r e s  de bases 

(F igure  12A canal  1).  Ceci donne un r a p p o r t  séquences codantes  

( "exons" )  s u r  séquences non codantes ( " i n t rons " )  t r è s  élevé de 

l ' o r d r e  de 60 %. Cet te sonde d é t e c t e  dans d i f  t 'é ren tes  c e l l u l e s  

hématopo ïé t i ques  humaines - e t  notamment dans l a  l i g n é e  de 

c e l l u l e s  érythroïdes,  K562- u n  ARN messager de 3.8 kb, t a i l l e  

t r è s  v o i s i n e  de c e l l e  du gène c-myb chez l e  pou le t  (F igure 128, - 
canaux 1  e t  2 ) .  

De meme, c e t t e  sonde u t i l i s é e  en h y b r i d a t i o n  avec des 

d i l u t i o n s  s u c c e s s i v e s  dlARN e x t r a i t s  de tumeurs  e t  f i x é s  s u r  

n i t r o c e l l u l o s e  ( " D o t - B l o t "  ; Thomas, 1981) se r é v è l e  de 5  à 10 

f o i s  p l u s  sens ib le  que l a  sonde v i r a l e  v-myb, même lo rsque c e t t e  - 
dern iè re  es t  u t i l i s é e  en c o n d i t i o n s  non -s t r i c tes  (F igure  12 C). 

DISCUSSION. Les séquences c e l l u l a i r e s  homologues à l'oncogène 

v i r a l  v-myb du v i r u s  de l a  myéloblastose a v i a i r e  (AMV) ont  é t é  - 
c l o n é e s  dans un phage recomb inan t  lambda HM-1. Ces séquences 

présentent  une s t r u c t u r e  en mosaïque r é p a r t i e  s u r  e n v i r o n  13,6 

kbp d'ADN c e l l u l a i r e  humain. Tout comme son homologue av ia i re ,  ce 

l o c u s  semble ê t r e  1 ' unique l o c u s  c-myb humain puisque récemment - 
F r a n c h i n i  e t  a l . ,  (1983) o n t  c loné à p a r t i r  d ' a u t r e s  banques de 

génes humains des bactér iophages recombinants contenant l e  méme 

gène. Le c lonage  de c-myb dans deux espèces d i f f é r e n t e s  nous a  - 
p e r m i s  d ' e n v i s a g e r  l a  conserva t ion  phylogénétique de ce gène au 

c o u r s  de 300 m i l l i o n s  d 'années d ' é v o l u t i o n .  Le gène c-myb n ' a  - 
apparemment s u b i  aucun remaniement de s t r u c t u r e  e t  présente une 

s t r u c t u r e  c o l i n é a i r e  dans l e s  deux esphces avec l e s  "exons" 

d i s t r i b u e s  de façon s i m i l a i r e .  Seule l a  f a i b l e  h y b r i d a t i o n  e n t r e  
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F igure  12 : Transc r ip t i on  du gène c-myb humain 

(A )  l 'ADN du p l a s m i d e  pHM-2.8 a é t é  d i g é r é  par l e s  enzymes de 

r e s t r i c t i o n  EcoRI (E), BamHI (B) e t  XbaI (Xb). Un unique fragment 

(A  A)  BamHI-XbaI 0.7 kbp h y b r i d e  avec l a  sonde cDNA myb (cana l  

1 ) .  Ce f ragment  a p u  ê t r e  u t i l i s é  comme sonde humaine c-myb - 
s p é c i f i q u e  c a r  il ne c o n t i e n t  pas de séquences humaines 

r é p é t i t i v e s  (* @). 

( 8 )  LIARN c-myb humain e s t  d é t e c t é  dans une l i g n é e  é ry th ro ïde  

humaine k562, à 1' a i d e  de c e t t e  sonde 0.7 BamHI-XbaI (canal 2).  

La t a i l l e  (3.8 k b )  e s t  t r è s  s i m i l a i r e  à c e l l e  du  t r a n s c r i t  

a v i a i r e  dé tec té  pa r  l e  cDNA myb dans l a  l i g n é e  lymphoïde a v i a i r e  

MSBI (canal  1 ) .  Les t ê t e s  de f l è c h e s  i n d i q u e n t  l a  p o s i t i o n  des  

ARN ribosomaux 18s e t  28s u t i l i s é s  comme marqueurs de t a i l l e .  

( C )  Des quan t i t és  décro issantes ( fac teu r  de d i l u t i o n  2.5) dlAHN 

p o l y a d e n y l é  des l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  hématopoïét iques humaines 

K I 1 2  e t  HL60 o n t  é t é  déposées s u r  n i t r o c e l l u l o s e  s e l o n  l a  

t e c h n i q u e  de Thomas (1980) .  LIARN f i x é  a é t é  h y b r i d é  en 

cond i t i ons  s t r i c t e s  avec l a  sonde 0.7 kbp BamHI-XbaI. Après une 

a u t o r a d i o g r a p h i e  de 24 h,  l a  n i t r o c e l l u l o s e  a é t é  déshybridée 

p u i s  rehybr idée avec l e  cDNA myb, en c o n d i t i o n s  r e l a c h é e s ,  e t  

autoradiographiée pendant 24 h. 
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l a  sonde v-myb e t  l e  f ragment EcoRI de 5.0 kbp -comprenant l e s  - 
séquences homologues à l a  r é g i o n  3 '  t e r m i n a l e  de l ' oncogène  

v i r a l -  l a i s s e  supposer une moins bonne c o n s e r v a t i o n  de c e t t e  

p a r t i e  du gène ( F i g u r e  98, Canal  2 ; F r a n c h i n i  e t  a l . ,  1983). 

Néanmoins, c e t t e  homologie de s t r u c t u r e  ne semble pas l i m i t é e  

uniquement à l a  r é g i o n  du géne t ransdu i te  dans l e  v i r u s  a v i a i r e  

-région q u i  p o u r r a i t  c o n s t i t u e r  l a  p a r t i e  e s s e n t i e l l e ,  donc l a  

mieux conservée du gène- puisque l e s  ARNs de 3,8 e t  4,O kb sont 

de t a i l l e  t r è s  voisines, ind iquant  donc une conservat ion du locus  

e n t i e r .  Les séquences p r é s e n t e s  dans 1'ARN messager c e l l u l a i r e  

sont  comme dans l e  cas du gène c-myb pou le t  s i t uées  immédiatement - 
e n  3 e t  5 '  des séquences homologues à l 'oncogène v i r a l  v-myb. - 
(Franch in i  e t  a l . ,  1983). Grâce à une sonde du fragment EcoRI 2.0 

kbp,  l e  gène c-myb humain a pu ê t r e  l o c a l i s é  sur  l e  chromosome 6 - 
bandes q22-q24, r é g i o n  q u i  semble ê t r e  t r a n s l o q u é e  dans 

d i f f é r e n t s  cas  de leucémies  l y m p h o c y t a i r e s  ou de lymphomes 

c e l l u l a i r e s  T (Dalla-Favera e t  al . ,  1982 ; Harper e t  al., 1983). 

De p l u s ,  l e  t a u x  de t r a n s c r i p t i o n  du gène c-myb humain, élevé 

dans l e s  p r é c u r s e u r s  hématopoïétiques immatures diminue avec l a  

d i f f é r e n c i a t i o n  de ces c e l l u l e s  (Westin e t  al . ,  1982). 

