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INTRODUCTION



Des études réalisées au cours de ces dernieres années ont montré que la
transformation cellulaire implique une cascade d'évenements conduisant chez
I'animal de la cellule normale a la cellule cancéreuse. Cette cascade
d'évenements peut &tre visualisée par une série de critéres biologiques et plus
récemment la transformation cellulaire a pu &tre reliée a un événement
génétique précis, l'activation de geénes dits oncogénes. Bien qu'on les ait
d'abord observés lors de travaux sur les rétrovirus, ces génes impliqués dans le
développement des cancers ne sont pas d'origine virale. En fait, ils ne sont pas
non plus spécifiques des cellules cancéreuses puisqu'on les trouve dans les

cellules saines ou on les appelle proto-oncogénes. Ils sont phylogénétiquement

conservés, ce qui prouve le rdle important qu'ils jouent tres certainement dans

la croissance et/ou la différenciation cellulaire.

L'étude des rétrovirus a largement contribué aux progres réalisés en
cancérogénese car ils représentent un outil de choix pour l'approche des

mécanismes de cancérisation de la cellule.

L'isolement par Peyton Rous, en 1911, du premier virus tumorigéne a partir
d'un sarcome spontané du poulet a marqué le début des recherches sur les
rétrovirus ou rétroviridae. Ces rétrovirus sont responsables de tumeurs variées
chez de nombreuses especes animales ; agents oncogenes extrémement
puissants, ils peuvent induire des tumeurs solides telles que des sarcomes ou

des carcinomes ainsi que de nombreux types de leucémies.

Le présent mémoire relate I'étude structurale de l'oncogéne v-erbA du
virus de l'érythroblastose aviaire (AEV). Ce virus provoque l'apparition de
sarcomes et leucémies chez le poulet et transforme les fibroblastes et les
érythroblastes in vitro. Notre travail a révélé I'nomologie du polypeptide erbA
avec la famille des anhydrases carboniques, homologie intéressante puisque
'on connait le r8le primordial de I'anhydrase carbonique dans le métabolisme

érythrocytaire, les érythroblastes étant la principale cible de AEV.

Des précisions en ce qui concerne l'architecture du génome viral ont été
apportées en étudiant un fragment du locus c-erbB de I'ADN cellulaire de
poulet homologue a la partie 5' de v-erbB. Enfin, nous avons complété notre
étude en déterminant la structure des équivalents cellulaires de v-erbA chez le

poulet et chez I'homme.

Apreés une mise au point sur les rétrovirus, vecteurs de génes cellulaires et
les méthodes de détermination de la structure primaire de I'ADN, nous
présenterons notre travail en essayant d'en dégager les points essentiels et les

perspectives qui s'y rattachent.



CHAPITRE 1

LES RETROVIRUS, VECTEURS DE GENES CELLULAIRES



Une vingtaine de genes humains normaux dont on peut penser qu'ils jouent
un rdle dans le processus de cancérisation sont actuellement connus. Ces génes
sont appelés oncogeénes cellulaires (c-onc) ou proto-oncogénes. La plupart ont été
découverts grice a leur remarquable similitude avec certains genes viraux, les
v-onc, caractéristiques des rétrovirus de type C et directement impliqués dans

leur pouvoir transformant.

I. Rappel sur les rétrovirus de type C : notions de v-onc et de c-onc.

Les rétrovirus ont un génome a ARN diploide et possédent la particularité
de dépendre d'un intermédiaire ADN pour l'établissement de l'infection et pour
leur propagation. Cet ADN, qui s'intégre a I'état double brin dans les chromosomes
de I'hdte, est synthétisé a partir du génome viral par une ADN polymérase ARN
dépendante ou rétropolymérase (TEMIN et BALTIMORE, 1972 ; VERMA, 1977)
d'ou le nom de rétrovirus (voir ci-dessous schéma du cycle réplicatif des

rétrovirus. D'aprés ROUSSEL, 1982).

Cycle réplicatif des rétrovirus

1. Adsorption et pénétration du virus.
2. Synthése d"ADN viral linéaire,

3. Circularisation de I'ADN viral.

A. intégration de FADN de I'hite.

3. Transcription de I'ADN proviral.

6. Traduction de 'ARN messager.

7. Assembiage des particules virales.
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Parmi ces rétrovirus, les oncovirus ont été classés en plusieurs catégories, les
particules de type A, B, C et D, en fonction de leur structure et des modalités
de leur maturation (BERNHARD, 1960 ; DALTON et al., 1974). Les particules
de type C, les plus répandues dans la nature, se forment a la surface des
cellules par bourgeonnement de la membrane plasmique.

Connus chez de nombreuses espéces de vertébrés et particuliérement bien
étudiés chez le poulet, la souris et le chat, les rétrovirus de type C ont des
pouvoirs pathogenes que I'on peut diviser en trois classes.

Une premiére contient des virus apparemment dépourvus de pouvoir
pathogéne. Une seconde est faite de virus capables de déclencher des
leucémies de types cytologiques tres divers : les virus HTLV I et II
responsables de lymphomes T chez I'homme appartiennent a cette classe. Une
troisieme classe de rétrovirus de type C possede un pouvoir transformant
rapide, l'infection étant suivie en quelques jours a quelques semaines de
l'apparition de sarcomes au point d'inoculation. Ils ne sont leucémogenes que
dans quelques cas chez le poulet. Leur pouvoir pathogéene est facilement
détecté in vitro.

L'étude du génome viral révéle une différence majeure entre ces virus et
ceux des deux autres classes. Les virus apparemment dépourvus de pouvoir
pathogene et les virus a pouvoir pathogene d'expression lente ont en commun
une méme structure génomique. L'ADN complémentaire obtenu dans la cellule
grice a la rétropolymérase s'intégre dans le génome de I'h8te pour y former un
provirus contenant trois geénes principaux gag, pol, env qui codent
respectivement pour les protéines de structure du noyau, la rétropolymérase et
les glycoprotéines d'enveloppe. A ces geénes s'ajoutent parfois de courtes
séquences codantes comme ORF-X dans HTLV 1 (SEIKI et al., 1983). Deux
séquences identiques, les LTR (Long Terminal Repeats) situées aux extrémités
5' et 3' contiennent les promoteurs responsables de la transcription des
messages viraux.

Les rétrovirus de type C a pouvoir transformant rapide sont caractérisés
par la présence d'un gene appelé v-onc responsable de l'activité transformante
in vitro et in vivo et qui se localise en des points trés variables du génome
viral. Le v-onc prend la place d'un ou plusieurs genes de structure viraux
normaux. Le virus qui le porte est donc défectif pour la réplication, c'est-a-
dire qu'il ne peut se répliquer sans l'aide d'un virus auxiliaire complet qui lui
fournit les protéines manquantes. Depuis le travail initial de STEHELIN et al.
en 1976, nous savons que les v-onc dérivent de geénes cellulaires normaux

accidentellement incorporés par les rétrovirus au cours de leur réplication. Les
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séquences des v-onc différent le plus souvent de celles des génes cellulaires
dont elles dérivent par diverses susbtitutions ou délétions mais elles en restent
cependant trés proches, si bien que les sondes radioactives préparées a partir
de v-onc ont permis l'isolement des c-onc d'abord dans le génome de l'espece
porteuse du virus puis dans les autres especes grice a la conservation des

c-onc au cours de I'évolution.

II. Caracteéres généraux des c-onc identifiés a partir des v-onc.

1. c-onc actuellement identifiés.

Le tableau I dresse la liste des c-onc actuellement identifiés.

Les six premiers genes de ce tableau correspondent a des séquences
cellulaires différentes mais ont pourtant été isolés a partir de virus
sarcomatogenes du poulet. Il en est de mé&me pour les génes isolés chez le chat
qui proviennent tous de virus sarcomatogenes félins ayant des pouvoirs
pathogénes semblables. Les genes myb, ets (LEPRINCE et al., 1983), erbA,
erbB, myc, (ROUSSEL et al., 1979) et mil (COLL et al., 1983a) ont été isolés a
partir de virus aviaires qui transforment respectivement les myéloblastes, les
érythroblastes et les macrophages tandis que abl a été isolé a partir d'un virus
inducteur de lymphomes pré-B chez la souris (GOFF et al., 1982), le virus
d'ABELSON. Les génes isolés a partir de virus de souris et de rat l'ont été a
partir de virus de type MSV (Murine Sarcoma Virus) induisant des sarcomes
chez ces espéces animales. Le gene sis a été isolé d'un virus de primate
également inducteur de sarcomes. Dans trois cas, le virus a incorporé deux

genes cellulaires différents, erbA et erbB dans le virus de l'érythroblastose

aviaire, myb et ets dans le virus E26, myc et mil dans le virus MH2.

2. Conservation des c-onc

Les c-onc ont été remarquablement conservés au cours de I'évolution, ce
qui prouve le réle essentiel qu'ils jouent probablement dans la cellule. Le géne
src initialement décrit chez le poulet est retrouvé dans toutes les espéces de
vertébrés, y compris I'nomme et les poissons (BARNEKOW et al., 1982) mais
aussi chez les invertébrés jusqu'a la drosophile (SHILO et al., 1981) et mé&me
1'éponge ; de mé&me myc, abl et fes sont retrouvés chez la drosophile (SIMON
et al,, 1983 ; WEN-HWA et al., 1982). Seul les genes lil et rel n'ont pas €té mis
en évidence chez I'homme et les vertébrés : lil semble propre au genre gallus
(BOCCARA et al., 1982) et rel aux oiseaux (WONG et LAI, 1981).



( :
( . : Espéces dans
( coonc . Virus contenant le v-onc correspondant . laquelle la
( : ¢ transduction
( : : ~T: c-onc -+ v-onc
g :  Pouvoir pathogéne : Souches : aeulieu
( : : :
(src : Sarcomes : Rous : Poulet
( fps (= fes) : Sarcomes : Fujinami, PRCII URI : Poulet
gyes : garcomes : 8R732, ESH : gou}et

ros ¢ darcomes : : oulet
( ski : Sarcomes : SKV : Poulet
(1l * : Sarcomes : BR77 Poulet
(
( myb : Leucémie myeloblastxque : AMV, E26 : Poulet
(ets : Leucémies érythroblastiques : E26 : Poulet
22:23 *} Leucémies érythroblastiques QE:/I : ggﬁi::
( myc : Leucémie myelo—monocytau'e. MC29, MH2, CMII, OKlO Poulet
( mil (ou mht)* : Leucémie myélo-monocytaire: MH2 : Poulet
(
(rel ! Lymphomes T et B ¢ REV-T : Dinde
( ~
( fos : Sarcomes : FBI-MSV : Souris %)
( mos : Sarcomes : M-MSV : Souris by
(raf : Sarcomes : 3611-MSV : Souris )
( bas : Sarcomes : BALB/C : Souris )
( )
( Ha-ras-1 : Sarcomes : RASHEED-MSV : Rat )
( Ha-ras-1 : Sarcomes : HARVEY-MSV : Rat )
( Ha-ras-1 : Sarcomes : Balb/MSV : Souris )
( Ki-ras-2 : Sarcomes : Kirstein-MSV : Rat )
( - )
( abl : Lymphomes B : ABELSON L.V. : Souris )
( abl : Sarcomes : HZ-2-FeSV : Chat )
( )
( fes (= fps) : Sarcomes : ST-FeSV, GA-FeSV : Chat )
(fms : Sarcomes : SM-FeSV : Chat )
( fgr : Sarcomes : GR-FeSV : Chat )
( kit : Sarcomes : HZ4 : Chat )
( )
( sis + Sarcomes : PI-FeSV : Chat )
( sis : Sarcomes : SSV : Singe Lagothrix )
( )
é c-onc sans équivalents viraux connus isolés ;
( dans 'ADN tumoral transformant NIH-3T3 )
( )
( N-ras )
( Blym )

N Nagst? St Nt et st St sl ot Nt vt it st et it “gst ‘st “s “get g et it v |
E

* Le pouvoir transformant de ce géne n'est pas établi.

TABLEAU 1

Les c-onc (LEVY, 1984).



3. Localisation chromosomique et structure des c-onc.

Chez I'homme, les c-onc existent sous forme d'un géne unique localisé
dans de nombreux cas (Tableau II). Pour c-myc cependant l'existence d'autres
loci a été suggérée ; il s'agit probablement de pseudogénes non fonctionnels
(DALLA-FAVERA et al., 1982), un autre geéne inconnu apparenté, amplifié
dans certaines tumeurs a été également signalé (MONTGOMERY et al., 1982).

Les c-onc sont des génes en mosaique faits d'exons codants et d'introns
non codants répartis en général sur 12 a 35 kilobases d'ADN. Cette taille, trés
supérieure a celle des v-onc correspondants dépourvus d'introns, montre que
les c-onc ne sont pas des genes viraux intégrés dans le génome des
mammiféres et s'y maintenant. Les v-onc ayant gardé la totalité ou la plus
grande partie de l'information génétique traduite en protéine des c-onc sont au
contraire dérivés de ceux-ci a partir de leurs transcrits ARN.

Il faut noter cependant quelques exceptions a la structure discontinue
des c-onc : c-mos est constitué d'une séquence unique colinéaire au v-mos
(JONES et al., 1980 ; VAN BEVEREN et al., 1983), c-Ha-ras 2 est également
dépourvu d'introns (O'BRIEN et al., 1983) de méme que c-Ki-ras 1 (Mc GRATH
et al., 1983).

4. Les produits des oncogenes

Le mode d'action des oncogenes est encore inconnu mais 'étude des
facteurs impliqués dans la mitose permet de penser que les oncogénes
pourraient agir de fagon similaire pour transformer la cellule (HELDIN et al.,
1984). Les données récentes concernant les produits des oncogénes permettent

de les classer en plusieurs familles (Tableau IlI).

a. Les génes codant pour des protéines kinases phosphorylant les

tyrosines.