La conna issance de l a  c a r t e  physique e t  de l a  l o c a l i s a t i o n  

chromosomique de c-myb a i n s i  que l a  d i s p o n i b i l i t é  de fragments - 
c l o n é s  p e r m e t t a n t  une dé tec t i on  sensib le e t  rep roduc t ib le  de l a  

t r a n s c r i p t i o n  de ce gène d e v r a i t  permett re une étude systématique 

de d i f f é r e n t e s  tumeurs. Cec i  d e v r a i t  à l ong  terme permettre de 

d é f i n i r  l e  r a l e  poss ib le  de c-myb dans 1' i n d u c t i o n  de néoplasmes 

h m a i n s .  
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Chicken and human cell DNA contains sequences homo- 
logous to the avian myeloblastosis virus oncogene, v-myb. 
These cellular sequences, c-myb (human) and c-myb (chicken), 
were isolated from libraries of human or chicken cell DNA 
fragments, generated by partial digestion with the restriction 
enzymes AluI and HaeIII, and compared. The chicken c-myb 
locus isolated from two distinct overlapping recombinant 
phages, contained five contiguous EcoRI fragments of 5.4, 
1.1,2.1,2.2 and 9 kbp, accounting for al1 the bands seen 4 t h  
a v-myb probe in a complete EcoRI digest of chicken cellular 
DNA. Likewise, the screening of the human tibrary yielded a 
recombinant phage hybndizing with the v-myb specific pro- 
be, that contained five EcoRI fragments of 2.8. 2.6, 2.0, 1.2 
and 5.0 kbp (the last ending with an artificial EcoRI site, due 
to the construction of the tibrary) belonging to the c-myb 
(human) locus. Probes using the EcoRI chicken DNA cloned 
fragments revealed corresponding contiguous EcoRI 
fragments in the human clone. Subsequent analyses of 
cellular polyadenylated mRNA extracted from human and 
chicken cells allowed the identification of single RNA species 
of 3.8 and 4.0 kb, respectively, as the representative trans- 
cnpts of the c-myb locus in the two species. Thus, c-myb ap- 
pears as a single locus in man and chicken, consewed with a 
similar structure in the two distantly related species. Our 
preparation of a specific human c-myb probe with an increas- 
ed sensitivity on DNAAWA blots should facilitate analyses 
conceming this gene in human normal or tumour cells or 
tissues. 
Key word!: avian myeloblastosis virus/viral oncogene/ 
cellular oncogene/DNA cloning/RNA blotting 

Introduction 
Acute transforming retroviruses are responsible for the 

onset of different types of cancers in many vertebrate species. 
The avian defective leukemia viruses (DLV), whose cellular 
targets are primarily hematopoietic cells, is a particularly well 
studied group. When propagated in vivo, these viruses induce 
different types of cancers within a few weeks of inoculation 
and they transform hematopoietic celis in vitro; some strains 
also transform fibroblasts and epithelial cells (Graf and Beug, 
1978; Graf and Stehelin, 1982). They are al1 defective for 
replication and need, for their propagation, helper virus con- 
taining the normal viral structural genes (gag, pol and env) 
(Graf and Stehelin, 1982). Their genomic RNA contains both 
helper virus-related sequences and specific sequences called v- 
ont, implicated in the transformation process. These v-onc 
sequences have normal cellular counterparts, (c-onc), in the 
DNA of vertebrates and possibly invertebrates (Shi10 and 

*To whom reprint requests should be sent. 

Weinberg, 1981). These highiy transforming retroviruses are 
thought to have arisen from genetic recombination between 
poorly oncogenic helper viruses and phylogenetically stable 
cellular genes. How such recombination occurred is not yet 
well understood (Graf and Stehelin, 1982; Bishop, 1982). 

The eight available DLV isolates have been divided into 
several groups according to their transforming potentials and 
vsnc genes. The avian myeloblastosis group includes avian 
myeloblastosis virus (AMV) and E26, two myeloblastosis- 
inducing virus strains which have been obtained as indepen- 
dent isolates (Graf and Beug, 1978). AMV (Beard, 1963; 
Moscovici, 1975) incudes myeloblastosis in chickens and 
transforms immature myeloid cells (Gazzolo et al., 1979) as 
well as mature macrophages (Durban and Boettiger, 1981) 
from chick embryo yolk sac cultures; AMV is so far the only 
DLV strain which has a transforming capacity restricted to 
the hematopoietic lineage (Graf and Stehelin, 1982). 

The 7.2-kb AMV genomic RNA contains a complete func- 
tional gag gene, most of the pol gene and a transforming se- 
quence, v-myb, in place of env sequences (Souza et al., 1980). 
The expression of v-myb is achieved through the presence of a 
subgenomic spliced RNA of 2.1 kb found in all AMV- 
transformed cells (Gonda et al., 198 1). This spliced RNA con- 
tains v-myb as well as regulatory sequences denved from the 
5' (U5) and 3' (U3) part of the genomic RNA (Graf and 
Stehelin, 1982). Sequencing of v-myb revealed a single open 
reading frame, which might code for a protein of 30 000 
daltons (265 amino acids) (Rushlow et al., 1982) or, alter- 
natively, of 45 000 daltons, if an upstream initiation codon is 
used (Klempnauer et al., 1982). 

E26 is another myeloblastosis virus independently isolated 
from a field case of 'erythroblastosis' (Ivanov et al., 1962), 
that also harbours part of the v-myb sequences (Roussel er 
al., 1979). E26 induces the proliferation of both erythroid and 
myeloid cells in vivo (Sotirov, 1981). A similar situation is 
observed with bone manow cells transformed in vitro by E26 
and seeded in erythroid- or myeloid-stimulating growth 
medium (Beug et al., 1982; Radke et al., 1982). Furthermore, 
E26 also transforms quai1 but not chicken fibroblasts in 
culture (Graf et al., 1979). therefore showing an oncogenic 
spectrum different from that of AMV. In addition to v-myb, ~ 
E26 contains a so far unidentified sequence (X) which could 
play a role in erythroid (and/or) fibroblastic transformation 
(Roussel et al., 1979; Stehelin et al., 1980). In contrat to 
AMV, the putative transforming protein of E26, designated 
p135, is translated from the 5.7-kb genomic length RNA 
(Bister et al., 1982), as a fusion protein containing gag and 
myb determinants, as well as probably Xdeterminants 
(D.Leprince in preparation). E26 and AMV illustrate the two 
distinct types of expression used by retroviruses, they specif? 
either a fusion protein (generally gag-onc) translated from a 
genomic length RNA, or an onc protein translated from a 
subgenomic RNA. The v-myb sequences have a cellular 
counterpart in chicken and mammalian DNA, called c-myb 
(Roussel et al., 1979; Bergmann et al., 1981). Using DNA 
from mouse-human somatic ce11 hybnds, this sequence was 
recently assigned to human chromosome 6 (Dalla Favera er 
al., 1982). 
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We describe our attempts to investigate the structure of the 
human c-myb DNA as compared with its chicken counter- 
part. In chicken DNA. digested by EcoRI, the c-myb locus 
was represented by five EcoR1 fragments spanning - 20 kbp 
of cellular DNA. From a chicken random DNA library, we 
cloned two overlapping phages carrying al1 these v-myb- 
positive, EcoRI fragments and representing a single chicken 
DNA locus. From a human random DNA library, we found 
one recombinant DNA phage with a structure highly homo- 
logous to the chicken locus. Using cellular probes, we also 
showed that c-myb was transcribed in human and chicken 
hematopoietic cells as a single RNA transcript with a size of 
3.8 and 4.0 kb, respectively. Finally, we prepared a human c- 
myb probe yielding a high signai on blots of human 
DNA/RNA that should facilitate studies of this oncogene in 
human cells and tissues. 