Le modeéle de cette famille est le géne src qui donne naissance a une
phosphoprotéine de masse moléculaire avoisinant 60 000 daltons (pp 60 Y-SfC,
pp 60 C-StC),

Le dénominateur commun des protéines issues de ces genes (fps, yes,
ros, erbB, fgr, fes, a_bl) consiste en leur activité tyrosine kinase (HELDIN
etal.,, 1984 ; PAWSON et al., 1980a). Dans la cellule, cet événement est
relativement rare mais semble constant dans l'interaction entre les facteurs de



( )
( Gene : Chromosomes )
( )
( -)
( )
( c-myb )
( c-mos )
(  c-myc )
( c-fes )
(  c-fos P )
(  c-sis : 22 )
(  c-src : 20 )
(  c-abl : )
( c-fms : 5 )
(  c-Ha-ras ! : 11 )
( c-Ha-ras2 : X )
( c-Ki-rasl : 6 )
( c-Ki-ras2 : 12 )
(  c-N-ras )
( c-raf : 3 )
(  c-erbA : 17 )
( c-erbB : 7 )
(  c-ski )
(  c-fos : 2 )
(  c-ets : 11 )
(  c-Blym : | )
( )

TABLEAU II

Localisation chromosomique des c-onc (GILDEN et al., 1984).
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NOM DE PROTEINES ONCOGENIQUES
JONCOGENE:
: RETROVIRUS : TUMEUR : LOCALISATION CELLULAIRE : FONCTION CLASSE
src : SARCOME DE POULET  : - : MEMBRANE PLASMIQUE :
yes : SARCOME DE POULET : - : MEMBRANE PLASMIQUE (?) : ,
fgr : SARCOME DE CHAT - : ?) : : CLASSE | (PROTEINES
:PROTEINES KINASES: KINASES CYTOPLAS-
abl : LEUCEMIE DE SOURIS  : LEUCEMIE HUMAINE : MEMBRANE PLASMIQUE : SPECIFIQUES DE  : MIQUES SPECIFIQUES
: LA TYROSINE : DE LA TYROSINE)
fps : SARCOME DE POULET : - : CYTOPLASME (MEMBRANE : H
: : : PLASMIQUE ?) :
fes : SARCOME DE CHAT - : CYTOPLASME : l
: : (CYTOSQUELETTE ?) : s j
ros : SARCOME DE POULET - : @)
: : o : REGION PROTEINE : f
erb-B : LEUCEMIE DE POULET . - : MEMBRANES PLASMIQUE ET . KIENASE CYTOPLAS-: N
: : ' : INTERNES :+ MIQUE DU RECEP- : 1
H : : : TEUR DE L'EGF, SPE: )
: : CIFIQUE DE LA : !
: : : : TYROSINE 3 )
M
fms : SARCOME DE CHAT P - : : REGION CYTOPLAS-:
: X L MEMBRANES PLASMIQUE N U RECE P, APPARENTEES ALA |
: : : : TEUR DE FACTEUR : CLASSE | (PROTEINES )
: : : : DE CROISSANCE (7) ;: KINASES POTENTIELLES)
2 )
mil :CARCINOME DE POULET : - : CYTOPLASME (?) : )
: )
raf : SARCOME DE SOURIS  : - : CYTOPLASME : ) : )
: 3 )
mos : SARCOME DE SOURIS  :LEUCEMIE DE SOURIS: CYTOPLASME : %) 2
. : : :FACTEUR DE  :CLASSE 2 (FACTEURS )
sis : SARCOME DE SINGE - ; SECRETEE : CROISSANCE SEM- : DE CROISSANCE) )
: : : : BLABLE AU PDGF )
)
Ha-ras : SARCOME DE RAT :CARCINOME HUMAIN: MEMBRANE PLASMIQUE )
: : CARCINOME DE RAT: : )
: )
: : CARCINOME, LEU- : : : CLASSE 3 (CYTOPLAS- )
Ki-ras  : SARCOME DE RAT : CEMIE ET SARCOME : MEMBRANE PLASMIQUE : FIXATION SUR : MIQUES, SE FIXENT )
: : HUMAINS : : LE GTP : SUR LE GTP )
: )
N-ras : - : LEUCEMIE ET CAR- : MEMBRANE PLASMIQUE : )
: CINOME HUMAINS  : . : 3
fos : SARCOME DE SOURIS - : NOYAU : ?) : )
. X )
myc : LEUCEMIE DE POULET : LYMPHOME HUMAIN : NOYAU : E}})\(&EION SUR : ;
s )
myb : LEUCEMIE DE POULET : LEUCEMIE HUMAINE : NOYAU : FIXATION SUR : )
: : : : L'ADN : CLASSE & )
: (NUCLEAIRES) )
Bolym ° _ : LYMPHOME DE POU-: NOYAU (?) ) : )
y : : LET, LYMPHOME )
: : HUMAIN s : : ;
ski : SARCOME DE POULET - : NOYAU (2) : ) ;
rel : LEUCEMIE DE DINDE : - : ?) (?) : ;
erb-A  : LEUCEMIE DE POULET - : CYTOPLASME : 2 : NON CLASSEES ;
ets : LEUCEMIE DE POULET : - : (?) : (?) : ;
PP P>t 3t F F PSP F PP P - F F E X P Lttt L it ittt ittt Rt it ittt ittt ittt it -t r ittt it ittt ittt -ttt 1ttt BIIZISI=E=

TABLEAU 1

LES FAMILLES DE PROTEINES CODEES PAR LES ONCOGENES D'APRES
"POUR LA SCIENCE", OCTOBRE 1984. (CE TABLEAU A ETE REACTUALISE
EN FONCTION DES ETUDES REALISEES DEPUIS OCTOBRE 1984).



11

croissance et leurs récepteurs (HELDIN et al., 1984). Des lors, on peut
imaginer que ces oncogénes constituent une classe de récepteurs de facteurs
de croissance ; la confirmation de cette hypothése a été obtenue récemment
avec la mise en évidence d'une similitude entre un géne de cette famille (erbB)
et le récepteur d'un facteur de croissance, le récepteur de I'EGF (Epidermal
Growth Factor) (DOWNWARD et al., 1984).

b. La famille ras.

La seule caractéristique biochimique du produit de ces génes,
actuellement mise en évidence, consiste en la fixation du GTP (guanosine
triphosphate). Ce groupe de génes, également présent chez la levure serait

impliqué dans la sporulation des microorganismes (TATCHELL et al., 1984).

c. Le gene sis et les génes produisant des facteurs de croissance.

Le produit du géne sis présente une trés forte homologie avec la chaine
béta dun facteur de croissance impliqué dans la réparation tissulaire
(WATERFIELD et al., 1983) et produit ainsi que d'autres, par les plaquettes : le
PDGF (Platelet Derived Growth Factor).

Connaissant la parenté qui existe dans le mode d'action du PDGF et des
facteurs de croissance cellulaire tels que I'EGF normal ou les TGF
(Transforming Growth Factors) produits par des cellules tumorales (COOPER
et al., 1981), on peut imaginer que c-sis intervienne dans la transformation par
l'intermédiaire d'un facteur de croissance produit en exces ou qualitativement
anormal et responsable, en conjonction éventuelle avec d'autres facteurs

physiologiques, d'une croissance accrue des cellules tumorales.

d. Les oncogenes dont les produits ont une localisation nucléaire

Les protéines issues de ces genes (exemple myc et myb) pourraient
transformer la cellule par leur interaction avec I'ADN, interaction qui a été
prouvée pour le produit des deux génes myc et myb (ABRAMS et al., 1982 ;
MOELLING et al., 1985). Dans l'ordre des événements intervenant au cours de

la transformation cette classe de geénes pourrait prendre le relai du signal
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mitogéne délivré lors de l'interaction facteur de croissance-récepteur. A
'appui de cette hypothése, KELLY et al., (1983) ont montré une activation
trés rapide du taux de transcription du géne myc en réponse des cellules a

I'addition de PDGF dans le milieu de culture.

Il reste a savoir si les oncogénes non encore classés appartiennent 3

'une ou 'autre de ces familles ou en réveleront de nouvelles.

III MECANISMES D'ACTIVATION DES ONCOGENES CELLULAIRES AU
COURS DE LA CARCINOGENESE.

Schématiquement, deux hypotheses, l'une qualitative, l'autre
quantitative, peuvent expliquer qu'un géne normal devienne responsable de
cancers.

Selon I'hypothése quantitative, le c-onc normal fonctionne de fagon
excessive et l'accumulation de son produit est responsable de la transformation
maligne. Ceci implique que le proto-oncogene de la cellule normale ne soit pas
différent de I'oncogéne des cellules tumorales et que la protéine produite soit
identique. De plus, le gene viral transformant, dérivé du géne cellulaire par
transduction, doit &tre identique a celui-ci (mises a part les mutations
ponctuelles liées aux divergences évolutives et qui ne modifient pas la fonction
du produit) : le v-onc est identique au c-onc et leurs produits sont les mé&mes.

Au contraire, dans I'hypothése qualitative de la carcinogénese, celle-ci
est dile & une mutation du c-onc modifiant la fonction de la protéine. Le c-onc
des cellules malignes et les protéines produites dans les deux cas se distinguent
par au moins une mutation significative régulierement retrouvée dans les
tissus anormaux. Dans cette hypothése la transduction d'un c-onc¢ dans un virus
donne naissance a un v-onc transformant a la suite de remaniements

intervenant au cours de cette transduction : le v-onc est différent du c-onc.

1. Carcinogénése par augmentation de I'expression des c-onc.

a. La LTR activation.

Un ALV (Avian Leukosis Virus), virus ne contenant pas d'oncogéne, peut
&tre a l'origine d'une carcinogénése lente (lymphomes B aviaires) dont le
mécanisme a été explicité par les travaux de HAYWARD et al., (1981) et
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PAYNE et al., (1982). Dans les lymphomes B, le virus s'intégre en amont du
gene c-myc et son LTR 3', seul nécessaire a la transformation, permet une
lecture accrue du message c-myc avec formation d'ARN messagers mixtes
contenant des séquences virales et cellulaires.

De mé&me une érythroleucémie du poulet peut &tre induite lorsqu'un ALV
s'intéegre au voisinage du géne c-erbB (FUNG et al., 1983). KUNG et al. viennent
de mettre en évidence quelques faits surprenant concernant cette LTR
activation de c-erbB (RAINES et al., 1985) : le provirus utilise le LTR 5' plutdt
que le LTR 3' pour traduire un message, dit message "readthrough”, comprenant
les séquences virales et les séquences c-erbB situées en 3' ; les transcrits
primaires sont remaniés par deux phénomeénes d'épissage (gag-env et env-erb)
pour donner une protéine commengant a I'AUG de gag et comprenant 53 acides
aminés de env puis des séquences homologues a v-erbB. De plus, ce produit de
c-erbB activé comporte a son extrémité C-terminale 32 amino-acides

homologues au récepteur de I'EGF et absents dans la protéine gp74 erbB

b. L'amplification génique.

Dans certaines tumeurs, la production accrue de messagers est liée a
'amplification de genes. Ceci a été observé pour c-myc dans des tumeurs
humaines telles que la leucémie promyélocytaire HL 60 (COLLINS et al., 1982)
ou la tumeur endocrine COLO 320 (ALITALO et al., 1983). Les genes
additionnels peuvent se trouver sur des chromosomes double-minutes ou, de
fagon stable, sur des régions homogenes hypercolorées.

Dans la leucémie myéloide K 562, I'amplification de c-abl en mé&me
temps que celle de génes de chalnes lambda d'immunoglobulines a été observée
(COLLINS et al., 1983).

2. Carcinogénese par altérations qualitatives des c-onc.

L'augmentation de l'expression des c-onc n'est pas toujours observée dans
les tumeurs, par ailleurs un c-onc normal lié a un LTR n'est pas toujours

transformant (exemple c-fos et c-N-ras) (DUESBERG, 1983). Les v-onc et

c-onc sont différents dans de nombreux cas et donnent naissance a des produits
différents. Une modification qualitative d'un géne cellulaire au cours de son

insertion dans un virus aboutit souvent a la création d'un géne transformant a
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partir d'un proto-oncogene qui ne I'était probablement pas. La démonstration
d'une telle mutation somatique a été apportée dans le cas d'une lignée de
tumeur de vessie, maintenue in vitro, T 4. Cette tumeur est connue pour
posséder un geéne c-Ha-ras 1 activé. La seule différence entre le géne normal
et le géne de la tumeur T2y est une mutation sur le douzieme codon
aboutissant au remplacement de la glycine normale par une valine (REDDY,
1983 ; TABIN et al.,, 1982 ; TAPAROWSKY et al., 1982), Une anomalie du
méme douzieme codon est retrouvée dans les tumeurs SW 480 (valine 12) et
CALU 1 (cystéine 12) (CAPON et al., 1983) au niveau de c-Ki-ras 2 et dans les
séquences des divers v-ras (DHAR et al., 1982 ; TSUCHIDA et al., 1982).

3. Les deux théories ne sont pas mutuellement exclusives.

Dans certaines tumeurs des génes peuvent &tre a la fois amplifiés et
mutés (Mc COY et al., 1983 ; SCHWAB et al., 1983). De méme le gene c-ras
peut &tre activé aussi bien par simples couplages avec un LTR que par des
mutations ponctuelles, telles celles observées dans Tpy. Donc les arguments
solides a la fois en faveur d'une carcinogénése qualitative et en faveur d'une

carcinogénése quantitative ne sont pas nécessairement contradictoires.

4, Les translocations chromosomiques.

Dans les tumeurs de BURKITT humaines, on note l'existence habituelle
d'une translocation chromosomique 8 : 14 portant plus précisément sur les
régions 8q24 et 14q32, régions qui sont précisément celles comprenant
normalement le géne c-myc (8q24) et les genes des chalnes lourdes
d'immunoglobulines (14q32) (ZHANG et al.,, 1982 ; DALLA FAVERA et al.,
1983). D'autres translocations chromosomiques plus rares, de type 8 : 2 et
8 : 22, affectent des régions chromosomiques qui portent respectivement les
genes des chafines kappa et lambda des immunoglobulines.

Un modele semblable existe dans les plasmocytomes murins qui
présentent le plus souvent une translocation 15 : 12 affectant le chromosome
15 ol se trouve le gene c-myc et le chromosome 12 ou ont été localisés les
genes des chalnes lourdes des immunoglobulines (CALAME et al., 1982 ;
HARRIS et al., 1982). Dans un cas de plasmocytome murin, on a observé que la
translocation habituelle 15 : 12 entrainait I'activation de c-mos et non de
c-myc (RECHAVI et al., 1982).
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Il a été montré récemment que la translocation 9 : 22 caractéristique
du chromosome Philadelphie mettait en cause les régions porteuses de c-abl
sur le chromosome 9 et c-sis sur le chromosome 22 (GROFFEN et al., 1983 ;
DE KLEIN et al., 1982). Il semblerait également que c-fes soit transloqué du
chromosome 15 au chromosome 17 dans un cas de leucémie aigué a
promyélocyte (SHEER et al., 1983).