Isolation of recombinant phages containing c-myb sequences 
of human or chicken DNA 

EcoRI digests of human and chicken DNA were separated 
by gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose. The 
blots were hybridized with a v-myb-labelled cDNA probe 
prepared as described previously (Roussel et al., 1979; Gonda 
et al., 1981). Several positive fragments were detected in both 
human (2.8 and 2 kbp, see Figure 2A) and chicken (9.0, 5.4 
and 2.2 kbp, see Figure 1A) DNA, indicating that both 
species contained cellular DNA (c-m.vb) related to the v-myb 
probe. To compare the structure of c-myb sequences in man 
and chicken, we screened, with our v-myb probe, libraries of 
random AluI-HaeII1 human or chicken DNA fragments in- 
serted in the X phage Charon 4A after the attachment of syn- 
thetic EcoRI linkers (Maniatis et al., 1978; Dodgson et al., 
1979). One human DNA phage (X HM-1) containing c-myb 
sequences was isolated, whereas two distinct chicken DNA 
phages (X CM-4 and CM-5) accounted for the c-myb locus. 
These three phages were characterized and compared as 
described below . 
Characterization of the chicken c-myb locus 

Analyses perforrned on purified EcoRIdigested phage 
DNAs by blot-hybridization using as probes v-myb or EcoRI 
fragments of the isolated phages showed that the two clones X 
C M - ~  and X CM-5 overlappëd and accounted for the c-myb 
EcoRI fragments seen in chicken cellular DNA (Figure 1A). 
The EcoRI pattern of these clones is shown in Figure 1B 
together with their hybridization with the v-myb probe. These 
fragments were ordered by restriction mapping as shown in 
Figure 1D. The overlapping was confirmed by the hybridiza- 
tion of the 32P-labelled 1.5-kbp fragment (clone X CM-4, 
Figure ID) with the 9.0-kbp fragment of clone X CM-5 
(Figure 1C). The chicken c-myb locus was recently described 
by Klempnauer et al. (1982). and our two phages X CM-4 and 
CM-5, although siightly different from theirs, cover the same 
locus and confirm their results. 
Structure of the c-myb locus in human DNA 

The human c-myb DNA phage (X HM-1) restricted with 
EcoRI (Figure 2B lane 1) contained five fragments (5.0, 2.8, 
2.6, 2.0 and 1.2 kbp) positive with the v-myb probe (Figure 
2B, lane 2). This indicated that the strong band of 2.8 kbp 
seen in a total human DNA digest (Figure 2A) was in fact a 
doublet (2.8 and 2.6 kbp) not resolved in the gel and that two 

Fig. 1. Mapping of  the chicken c-rn-vb locus. (A) EcoRIdigested chicken 
DNA was size-separated by gel electrophoresis, transferred ont0 nitro- 
cellulose and hybndized with cDNA myb. Adenovirus 2 DNA labelled in 
vivo with [lT]thymidine was digested by EcoRI and run on the sarne gel 
as size rnarker (data not shown). (Bi DNA from recombinant phages A 
CM-4 (lane 1) and CM-5 (lane 2) was isolated, digested with EcoR1. sub- 
jected to 1% agarose gel electrophoresis and stained with ethidiurn 
bromide. The EcoRl DNA fragments separated as described above were 
blotted to nitrocellulose filters and hybridued to cDNA myb: A C M 4  (lane 
3) and A CM-5 (lane 4). (C) The overlapping of the phages was 
demonstrated by the hybridization of the 1.5-kbp fragment of clone A 
C M 4  (lane 1) with the 9.0-kbp fragment of clone X CM-5 Oane 2). (D) 
Organization deduced from the above analyses of the chicken DNA se- 
quences cloned in the recombinant phages A C M 4  and CM-5. Boxes repre- 
'sent the EcoRI DNA fragments with their size indicated in kbp. 1 Artificial 
EmRI site due to the EcoRI DNA linker used to construct the library. 
(AA) Fragments hybriding with cDNA myb. 

additional c-myb EcoRI DNA fragments (5.0 and 1.2 kbp) 
were not initially detected. After the determination of the 
structure of clone X HM-1 (Figure 2D), we analyzed the 
homology between c-myb (human) and c-myb (chicken) loci 
and the transcriptional orientation of c-myb (human) by us- 
ing size-separated EcoRI digests of clone X HM-1 and dif- 
ferent "-labelled EcoRI fragments of c-myb (chicken) 
(Figure ID), as probes. Figure 2C (lanes 1 - 5), shows that 
each chicken c-m-vb fragment hybridized with a single 
counterpart fragment of clone X HM-1 (see also Figures 2D 
and 4). Thus, the c-myb (human) and c-myb (chicken) 
loci appeared CO-linear and of similar organization. There- 
fore, the orientation of c-myb (human) was as foilows: 
5 ' -2.8-1.2-2.6-2.0-5.0-3 ' by reference to the viral AMV RNA 
defined as the 'plus' strand. The 5.0-kbp band was in fact an 
artificial EcoRl fragment. It hybridized both with the v-myb 
probe (Figure 2B, lane 2) and the 9.0-kbp chicken DNA frag- 
ment containing the 3'-terminal sequences homologous to v- 
myb (Figure 2C, lane 5). Therefore, this c-myb (human) clone 



ir. 2. The human c-myb locus shares structural homology with its chicken 
)ilnierpart. (A)  Human placenta DNA digested by EcoR1 and blotted 
-on> agarose gel was hybridized with 32P-labelled cDNA myb. (B) X HM-1 
Iiripc DNA was digested by EcoRI. Fragments were separated on a 1 % 
rarose gel visualized by ethidium bromide staining (lane 1) then trans- 
:rred IO nitrocellulose and hybndized with UP-labelled cDNA myb Oane 
). (C) Aliquois of clone X HM-] DNA digested with EcoRl were 
:parated as in (B) and hybridized with the following labelled EcoRl 
-rigments of the chicken clone CM4:  5.4 kbp (lane 1); 1.1 kbp Oane 2); 
. I kbp Oane 3); 2.2 kbp aane 4). Lane 5 was hybndized similarly with the 
-kbp fragment of the chicken clone A CM-5. (D) Organization deduced 
-om the above analyses for the c - m ~ b  (human) locus in recombinant 
Ilapc X HM-1. Boxes represenr the &oR1 DNA fragments with their size 
idicated in kbp as in Figure 1. 1 Anificial EcoRI site due to the EcoRl 
)NA linker used to construa the librar).. ( A A )  Fragments hybridizing 
.iih cDNA m.. 