CONCLUSION :

Il est acquis que les oncogenes jouent un rdle déterminant dans la
carcinogénése chez I'homme aussi bien que chez les autres espéces animales.
Cependant la séquence des phénomeénes en cause reste encore incertaine et le
nombre réel doncogeénes capables d'intervenir est inconnu bien que
vraisemblablement limité, La connaissance des fonctions cellulaires normales
des c-onc, encore trés peu avancée, et des altérations de ces fonctions

permettra d'appréhender le détail de ces phénomeénes.

Une théorie générale de la carcinogénése a été énoncée. Il est en effet
trés probable que les mé&mes génes soient en cause dans la carcinogénese virale
et dans les carcinogénéses non virales, qu'elles soient dues a des radiations
ionisantes, a des carcinogenes chimiques ou a des mutations spontanées de

quelque nature qu'elles soient.
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CHAPITRE 1I

METHODES DE DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE L'ADN
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Pour des raisons d'ordre technique, les scientifiques ont abordé l'analyse
structurale des génomes aprés celle des protéines et de I'ADN, c'est-a-dire
dans un ordre strictement inverse de celui du passage de l'information au sein

de la cellule.

Jusqu'en 1972, manquant de d'enzymes suffisamment spécifiques pour
couper les genes en oligonucléotides, les biochimistes étaient dans
I'impossibilité d'analyser la structure primaire de I'ADN.

En 1974, utilisant une nouvelle enzyme de restriction, 'endonucléase 1V,
GALIBERT et al. décrivaient une premiére méthode permettant l'analyse de la
structure primaire de I'ADN du phage ¢x 174 (ZIFF et al., 1973 ; GALIBERT
et al., 1974). Toutefois cette méthode complexe et laborieuse n'aurait permis

que difficilement I'analyse de genes entiers.

Aujourd'hui plusieurs méthodes rapides d'analyse de I'ADN ont été
publiées et, l'on est passé en quelques années des premiers résultats
correspondant a des fragments de quelques dizaines de nucléotides a la
connaissance de génomes entiers, tels que, ceux du phage ¢x 174 (SANGER et
al, 1977a), du virus de I'népatite B (GALIBERT et al., 1979) et plus récemment
celui du virus LAV responsable du SIDA (syndrome immuno-déficitaire acquis)
(WAIN-HOBSON et al., 1985).

Deux faits principaux expliquent cette évolution. Tout d'abord, la
découverte et le prodigieux essor des enzymes de restriction (SANGER et al.,
1977b) puis l'idée apparemment toute simple de F. SANGER selon laquelle il
est possible de fractionner des oligonucléotides en fonction de leur taille par
électrophorése en gel d'acrylamide.

Depuis 1975, plusieurs méthodes de séquence de I'ADN ont été décrites,
mais deux d'entr'elles sont principalement utilisées :

- une méthode enzymatique dite méthode des terminaisons de chaines
de F. SANGER, S. NICKLEN et A.R. COULSON (1977) qui constitue une
remarquable amélioration de leur méthode "plus-moins" publiée en 1975
(SANGER et COULSON, 1975) ; et,

- une méthode chimique, la méthode des dégradations chimiques de
MAXAM et GILBERT (1977).

En respectant un ordre chonologique, nous décrirons tout d'abord la
méthode des terminaisons de chalnes de SANGER, NICKLEN et COULSON
puis la méthode des dégradations chimiques de MAXAM et GILBERT.



18

I. La méthode des terminaisons de chaines de SANGER, NICKLEN et
COULSON.

Elle constitue une amélioration de la méthode "plus-moins" de SANGER
et COULSON (1975).

1. La méthode "plus-moins" de SANGER et COULSON.

Le fragment d'ADN monocaténaire a séquencer n'est pas séquencé
directement mais répliqué in vitro par I'ADN polymérase d'E. Coli a partir
d'une séquence amorce ou "primer" (courte séquence nucléotidique appariée a
I'ADN modele étudié) en présence de quatre désoxyribonucléotides (dXTP) dont
I'un est marqué au P32, le plus souvent il s'agit de dATP (figure 1).

Cette synthése doit &tre aussi désordonnée que possible, de fagon telle
qu'un maximum d'oligonucléotides de différentes longueurs mais commengant
tous a la séquence "amorce" soient formés. Ce mélange réactionnel est ensuite
purifié sur colonne d'agarose afin d'éliminer l'exces de dXTP et I'éluat, divisé

en deux lots, est traité comme suit :

a. Le systéeme "moins".

Le mélange d'oligonucléotides encore hybridé a la molécule modéle est
incubé a nouveau avec I'ADN polymérase I en présence de 3 dXTP ; si, par
exemple, le dATP est le dXTP manquant (systtme A-) chaque chalne se
terminera en 3' par le dXTP précédant un résidu A.

Quatre réactions séparées sont donc réalisées, chacune en l'absence de
I'un des dXTP.

Les quatre mélanges réactionnels sont dénaturés afin de séparer les
chaines nouvellement synthétisées de la molécule modele et soumis a une
électrophorése en gel d'acrylamide en présence d'urée 8M. Les différents
oligonucléotides, ayant tous la mé&me extrémité 5' (I' "amorce") mais des
extrémités 3' différentes seront donc séparés en fonction de leur taille.

Idéalement, chaque oligonucléotide doit &tre séparé de son voisin
comportant un résidu supplémentaire et l'autoradiographie du gel permet une
lecture directe de la séquence complémentaire de celle de la molécule modele.

Cependant, ce systeme seul n'est généralement pas suffisant pour
déterminer une séquence, et un second systeme similaire est normalement

utilisé conjointement.
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Figure 1 : Principe de la méthode "plus-moins".
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b. Le systéeme "plus".

Ce systeme se réfere a la méthode d'ENGLUND (1971, 1972) qui montre
qu'en présence d'un seul dXTP, I'ADN polymérase du phage T4 infectant
E. Coli (T4-polymérase) dégrade I'ADN double-brin & partir de son extrémité
3', mais cette action exonucléasique est arrétée aux résidus A, par exemple, si
le dATP est présent.

Cette méthode est appliquée au mélange réactionnel obtenu en a dans
la figure 1. Les échantillons sont incubés avec la T4-polymérase et un seul
dXTP, puis fractionnés par électrophorése parallele en gel d'acrylamide.

Donc, dans le systeme A+, seul le dATP est présent et toutes les
chalnes se termineront par un A. La position des résidus A sera indiquée par
les bandes de l'autoradiographie.

En général, dans le systéme +, les oligonucléotides ont un résidu de plus
que dans le systéme -, mais s'il y a plusieurs A consécutifs, la distance entre
les bandes des systémes A- et A+ indique le nombre de résidus présents.

Ni la méthode plus, ni la méthode moins, ne sont compléetement
satisfaisantes et, de facon a déterminer une séquence, les deux méthodes
doivent &tre utilisées et des vérifications complémentaires sont parfois
nécessaires. .

SANGER et al. améliorérent considérablement la méthode "plus-moins"

en publiant en 1977, la méthode des terminaisons de chalnes.

2. La méthode des terminaisons de chaines de SANGER, NICKLEN et
COULSON.

Cette méthode reprend le principe de la méthode de SANGER.