)robably represents ail of the human DNA sequences 
omologous to v-m-vb. 
Further analyses with the fragments of the c-myb (human) 

ocus subcloned into plasmids @KH 47, Hayashi, 1980), 
iigested by restriction nucleases, and hybridized with viral 
.DNA myb allowed us to locaiize more precisely the regions 
) î  homology with the virus ('exon-like' fragments) in the 
iuman c-myb locus (Figure 4). We next exarnined whether 
lie human c-myb locus contained repetitive DNA sequences. 
iuman DNA was sheared, aikalidenatured, reassociated at a 
roi of 400 mol.sA and fracrionated on hydroxylapatite: the 
apidly reassociating DNA was nick-translated and used as a 
'P-labelled probe to localize repetitive sequences in phage X 
4M-1. The results (Figure 3A lane 1) indicated the presence 
)r such sequences only in the 5.0- and 2.8-kbp EcoRl 
'ragments. These were localized more precisely bg similar ex- 
leriments performed on subclones of these fragments in 
)lasmids. They were found in the 2.8-kbp fragment within a 
inpie EcoR1-XbaI 1.45-kbp band (Figure 3B lanes 1 and 2) 
nd in the 5.0-kbp fragmenr within a Xbal-XbaI 1.4-kbp 
und (Figure 3B lane 3). Such bands were negative with a i1- 

'!i'b probe (Figure 4). 
In conclusion, c-mvb (human) and c-m-vb (chicken) showed 
highly conserved structure indicating that no extensive sene 

carrangement had occurred in this locus during speciation. 

The ceiiular oncugene myb in man 

Fg. 3. Localization of human repetitive DNA sequences in clone A HM-1. 
(A) X HM-1 phage DNA was digested by &oR1. F r a p e n t \  were separated 
on a 1 Oio agarose gel then transferred ont0 nitrocellulose and hybridized 
Oane 1) with VP-labelled rapidly reassociating total human DNA (repetitivr 
DNA). (B) The 5.0- and 2.8-kbp EcoRl fragments positive with the human 
repetitive probe were subcloned into plasmid pKH 47 to yield pHM-5.0 
and pHM-2.8, respectively. pHh.1-2.8 was digested either by EcoRl and 
Xbal (Inne 1) or by EcoR1, Xbol and BamHl Oane 2). submitred to gel 
electrophoresis, blotted onto nitrocellulose and hybridized with the 
[VPlhuman repetitive DNA. The same experimenr was performed with a 
Xbal digest of pHM-5.0 (lane 3). Note that the 0.7-kbp &mHl-Xbal frag- 
ment of pHM-2.8 and the 2.8-kbp Xbal-Xbal fragment of pHM-5.0 
positive with cDNA myb (see Figure 4) did not contain repetitive se- 
quenm. 

Detection of human and chicken RNA transcriprs with clon- 
ed human or chicken c-myb probes 

The cellular analog of the AMV transforming gene, c-myb, 
is transcribed in many hematopoietic immature chicken cells 
as a single mRNA species of 4.0 kb (Gonda er al., 1982) 
transcribed from the sarne strand as the viral RNA in AMV 
(Col1 er al., 1983). This result was confirmed in the 
course of the present study by analysis of the cellular RNAs 
from a chicken lymphoid ce11 line (MSBI) transformed by 
Marek disease-virus (MD\') (Figure 5B, lane 1). Moreover, 
the same hybridization pattern was obtained with the cloned 
2.2-kbp EcoRI fragment from X CM-4 Figure 5B, lane 2). 

We decided to prepare a human c-n?-vb probe from the 
plasmid pHM-2.8 containing the 2.8-kbp EcoRl fragment of 
X HM-1. When digested by EcoRI. Xbal and BamHI Figure 
5A), the subclone pHM-2.8 yielded a single 0.7-kbp fragment 
positive with il-m-vb (Figure 5A, lane 1). and devoid of the 
human repetitive sequences (Figure 3B, lane 2) that. when us- 
ed as a probe. allowed the detection in the human er?-throid 



D.Lepnnee et al. 

- 
I I I  I II( 4 c-myb Ck 

6.4 9.0 

/ . . 

c-rnyb H 

Fig. 4. cmyb (chicken) and c-myb (human) loci. Detailed restriction maps 
of the c-myb (chicken) and c-m-vb fhuman) loci were cstablished as describ- 
ed for b R I  with the following endonucleases: BumH1 (B), Hindi11 (Hd) 
and Xbal (Xb) (the last used only for the human clone). c-myb (chicken) 
exons (.) have been mapped according IO Klempnauer er al., 1982. 
Regions of homology with cDNA myb ( A A )  were localized in the c-myb 
(human) locus by double digestion of A phage HM-1 or of plasmid clona con- 
taining human c-myb EcoRl fragments followed by blot hybridization. 
Repeated sequences ( ) were determined similarly using a )3P-labelled 
rapidly reassociating human DNA (see Materials and methods). Arrows in- 
dicate the human EcoRI fragrnenü daected with the homologous chicken 
EcoRI fragment used as a probe. 

ce11 line K562 of a single RNA species of - 3.8 kb (Figure 5B, 
lane 3). Comparative studies done on Northern blots (data 
not shown) or do1 blots (Figure 5C) of RNA from human 
hematopoietic ce11 lines indicated that our selected partial 
human myb probe gave a much stronger signal (5- to 10-fold) 
than the v-myb probe. 

Discussion 
We have molecularly cloned and characterized a human c- 

myb locus in the recombinant X phage HM-l. It spreads over 
at les t  the 13.6 kbp of DNA sequences which share homology 
with a v-m-yb probe. The structure of this human c-myb locus 
appears similar to its chicken equivalent which we have clon- 
ed for comparative studies; ar rhe resolution of the techniques 
we used (see Figure 4), the exons are distributed similarly in 
the human and chicken genes. Thus, the organization of the 
c-myb locus seems to be conserved and sequence analyses will 
be required to evaluate more precisely this phylogenetic 
relatedness. 

Al1 our evidence favours a single c-myb locus in human as 
well as chicken ce11 DNA: our phages account for al1 the 
bands seen by EcoRI digestion of ce11 DNA and no phage 
wjth an alternate structure \vas found during the screening of 
the libraries used. Other authors have also concluded that 
there is a single c-m-vb locus in the chicken DNA (Klempnauer 
et al., 1982; Perbal et al., 1982b), and our results extend this 
conclusion to human DN.4; c-myb differs from other c-onc 
genes which appear to belong to gene families (c-ras, EIiis et 
al., 1981; c-src, %tamura et al., 1982) or to give rise to 
pseudogenes (c-m-vc, Dalla-Favera et al., 1982). 

The c-m-vb locus is transcribed in several immature chicken 
hematopoietic cells (Gonda er al., 1982) as a single RNA 
species of 4.0 kb. Our srudies indicate a similar single 
rranscript of 3.8 kb in human cells (K562 ce11 line, Westin et 
al., 1982). Thus, in both species, the size of the c-m-vb RNA is 
considerably larger than the 11% nucleotides representing v- 
mvb in AMV. The 11-mvb-transduced sequences lack both in- 
itiation and termination codons necessary to make the 11-myb 
protein, these signais being provided by the virus (Klemp- 
nauer et al., 1982). 11 folloas that the c-m.vb locus in the two 
species musr estend into nudeoride sequences both upstrearn 
and do~vnstream of the homologous region ro yield the 3.1-or 

1 1.45 + O" 1 1 1 ...... - ...... 
1 0.2 kbp ............... 
/ 

M Y B  M Y B  2.2 0.7 

Fi. 5. Chicken and human c-mvb mRNA transnipts. (A) The 2.8-kbp 
EcoRl fragment of clone X HM-1 was subcloned into plasmid pKH 47: 
pHM-2.8. This plasmid DNA was digested simultaneously by EcoRI CE), 
BumHI (B) and Xbal (Xb), separated by agarose p l  electrophoresis and 
transferred to nitrocellulose. A single 0.7-kbp fragment ( A  A )  hybridùed 
with cDNA myb Bane 1) and was used as a human c-myb-specific probe 
hereafter. lt contained no repetitive sequences ( ), unlike the EcoR1- 
Xbal 1.45-kbp adjacent fragment. (B) Polyadenylated RNA from the 
chicken lymphoid ceil line MSBl (Inna 1 and 2) was denatured with plyox- 
al. separated by agarose gel electrophoresis, bound to activated DBM paper 
and hybridid with cDNA myb b e  1) or with q-labelled c-m-vb 
(chicken) 2.2-kbp EcoRl fragment of A CM-5 (lane 2). Similarly, RNA 
from the human erythroid cell line K562 was treated as above and 
h y b r i d i  with q-labelled 0.7-kbp c-myb (human) fragment described in 
(A) (line 3). Arrow-heads indicate the 28s and 18s rRNA markers. (C) 
Decreasing amounü (2.5 time dilutions) of poiyadenylated RNA from 
human hematopoietic cell lines KI 12 and HL60 were applied to nitro- 
cellulose paper as described in Materials and methods. The bound RNA 
was hvbridized with nick-translated 0.7-kbp DNA fragment (106 c.p.m.) 
from plasmid pKH HM-2.8. in stringent conditions (24 h at 4I0C, 
hybridition buffer containing 3 x SSC. washed in 0.1 x SSC at 50QC, 4 
tima, 10 min) and the blot dried and exposed to X-ray film for 1 day at 
-70°C (MYB H). After dehybridization. the blot was rehybridùed with 
viral cDNA myb (106 c.p.m.) but in non-stnngent conditions (24 h 41 OC. 
hvbridization buffer containing 7.5 s SSC. washed in 2 x SSC ai 41 OC. 4 
tima, 10 min). then dried and exposed similarly (h1YB). 

4.0-kb RNA. We do no1 know if those portions of the c - m ~ b  
locus have been phylogenetically conserved. We also do no1 
understand how a cellular Bene like c-m-vb became an on- 
cogene in the virus. Research \vil1 have to concentrate on 
three possible mechanisms. not mutually exclusive: (1) an in- 
creased level of transcription due to the viral promoter: (2) a 
\irall!l truncated c-myb gene; (3) a c-nyh pene mutared Ivithin 
the virus. 



The human c-myb RNA was revealed using a cloned 
man c-myb probe (0.7 kbp BamHI-XbaI fragment of the 
age X HM-1, see Figure 4) devoid of repetitive sequences, 
at gave at least a 5 - I O  times better signai as compared with 
c v-myb probe (see Figure 5). This human c-myb-specific 
obe should prove to be a valuable and sensitive reagent to 
alyse the size and accumulation of c-myb transcripts in 
any types of human cells or tumours by Northern blotting 
in siru hybridization. It should also facilitate studies at the 

V A  level: for exarnple, the c-myb locus has recently been 
spped to human chromosome 6 q22-24 (Harper et al., 
83). Translocations/deletions possibly involving this gene 
ve been described in acute lymphoid leukemia (ALL) pa- 
nts (deletions in bands 6q21q25 or in ovarian carcinomas 
anslocation 6:14 with break point at 6q21) (Rowley, 1983). 
ie availability of human specific c-myb probes will facilitate 
ture studies. 

laterials and methods 
Ills. viruses and cloned DNA fragrnenrs 

DCC-MSBl is a chicken lymphoid T-type cell line obtained by in virro 

Kcpresentative radioactive cDNA (cDNArep) was synthesized on a 70s td 
H viral RNA template, using exogenous AMV reverse transcriptase 
Hcard, Life Science Inc., through the auspices of the Office of Program 
\ources and Logistics. NCl) and sonicated calf thymus DNA as primer. 
INA mvb specific for AMV sequences. \vas selected from AMV IUP]BAI-A 
ireseniarive cDNA by subtractive hybridization as previously described 
i)iissel n al.. 1979; Gonda el ai.. 1981 ). 

Iurron qf chicken and human, i -mjb homologous recombinanr phages 

grown IO high tiier on Escherichra col; strain DPSO. 

bJarafion "f DNAs 

hormal chicken high mol. wr. MIIIA') DNA was obtained from priman 
iiircs 01' chicken embryo fibroblasts prepared from 1 lday-old fertile eggs 
cwn Lephom. Institut Gustave Roussy. Villejuif, France) following a 
\sical procedure (Saule er al.. 1981). Human HMW DNAs was obtained by 
samc procedure from total human placenta. High yields of platmid DNA 

r ï  r ~ ~ o v e r e d  from chloramphenicol (150 &ml) treated bacteria (12 h ai 
C )  al'icr induction of cell Iysis a!. I y s o ~ m e  (1 mgiml) and Triton X-100 

1 \ \ I V )  Ireaiment (Perbal er al.. 1962). Recombinant phage DNAs were 
:parcd as described by Saule er al. (1962). 

<'liickrii or human c-nvb fragments were purified iwice by preparative gel 
cir(iptioresis aller digestion wirh the appropriate enzyrne(s). recovered from 
' cc1 h? onc cycle of freeze-rha\ving ai - 70°C and labelled b!. nick- 
~i~l:riion in ttic presence of [32PidCTP using a Neu England Nuclear nick- 
ii\latiori kit. Specific activities of the probes were 50- 100 s 1@ c.p.m.ipg 
1)NA. 

1)NA Ironi human placenta \ v a  sonicated IO an average size of 4-6s. 
i;iiiircd aiid rc-anncaied IO a c,: of 300 mol.s/l. then fractionaied on 
~lro~vbprititc. Thc double-stranded DN.4 recovered \vas dialyzed. ethanol- 
s l ~ i i n i c d  and iiscd lor nick-translation labelling. 

/%'liJnlr1!: f!l C-111 1.1, LcoKI D.2:4 rrapn1cnr.c 
/\II(.! dl!!~\ii~ii ol cloned reïombin<int phare DN.4, h! EcoR1. the 

! 
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fragments to be subcloned were purified by preparative agarose gel eleclro- 
phoresis. EcoRIdigested plasmid pKH47 was treated with calf alkaline 
phosphatase. Fragment and vector pKH47 DNAs were ligated by T 4  DNA 
ligase (ûethesda Research Laboratones Inc, USA) and used to transform 
calcium-treated celis of E. coli strain HB 101. Transformants containing the 
appropnate recombinant plasmids were detected by colony hybridization us- 
ing different UP-labelled fragments as probes and purified twice on  agar 
plates before large scale cultures. 