Il a été démontré que l'activité inhibitrice du 2'-3' didéoxythymidine
triphosphate (ddTTP) sur I'ADN polymérase I repose sur son incorporation dans
la chalne nucléotidique synthétisée a la place de l'acide thymidilique (dT). Le
ddTTP ne comportant pas d'hydroxyle en 3', la chalne ne peut s'allonger et la
synthése se termine chaque fois qu'un dT devrait &tre ajouté.

Si une "amorce" et une molécule d'ADN simple-brin sont incubés avec
I'ADN polymérase I en présence d'un mélange de ddTTP et dTTP ainsi que des
trois autres dXTP (l'un d'entre eux marqué au P32), des fragments ayant tous

la mé&me extrémité 5' et des résidus ddT en 3' sont obtenus (figure 2).
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P—O—O—O..O—O_OHJ Klenow polymérase

H P

Extension de la chaine:

P O—O—O—O0—O—8—0H ‘incorporation du déoxynucléotide

H P

.
B
L

Didéoxynucléotide
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ne peut se fixer
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Figure 2 : Principe de la méthode des terminaisons de chaines.
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Quand cette population de molécules est fractionnée sur gel
d'acrylamide dénaturant (contenant de l'urée), la répartition des bandes en
autoradiographie montre la distribution des dT dans I'ADN synthétisé.

En utilisant le mé&me principe pour les autres nucléotides au cours
d'incubations séparées, puis en faisant migrer les échantillons en parallele sur
gel d'acrylamide, une succession de bandes est obtenue. Elle permet de lire
directement la séquence complémentaire de celle de la molécule modele.

Le point délicat de toutes les méthodes de séquence d'ADN est
I'obtention d'ADN simple-brin a partir de I'ADN bicaténaire initial.

Dans la méthode des terminaisons de chalnes, le clonage du fragment

d'ADN a séquencer dans le bactériophage M 13 simplifie cette étape.

3. Clonage du fragment d'ADN a séquencer dans le bactériophage M 13.

Cette méthode (MESSING et al., 1977) utilise comme vecteurs de

clonage des bactériophages dérivés du bactériophage M 13.

a. Cycle évolutif du bactériophage M 13.

M 13 est un phage filamenteux dont I'ADN monocaténaire et circulaire
est constitué de 6500 nucléotides. Ce phage infecte E. Coli, mais il n'infecte
que les bactéries miles car il s'attache a I'épisome de la bactérie.

Aprés pénétration dans la bactérie, I'ADN phagique simple-brin est
converti en forme réplicative (RF) double-brin qui peut &tre isolée et utilisée
comme vecteur de clonage.

Lorsque 100 a 200 copies de forme réplicative (par bactérie) ont été
synthétisées, la synthése de M 13 devient asymétrique produisant en abondance
I'un des deux brins (le brin +). Puis des phages a ADN monocaténaire sont

excrétés dans le milieu de culture sans lyse de la bactérie (figure 3).

b. Caractéristiques du bactériophage M 13 utilisé en séquence.

Tout le génome du phage M 13 contient des informations nécessaires a
la réplication a I'exception d'une région intergénique de 500 nucléotides. Dans
les dérivés de M 13 construits comme véhicules de clonage, deux types de

séquence sont insérés :
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1. Pénétration de I'ADN du phage dans la bactérie.

2. ADN phagique monocaténaire converti en forme réplicative double-brin RF.
3. Réplication de I'ADN (environ 100 copies par cellule).

4, Synthése d'un ADN simple-brin.

5. ADN simple brin enfermé dans une capside virale et expulsé de la cellule.

Figure 3 : Cycle évolutif du phage M 13.
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- un fragment de l'opéron lactose d'E. Coli contenant la région
régulatrice et l'information codant pour les 146 amino-acides N-terminaux de
la béta-galactosidase. Ce fragment amino-terminal de la béta-galactosidase
complémente la béta-galactosidase défective de la bactérie hdte (on utilise
une souche d'E. Coli particuliere, défective pour la béta-galactosidase, JM 101
ou JM 103). Ceci produit une béta-galactosidase active qui en présence de
l'inducteur isopropylthiogalactoside (IPTG) peut hydrolyser le chromogéne
qu'est le 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-béta-galactoside (BGIG). Le bromochloro-

indole libéré confére alors une coloration bleue aux plages de phages.

- le second type de séquence inséré est un petit fragment d'ADN
contenant plusieurs sites de restriction servant au clonage (figure 4). Ce
fragment est inséré en 5' du géne béta-galactosidase mais n'empéche pas la
béta-galactosidase du phage de complémenter celle d'E. Coli. Cependant,
'insertion dans l'un des sites de restriction de I'ADN a séquencer détruit la
complémentation. L'hydrolyse du BCIG en présence d'IPTG est alors impossible

et les plages de phages sont incolores.

c. La méthode dite "M 13 dideoxy sequencing” (PONCZ et al., 1982).

A I'ADN phagique contenant le fragment d'ADN a séquencer est hybridé
un oligonucléotide de synthése simple-brin ("amorce" universelle) qui sert de
point de départ a la réplication par la Klenow polymérase (large fragment de
I'ADN polymérase I) (protocole explicité dans la figure 4).

) Les phages M 13 mp 8 et mp 9 contiennent les mémes sites de
restriction servant au clonage mais dans des orientations inversées (figure 5a).
Donc le clonage d'un méme fragment d'ADN dans M 13 mp 8 et mp 9
permettra d'obtenir la séquence de chacun des deux brins du fragment en

question (figure 5b).

I La méthode des dégradations chimiques de MAXAM et GILBERT.

Cette méthode (MAXAM et GILBERT, 1977) détermine la séquence
nucléotidique d'une molécule d'ADN simple-brin marquée a son extrémité 5' en
la modifiant et la coupant par des agents chimiques en A, G, C, et T ; I'ADN

est donc séquencé directement et non plus répliqué in vitro.
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Figure & : Principe des réactions de séquence.



Smal Sall @ Sall Smal
Xma !l Acc Ace |

Xma !
ECORI}'—_'.. BamHl  Hincll . pst) | , Ming it Mind i1l L L H.'nquLa.mHL——-————l_ Eco Rl
W )} *
~GAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGCCAAGCTT - , ~CAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCCCCGGGAATTC~
N
[2))

Figure 5a



ADN & sequencer

27
coupe par
' Eco RI et
Alu |
coupe par ' coupe par
Eco Rl et Eco Rl et
Hinc Il Hinc 1!

v
abcd
E_—————H
123 4
/

l Ligation
C

Q

A327

@
2

3

2 d B
/ O
Hybridation du
primer et séquence 1

3 4
‘\{zm a bc d %
mp 9

g

Figure b : Exemple d'utilisation de M 13 mp8 et mp9 bour séquencer
les deux brins d'ADN d'un méme fragment.

Preparation de
: matrice monocatenaire
c




28

Le fragment d'ADN double-brin dont la structure primaire doit étre
déterminée est tout d'abord marqué a ses extrémités 5' au P32, Le marquage
comprend deux étapes : l'action de la phosphatase alcaline d'E. Coli qui élimine
les 5' phosphates, puis leur remplacement par un phosphate radioactif grice a
l'action de la polynucléotide kinase du phage T4 en présence d'ATP- y -P32,

Cette molécule d'ADN, marquée a ses extrémités 5' est ensuite
dénaturée par la chaleur en deux molécules d'ADN simple-brin,

Cet ADN simple-brin est alors attaqué dans des conditions particulieres
par des réactifs qui modifient spécifiquement les bases (figure 6). La
modification de celle-ci entraine une rupture de la liaison N-glycosidique
laissant ainsi le sucre exposé ; ce dernier représente un point de fragilité dans
I'enchalnement sucre-phosphate qui est facilement rompu par une amine, en
général la pipéridine (figure 6a).

Environ une base sur cinquante ou cent, distribuée de fagon aléatoire le
long de la chalne d'ADN, est modifiée. Par contre la rupture de la liaison
sucre-phosphate est totale.

De toutes les molécules ainsi produites, seules celles commengant a
l'extrémité radioactive sont détectées par autoradiographie (figure 6b). Le
diméthylsulfate est le réactif spécifique des purines tandis que I'hydrazine est
le réactif spécifique des pyrimidines.

Des modalités opératoires permettent de discriminer A de G d'une part,
et C de T d'autre part. Ainsi dans le cas de réactions a I'hydrazine, la présence
de NaCl 5M limitera la réaction aux cytosines. La liaison N-glycosidique de
'adénine, moins stable que celle de la guanine, sera facilement rompue par un
acide dilué. En général, cing réactions sont effectuées : G, AG, CT, C, A/C.

Le fractionnement en paralléle du produit de ces cinq réactions permet,
aprés autoradiographie de lire directement la séquence nucléotidique du
fragment étudié (figure 7).

L'utilisation de gels de concentration différente en acrylamide (25 %,
16 %, 8 %, 6 %) donne l'enchalnement de 200 a 250 nucléotides a partir de

I'extrémité 5' marquée.

Le travail que nous présentons dans ce mémoire a €té réalisé par la
méthode des dégradations chimiques de MAXAM et GILBERT.



(a)
ADN  Marqué en 5'

Modification chimique
d'une base

Destruction de cette
base

Coupure du brin d* ADN

(b) 32p6pcpT pGpCpTpApGPGpTpGpCpCpGpApGpC
G G G G G G G
32p.
2pGpepTp

32GpCpT pGPCPT P AP

32pGpCPT PGPCPT p APGP

320GpCpT pGPCPT P APGPGPT P

325GpCpT pGPCPT P APGPGP T PGPCPCP

325GpCpT PGPCPT P APGPGPT pGpCPCPGPAD

32,GpcpT pGPCPT pAPGPGPT pGpCpCPGPAPGPC

Figure 6 :(a) Réactions coupant la molécule 'ADN au niveau d'une
guanine. ‘
(b) Aprés coupure au niveau de la guanine, on obtient une série

de molécules ayant une extrémité radioactive donc

détectables par autoradiographie.
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Figure 7 : Principe de la lecture d'un gel de séquence
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Les virus défectifs des leucémies aviaires (DLV) possédent la propriété
de transformer différentes cellules cibles du systéme hématopoiétique
entralnant la mort de l'animal en quelques semaines. Ces DLV, composés de
sept isolats indépendants provenant de leucémies naturelles du poulet, ont été
subdivisés en trois groupes en fonction du type de néoplasme induit et du
phénotype de différenciation des cellules hématopoiétiques transformées
(BEUG et al., 1979 ; GRAF et STEHELIN, 1982). lls comprennent le virus de
I"érythroblastose aviaire (AEV), les virus de la myélocytomatose (MC 29, MH2,
CM II et OK 10) et les virus de la myéloblastose (AMV et E26) qui
transforment respectivement les érythroblastes, les macrophages et les
myéloblastes (figure 8).

Un intérét considérable concerne la découverte récente du fait que
deux oncogeénes distincts peuvent agir en synergie/complémentation pour
transformer des fibroblastes embryonnaires de rat (LAND et al.,, 1983).
Certains rétrovirus, tels que AEV, MH2 et E26 (VENNSTROM et BISHOP,
1982 ; COLL et al., 1983a ; LEPRINCE et al., 1983) sont intéressants de ce
point de vue puisqu'ils contiennent deux séquences spécifiques (oncogenes)
d'origine cellulaire, qui ont probablement conduit a leur sélection comme virus
hautement transformants

Le virus de I'érythroblastose aviaire (AEV), objet de nos travaux, est un
virus défectif des leucémies qui induit des érythroblastoses et des sarcomes
chez le poulet et transforme les érythroblastes et les fibroblastes in vitro
(GRAF et BEUG, 1978 ; ROYER-POKORA, 1978 ; SAMARUT et GAZZOLO,
1982). Le génome de ce virus contient deux oncogénes indépendants v-erbA et
v-erbB (LAI et al., 1979 ; BISTER et DUESBERG, 1979) exprimés dans les
cellules transformées sous forme de deux ARN messagers (ARNm)
(ANDERSON et al., 1980 ; SCHEINESS et al., 1981).

Un ARNm génomique de 5,4 kilobases (kb) code pour une protéine de
fusion P 75 B3EEPA (a5se moléculaire 75 000 daltons) de localisation
cytoplasmique (LAI et al., 1980 ; PAWSON et al., 1980b). Un ARNm sous-

erbB (masse

génomique de 3,5 kb produit une glycoprotéine membranaire gp74
moléculaire 74 000 daltons) (PRIVALSKY et BISHOP, 1982 ; PRIVALSKY
et al., 1983 ; HAYMAN et al., 1983 ; HAYMAN et BEUG, 1984).
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Figure 8 : Voies de différenciation des cellules hématopoétiques chez
les oiseaux et cellules cibles des rétrovirus aviaires
(d'aprés GRAF et BEUG, 1978 ; GAZZOLO et al., 1980).
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—|—-> blocage de la différenciation

CFU.M - "colony forming unit, marrow"
BFU.E - "burst forming unit, erythroid"
CFU.E - "colony forming unit, erythroid".
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Des expériences impliquant des mutants de délétion en chacun des
genes v-erbA et v-erbB (FRYKBERG et al., 1983) ont montré que v-erbB est

responsable des principales propriétés transformantes du virus : un mutant

v-erbA+*B- est incapable de transformer les cellules en culture. Par contre, un
mutant v-erbA-B+ transforme les érythroblastes qui présentent alors un large
spectre de différenciation pouvant aller jusqu'au stade érythrocyte (SAMARUT
et GAZZOLO, 1982). Le virus de type sauvage (v-erbA+B+*) transforme les
érythroblastes en culture et l'on note que leur différenciation est étroitement
bloquée au stade CFU-E (GAZZOLO et al., 1980) (Tableau 1V). On peut donc en
conclure que v-erbA, bien que non transformant, potentialise 'action de
v-erbB en bloquant la différenciation des érythroblastes a un stade immature
(GAZZOLO et al.,, 1980). Des expériences réalisées par SAULE et al.
(communication personnelle) ont montré que les exigences des cellules
infectées par AEV, en matiére de pH et de concentration en ions sodium, sont
moins strictes que celles de cellules infectées par des mutants ne comportant
que le géne v-erbB. La protéine erbA pourrait donc &tre impliquée dans le
contrdle intracellulaire du pH et des flux ioniques.