Restriction mapping 

Restriction endonucleases were obtained from Boehringer (hlannheim, 
FRG) and BRL Inc. Digested DNA fragmenü were size separated by e lmro-  
phoresis in horizontal agarose gels and transferred to nitrocellulose according 
to Southern (1975). 

Hybridiition of blots to q-labelled DNA, washing. and autoradiography 
at - 70°C using Kodak X-ray films, Dupont Lightning Plus X-ray iniensify- 
ing screens, were performed as previously reponed (Saule er al., 1982). 

Agarose gel electrophoresLr and transfer-h-vbridizarion of polyadenylated 
cellular RNAs 

After extraction of total cellular RNA, polyadenylated RNAs were isolated 
by chrornatography on oligo(dT)cellulose (T3, Collaborative Research). 
RNA samples were then denatured by a glyoxalidimethyl sulphoxide treat- 
ment and submitted to electrophoresis in lDio agarose horizontal gels in 
phosphate 0.02 M pH 6.8 buffer. Sieseparated RNAs were transferred to 
diazobenzyloxymethyl D B M )  paper, hybridiied with UP-labelled DNA 
fragments, washed and submitted to autoradiography (Saule et al., 1982). 

Dor blor hybridizariotu 

These were performed essentially as described by Thomas (1980). 2.5 serial 
RNA dilutions were spotted onto nitroceliulose, the first spot representing 
-0.8 pg of polyadenylated RNA. Hybridization, washing and autoradio- 
graphy were carried out as descnbed above for RNA transferred from gels. 
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..\ puttive second cell-derived .,, .amn AC thn n . r ; n . i  ()nct,g*amb v k  r i a b  u v a u a i  

leukaemia retrovirus E26 

1). 1.rprince. A. Gegonne.  J. Coll. C. de Taisne. 
\. Schneeberger. C. Lagrou  Bi D. Stehelin'  

.~:\~>r;btotrc LI Ontologie Moleculaire. I N S t K M  Unitr 160. institut 
I*.i.ic.iir. li Kuc C. Guerin. 59019 Lille Cedex. France 

l'lie ücute avinn leukaemia retroviruses AMV and E26 both 
incltire myeloblastosis in civo and transform myeloblasts in 
i.irroi-" Bnth viruses contain the oncngene v-myb first 
ti:.:.c:ibcd fc: ?.?,IV".'. L'n!i!:c ?,?.Ix!, L?'; ru the n&!i!ir)nn! 
rüpacity 10 induce erythroblastosis in oiuo and to transform 
cr~throblast~ '"~.  Previous analyses indicated that the genome 
01 E2h ülso cnntained nucleotide sequences distinct €rom v-myb 
aiid unrelated to  viral replicative genesb".Y. Using a molecularly 
cloned E26 provirus. we have now identified a novel nucleotide 
sequence designated v-ers (for E-twenty-six specific)" of - 1.5 
kiioi~aw pairs i i i p j  iucuirY iieai iu r-rrrv;. r - ë î i  ~ ~ ~ , S S ~ S S C S  A:: 
the .itructursl characteristics of a putative new oncogene: it has 
;i çonserved cellular counterpart-c-ers which is transcribed in 
bonic iiormnl chicken cells as a major 7.5-kb polyadenylated 
KNA. hlthouqh our results now await elucidation of their 
Iiiolocical significance. we propuse that v-ers couid be a new 
oncogene accounting for the additional transforming properties 
oi E h .  or potentiating the transforming properties of the v-myb 
oirrogene. 

A quaii recombinant gene library was prepared in A phage 
('::aron -LX hy partial EcoRI cieavage of DNA from an E36- 
1ran~formcd quail fibroblast cell clone IE26 QC1). The library 
\vit', w e e n e d  with a viral myb probeh." or probes of structural 

7 , -  viril1 genes i gap. pol. enc i a " -  or the long terminal repeat (LTR) 
01 .\si :'. A recornoinant pnagr ( A  t h  Yi I was snown io 
coritiiiil the E2h provirus (Fip. 1 i. A Hit~clI-Sali fragment of 
1 .h khp t Fip. 1. frrigment ü i hybridized with none of the above 
probes. except faintly in its 3' end (Pstl-Sali region) with the 
etlc probe (data  not shown). This fragment thus contained 
EX-specific nucieotide bequences, denoted v-ers according to 
published nomenclature;". that were located downsrream of the 

v-myb bequences. 
We theii èxamined if v-ers had a normal cellular counterpart. 

The 1 .h-kbp HincII-Sa11 fragment was used as a v-ers probe 
[probe a. Fis. 1 i. Normal chicken DNA digested with EcoRI 
fiubridized with probe a as shown in Fig. 2. lane 2. Sirnilar 
studies with quail and human DNA also exhibited several posi- 
tive h n d \  i Fig. 2. lanes 3 and 4. respectivelvl. Therefore. v-ers 
Iiiid a cellular counterpart c-ets in al1 the vertebrate DNAs 
trstcd. Tliis pattern was different from those described for the 
cellular oncogenes (c-myb. c-erbA. c-erbB and c-myc) corres- 
ponding to the other avian defective leukacmia v i r u s e s i ~ ' ~ 1 7 .  
v-cers also failed to  hvbridize in non-stringent conditions to 
murine v-onc genes abii%nd rasiu reported possibly to induce 
--..*h.,;A *r.in"f,.rm...;~" (An.., "nt PLI\..>..\ \><ID  th..^ r,ncI..ADr( -. .. ...a U... ...... ".Y. ....... Y.. .-.W... ..VI .... Y .. ..,. . . ., ... .." -W..- ...--- 
that c-rts represented a distinct set of conserved nucleotide 
sequences. 

I t  tlien brcame important to document whether the ers and 
tnyh sequences found conripous in E26, represented two dis- 
tinct cellular domains. or belonged to a single large locus in 
chickcn DNX. Indeed. it was reported recently that the c-mvb 
it~cub , L U I I ~ ~ ; I ~ C ~  w i t i i i i i  iiib a ï i ü c ~  ;fi Z g .  >A. ;hird k i )  k 
chicken genome was considerablv lareer than the truncated 
fragment of mvh found in AMV~'."." . Thus. v-ers could be 
part of the c-mvb locus. a larger portion of which would have 
been transduced by E?6 than by AXIV. This was not the case 
as the EcoRl restriction fragments of c-ers (Fig. 3. lane 2 )  

l LTR 
n 

* * v b /  0 t s ~ & e n v [ [  
Y A A - 

I I I  I I  
m y b  I e t s  

Fig. 1 Map of E26 molecularly cloned provins. The clone A E26 
01. isolated as described in the te..rt. was analysed by restriction 
endonuclease fragmentation followed by Sourhern blotting and 
hybridization with cDNA mvbb.". and cloned probes representing 
viral genes (gag. pol. enci"." or the LTR of a cloned ASV DNA 
(SRA-2) as described in ref. 13. Restriction endonucieases were: 
B. BamH1: E. EcoRI: Hc. HincI1: Hd. HindlII: P. Pstl: Sa. Sall. 
The EcoRl 2.5-kbp fragment contains an additionalO.07-kbp Psrl 
fragment not yet mapped. E: EcoRI site expected from the con- 
struction of the gene library but no1 tound in this clone. Wavy 
lines. Charon JA DNA. R. the putative boundaries not precisely 
determined between gag and myb or between en0 and ers dornains. 
a - - - b. Fragments used as v-ers probes in Figs 2 and 4. O-. lndicates 
the fusion protein pl35 known for this virus to initiate into the 
gag genex.'4. which calculations indicate must extend through the 
myb sequences and terminate around the 3' end of the ers 

sequences. 

differed in size from those contained within the c-myb locus 
(Fig. 3A. third line). Incidentallu. the E26 v-myb domain 
1pp2"r-d eve:: sma!!zr than In i \ V  i m w e  truncated at least 
at the 3' end: see lines 1 and 5 in Fig. 3A. and Fig. 3B).  We 
conclude that E36 contains two sets of cell-derived nucleotide 
sequences. one (E36 v-myb) derived from the c-myb locus. 
colinear with the AMV v-mvb gene transduced by AMV but 
more truncated at least at its 3' end. and the other (v-ers) from 
a distinct cellular domain c-ers unrelated so far to  any c-onc 
~ C I I C  tcsicd. 

Fig. 2 v-ers has a cellular counterpart c-ers. The v-ers probe 
( ~ r e h ~  n ,  cep fig l !  was hybridized in non-stringent conditions 
to Southern blots of normal cellular DNAs restricted by EcoRl 
(lanes 2-4). DNAs used were from chick embryo fibroblasts (lanes 
1.2); Japanese quail fibroblasts (lane 3) and human placenta (lane 
4). For normal chicken DNA. known to contain endogenous env- 
related sequences (as shown in lane 1 with a "P-labelled enc 
probe). we checked that the v-ers probe. containing also some enr 
sequences. yielded additional ers-specific bands (lane 2) not seen 

in ianr i .  



Fip. 3 E2h \-rnyh is a truncated lat 
leabt in its j' parti form t)f Ai.lV 
\-niyb A. Organization of thc com- 
plete chicken c-rnyh locus and com- 5 o ~ b p  
parison of XblV \-rrivh ;ind E2h \ -  - 
niyh restriction maps. From top to j. c M-a I l l  I I I I  œ 

hottom: A CM-4 and A CM-5 are 
I I I I  l I 

t \ b o  phagesi5 isoliited frorn a lihrary ; . C M 4  

" of chicken DNA fragments inherted 9 1.1 2.1 2.2 9.0 
I I  I I 

3/ 5.4, C* 
inrn the lxnbda phage Charor. 1.4. c . m y b  
i'ertical hars represent the EcoRI 
bites in thechicken DKA insert Isolid O a K b P  - linel. Wavy lines. Charon 4.A DNX. 
The\e two  clones cover the complete A M V  V .  m v  b 
c-rnxh locus. with the srrowh detining 
the 'noundaries ot the c-niyh triin- 1; .I 1 
\criprional unit" and the open hose\ K AA EPSP a x b  

the \even regions <i l  homciloqv 
1 named El  t o  E Ï  from 5' to 3'i-i € 2 6  V-rnyb 

found hetwern AhlV v-myh and its 
I R m \ , b  1 e t  5 s 1 

cellular homologue. The restriction I *  

1 li I l I l l  l i 
; ; ; /  1 :  

map of the two v-mvb positive friig- I 1 ! 1.1- 
ments in clone A E2h 0 1  iBamH1- B AA E PSPSa P Hc P P H d P  Sa€ 
EcoRI I kb and EcoRI-EcoR1 
2.5 kh:  \ce Fig. I l  w;iç Jetermined 
with the lollouing restriction 1 f 3 4  

end(inuclea~e~: .-\CU I l  i .A I i ti rst fr;ig- 
menti and Hiricl1 i Hci. HlridlII (Hdi. PtrI (Pi .  Sail iSat and SmuI iS) {second fragment]. The 3' boundary between E16 v-myb and v-ers was 
preci>el' detined i I h! \equencinc analy\e\ of the Sull-Hincll 4hi1 bp iraçment (B.  Dehuire. unpublished resultsl and comparison with the 
unpuhli\hed AM\' \-r?ir.h \equence'."'.". The 2' end i 12% nucleotidesi of Eh as well as al1 of E7 i 120 nucleotidesi" were absent in E26 v-myb. 
and replaced hy ers heuuence\ in the \ame open reading trame I B. Debuire. manuscript in preparation). In contrast. the 5' b o u n d a ~  of ET6 
v-myh 1 ~ 1 t h  the que genei and the bc)undarv herween v-ers and enc have been only roughly determined (SI. B. Hybridization of E26 v-myb 
wirh c-m!i> recombinanr phages. The two chichen c-niyb recombinant phages isee panel A )  A CM-4 (lanes 1. 3 )  and A C.M-5 (lanes 2 .4)  were 
dige\ted with EcnKI. separated by agarose gel eiectrophoresis. tnliisferred on to nitrocellulose and hybridized with the two "P-labelled ES6 
\-niyb iragments. In rare of the BuniHl-EcoRI 1-khp probe. the blot was overexposed to visuaiize the 1.1-kbp fragment (this fragment is 
ditiicult t o  detect evrn hith XblL' v-~nyb probe since i t  conrains onlr a 16-bp region of homology with v-myb"). The faint 2.2-2.1-kb band 
visualized in A CM-1 ilane I I is probahly nonspecihc hecause rhe equivalent fragments in A CM-5 (2.2 and 1.9 kbp) did not hybridize (lane 21. 
The 2.5-kbp EcoRI prohe detected the 2.2- and 2.1-khp c-rnyb EcoRl fragment in A CM-1 llane 3). These fragments are better separated as 
2.2- and 1 .Y-kb fragments in A CM-5 ilane 41. The weak hybridira[ion of the 2.2-kbp fragment is expected. as only half of E6 ( 140 nucleotidesi 
II\ pre\ent in this prohe. The ;irrowhead for lane 1 indicates the position of the 9-kbp c-myb EcoRl fragment containing the 3' distal 'exon' E7 no! 
detected hy the E2h v-myh probe. 

Finally. we shoued that  c-ers cequences were transcribed in 
chicken fibrohlasts. in chicken bone marrow cells o r  V S B I  cells 
i a  chicken line of T Iyrnphoblasts transforrned b! Marek disease 
virus--). In al1 cases we found a R N A  species of 7.5 iih ( a s  well 
a s  in some  instances two faint 1.3- and 3.0-kb R N A s  which a re  
under  investigation. Fig. 4.  lanes 1-31. indeed. analysis of the  
same R N A  blots with a v - n ~ y b  probe did not detect such bands 
but only the  expected 4.0-kb c-niyb rnRNA species"'.2'. a5 
shown. for example. with MSBI cells (Fig. 4. ianc 4) .  

In conclusion. c-ris a n d  c-myh rrpresent two distinct loci in 
chicken cellular DKA. hoth trrinsduced hy a ?et unkn<>\vn 
mechanisrn into the E2h virus where they are  translated frorn 
a genornic size viral R ' IA  ( n o  subgenomic R N A  was demon- 
s t ra ted  for  E26. our  unpublished resultst as  a triple hvbrid 
( g a g - m y k i s i  protein of 135.000 molecular weight".'.':". a 
situation never seen before in acute transforming avian retro- 
viruses. Although we cannot  exclude the  possibility that the  
complex oncogenic spectrum <:f E36 vcrsus A.M\' could invc!:: 
t he  tnyb :ene-alone ( found  truncated and perhaps rnutated in 
E3hi. o u r  experirnents favour another alternative. W r  propose 
tha t  the  ahility of E l h  t o  cause erythroleukaernia in addition 
t o  rnyeloblastosis could result from the presence of a second 
onco-ene. v-ers. within t he  viral genorne. v-ers shares the proper- 
ties found s o  far for o the r  oncogenes"' (viral sequences trans- 
lated into a protrin. that a r e  of criluiar origin. conservrd wiiii 
evolution a n d  are  expressed as  discrete mRNA species at  some 
stages in normal cells). S o  h r .  al1 specific sequences with these 
properties found in retroviruses turned out  t o  be  oncogenes. 
Tha t  two distinct oncopenes a r e  found co-existins in a same 
virus rnay not  be coincidental as we recently described anothrr  
retrovirus with two cell-derived specific sequences2". A first 
such t.x;iniple. avian eryrhroblasto~i.; virus ( X E \ )  was shown 

to  contain two otic genes ( erbA. erbB) transcribe:?~ two distinc! 
~ R N A S "  and translated into difierent proteins-' (75.000 and 
68.000 molecular weight. respectively). where  erbA potentiate. 
the transforming activitv of erbB within t he  same erythroid 
lineage2'. In this respect in E26. v-ers could potentiate thc 
transforrning activity of E 2 6  v-myb, as  E26-transforme2 
rnyelobiasts seem to  be more  tightly blocked in their difierenti- 
ation than AMV-transformed rnyeloblastsJ. In addition. the  t u ( .  
specific genes described here  for E 2 6  may confer on  this virui 
the property t o  transform cells already comrnitted into botk 

CEF B M  MSB1 

Fig. 4 Size of c-ers mRNA in chickrn cells. Nortnern oiots were 
prepared with polyadenylated mRNA and hybridized in stringent 
conditions (0.15 M NaCI. 41 OC. 50% formamide) with a v-ers- 
specific prohe (the 720-bp Psil fragment, probe b in Fig. 1) (lancs 
1-31. RN.4s tested \vue: CEF. chicken embryo fibroblasts ilane 
I 1: Bbl. hone-marrow ilane 21; %ISE 1. a cell line o f  T iymphoblast\ 
transtormrd hy blarek diserise virus (MDVi (lane 71 that alsci 
r.cpre\\e\ c-niyh RNA a! an rievatcd leve12'." a\ shown in lane 

1 with  3 r n ~ h  prohe. 



rn"eloid or erythroid lineages" or uncommitted precursor cells 
>t111 able to differentiate into these two lineages5. For further 
analyses along these lines. we are currently attempting site- 
sprcific mutagenesis in the E26 myb or ers sequences. Clearly. 
\rvrral experimental systems involving complementation of or 
\ynerçy between more than one o n ~ o g e n e ~ ~ - ~ '  are emerging, 
which may lead to a better understanding of multi-step car- 
cinogenesis. 

We thank Drs H. Beug and T. Graf for providing the E26 
QC1 cells; Dr B. Debuire for providing data before publication: 
Drs C. Dissous, M. Righi and S. Saule for helpful advice and 
discussion: Dr D. Sheiness for comments on this manuscript 
and N. Devassine for patient typing. This work was supported 
by the Institut National de la Santé et Recherche Médicale 
tU186). Centre National de la Recherche Scientifique (AI 
033695). Association pou: la Recherche sur le Cancer (6174) 
and the Pasteur Institute of Lille. 

Kcccivcd X July: acceptcd 21 Scptember 1983 

1. ( in l .  T. & Srchelin. D. Biochim biophvr Acta 61. 245-271 (1982). 
2. Rcard. J. W. Adc Cancer Rer 7. 1-127 (1963). 
2. Ivaniiv. X.. Mladcnov. 2.. Nedvalkov. S. Sr Todomb. T. G. Bull lnsr Paih romp. Anim 

Domesi. 9. 5-36 i IYh2I. 

4. Radke. K.. &ug. H.. Kornfeld. S. k Graf. T. Ce11 31. hi3-653 (IYRZI. 
5. Moxovri .  M. G. n aL Vidagy 129.65-78 1 1983). 
6. Rnu-ul. M n al. Naiun Ut. 452-455 i 19791. 
7. Soun. L M.. Sirommer. J. N.. Hilvird. R. I. Kœruromv. M. C. k Muda. M. A. fkc. 

Min Arad Sri I,'.s.A n. 5177-si81 ( I Y ~ O I .  
8. Bister. K. n aL Pmc. nain Acad Sci U.SA. 79.3677-3681 11982). 
Y. Siehclin. D. el al. Cdd Sping Ha& S.mp quoni. Bid 44. 1215-1223 i IYW)). 

10. Coffin. J. M. na1 J. V i d .  4û.953-957 1198II. 
I l .  Gonds. T. J. n aL Ce11 23. 279-ZYO iI981l. 
12. Saule. S. o aL J. V i d 4 2 ,  71-82 (IY82). 
13. Delorbe. W. J.. Luciw. P. A.. Goodman. H. M.. Virmw. H. E. k Bishop. J. M. J. VML 

M. 50-61 (I9iU1). 
14. Conda. T. J. J; Bishop. J. M. J. V i d  46, 212-22@ ! !?oSl. 
15. Lcpnnçe. D. n aL EMBO J. 2, 1073-1078 i 19831. 
16. Vmnstrmn. B. k B i o p .  J. M. Ce11 S. 135-143 (19U2l. 
17. Shemerr. D.. Hugha.S. H.. Varmus. H. L. Siubbicficld. E. & B i .  J .  M. Vimlagy 105. 

415424  (IYW)L 
IR. Wang. 1. Y. J. k Baltimore. D. Mdrr. rdL B d .  3.773-779 (19U3). 
IY. Elli. R. W. n al Naiwr 292,50651 1 i IYXI). 
20. Rushlow. K. E. s al. Science 2 1 6  1421-1423 iI9821. 
21. Kkmpnaucr. K. H.. Gonds. T. J. & B i o p .  J. M. Ce11 31.453463 119821. 
22. Nuzenan. K. & Shartna. J. M. J. nain Cancer I n n  SI 277-219 1 19791. 
23. ct~mda. '1. J.. snemeu. D. K. & B i o p .  J. M. Moi= cdL BiuL 2 ,617424  iIY82). 
24. &ug. H.. Havman. M. J. & Gnf.  T. EMBO J. 1. I W 1 0 7 3  (19821. 
25. Bovlc. W. 1.. LipKk. J. S.. Reddy. P. E. k Baluda. Y.  A. Pia nain Acad Sci U.S.A. 

W. 2834-2X38 (1983). 
26. Cull. J. ri aL EMBO J. 2 tin the p m 1 .  
27. Hiywn.  M. J. n al. Ce11 32,579-588 (1983). 
28. Frykberg. L et aL C d  32, 227-238 11983). 
29. Land. H.. Panda. L F. & Weinberg. R. A. Noiuu W 596402  11983). 
30. Ruley. H. E. Naiwr 301. 602-606 (1983). 
31. Ncwbold. R. F. & Overell. R. W. Naiwr 301. (Wü-651 (IYX3l. 