En 1983, une équipe japonaise (YAMAMOTO et al., 1983a) déterminait
la séquence nucléotidique de I'oncogene v-erbB contenu dans un mutant de
AEV, AEV-H, dépourvu du gene erbA. La séquence de la protéine erbB déduite
de la séquence nucléotidique présente une homologie avec la protéine pp60StC.
La protéine erbB fait partie de la famille des protéines oncogeniques ayant une
activité tyrosine-kinase (activité mise en évidence depuis peu pour la protéine
gp 74 EPB Gl MORE et al., 1985 ; KRIS et al., 1985). Par ailleurs, cette

protéine présente une trés forte homologie avec la moitié C-terminale du

récepteur du facteur de croissance de l'épiderme (EGF : Epidermal Growth
Factor) (DOWNWARD et al., 1984 ; ULLRICH et al., 1984).

Les génes v-erbA et v-erbB sont homologues a des séquences
cellulaires c-erbA et c-erbB (SAULE et al., 1981 ; SERGEANT et al., 1982 ;

VENNSTROM et al., 1982) que l'on trouve chez les oiseaux et les mammiféeres.

Ces genes sont phylogénétiquement conservés et pourraient jouer un rdle
important dans la différenciation des cellules rouges (COLL et al., 1983b).
Dans I'ADN cellulaire du poulet, le géne c-erbB comporte 12 exons et s'étend
sur 20 kilobases d'ADN (SERGEANT et al., 1982). Chez I'homme, ce locus a été
assigné au chromosome 7 (SPURR et al., 1984).

L'équivalent cellulaire du gene v-erbA, chez le poulet et chez
I'homme, se présente sous forme de deux loci indépendants mis en évidence
a l'aide de sondes virales radioactives (JANSSON et al., 1983 ; SAULE et al.,
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communication personnelle). Chez I'homme, ces loci ont été localisés sur le
chromosome 17 (SPURR et al., 1984).

Les particularités du gene erbA, sa fonction dans le virus et son
organisation sous forme de deux loci indépendants dans I'ADN cellulaire du
poulet et de I'homme nous ont incités a en déterminer la structure primaire.
Dans le chapitre "résultats", nous ferons donc figurer les séquences
nucléotidiques du gene v-erbA et de ses équivalents cellulaires chez le poulet
et chez I'homme. Nous nous sommes également intéressés a l'organisation du
génome viral en étudiant la partie 5' du géne v-erbB et son équivalent

cellulaire chez le poulet.

Notre travail, qui releve d'une collaboration avec le laboratoire
d'Oncologie moléculaire de [!'Institut Pasteur de Lille (Directeur :
D. STEHELIN) représente donc une contribution a I'étude de la structure fine
des oncogenes viraux et de leurs équivalents cellulaires normaux, travail qui a

été résumé dans deux articles que nous incluons a la fin de ce mémoire.



37

CHAPITRE 1V

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE L'ONCOGENE v-erbA ET
ORGANISATION DES GENES v-erbA ET v-erbB DANS AEV.
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1. Stratégie de séquence.

Nous avons isolé le géne v-erbA a partir d'un clone moléculaire de AEV,
pAEV] |, biologiquement actif (VENNSTROM et al., 1980). Trois sous-clones de
ce gene ont été obtenus ; ils couvrent la partie de gag adjacente a v-erbA,
I'oncogéne v-erbA lui-mé&me ainsi que la partie 5' du géne v-erbB. Ces trois
sous-clones (Aval - Aval : 1 kbp, Sall - Sacl : 0,5 kbp, Sacl - BamHI : 0,7 kbp)
sont schématisés dans la figure 9A. Nous avons déterminé leur séquence
nucléotidique par la méthode des dégradations chimiques de MAXAM et
GILBERT, décrite dans le chapitre B. La stratégie de séquence est résumée

dans la figure 9A.

2. Résultats et discussion.

a. Séquence de v-erbA.

L'extrémité 5' de v-erbA a été définie par comparaison de notre
séquence (figure 10) avec la séquence nucléotidique du virus du sarcome de
ROUS (RSV) (SCHWARTZ et al., 1983).

Le site Aval, a l'extrémité 5' de notre séquence se situe dans la région
codant pour la proféine virale P10 838, Les séquences de RSV et AEV sont
virtuellement identiques de ce site (~171) jusqu'au nucléotide + 1 de AEV ou
une complete divergence des deux séquences marque le point d'insertion de
erbA. Cette insertion se situe dans la région codant pour la protéine virale
P27 838 (SCHWARTZ et al., 1983). Le cadre de lecture de v-erbA est le méme
que celui de gag jusqu'au nucléotide 1195 ou un codon ambre (TAG) marque la
fin de la protéine codée P75 gag-erbA

cadres de lecture soient utilisés, car ils sont fréquemment fermés par des

. Il est peu probable que les deux autres

codons de terminaison (figure 9 B). Le codon de terminaison de la protéine
P75 gag-erbA est suivi de séquences non codantes jusqu'a un site d'épissage
accepteur potentiel (MOUNT, 1982) (Sa dans la figure 10, nucléotide 1370)
TTTCCTTTTTGCAG.G probablement utilisé par le virus pour engendrer 'ARN
sous-génomique de v-erbB.
Les séquences en amino-acides du polypeptide v-erbA et de la protéine

v-erbB sont indiquées sous la séquence nucléotidique dans la figure 10. Le
cadre de lecture utilisé par le virus pour engendrer la protéine v-erbB est

différent du cadre de lecture de la protéine de fusion P75 838 €rDA
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Si le site d'épissage accepteur mentionné ci-dessus est bien utilisé par
le virus pour engendrer la protéine v-erbB, cette protéine commence a I'AUG
de gag tout comme la protéine P75 8ag-erbA (4i 'on admet que AEV et RSV
utilisent le méme site d'épissage donneur dans gag) ; les deux protéines
(P75 B28€rbA oy gp74 €rbBy Juraient donc quelques amino-acides identiques a
leur extrémité N-terminale. Il est également possible d'imaginer que v-erbB
ait son propre codon d'initiation et que son produit commence a I'AUG en
position 1386 de notre séquence. La structure de v-erbB est virtuellement
identique, dans la région que nous avons étudiée, a celle décrite pour un autre
isolat indépendant de AEV, AEV-H, dépourvu du géne v-erbA (YAMAMOTO
et al., 1983b).

La protéine gp74 grbB présente une homologie avec la protéine pp60 St<
de RSV (YAMAMOTO et al., 1983a) et une quasi similitude avec la moitié
C-terminale du récepteur de 'lEGF (DOWNWARD et al.,, 1984 ; ULLRICH
et al., 1984).

b. Architecture du génome viral : organisation des génes erb-A et erb-B

dans AEV.

Nous avons comparé notre séquence a celle des genes gag, pol, env de
RSV et mis en évide_nce une homologie significative (82 %) entre la partie 3' de
v-erbA (nucléotides 1151 a 1183) et une partie du géne env de RSV (nucléotides
5804 a 5836) (SCHWARTZ et al., 1983) (figure 11). Le codon de terminaison de
la protéine de fusion P75 83g-€rbA (rAG en position 1195) n'appartient pas a
cette séquence homologue. Ainsi, chose surprenante, les quatre amino-acides
C-terminaux du polypeptide erbA sont codés par des nucléotides qui
n'appartiennent pas au gene v-erbA.

Afin de définir l'origine de ces nucléotides et de fagon a déterminer

avec précision la limite exacte entre les deux oncogénes v-erbA et v-erbB dans

AEV, nous avons isolé et séquencé un fragment d'ADN cellulaire de poulet
correspondant a la partie 5' de v-erbB (NOy dans SERGEANT et al., 1982)
(figure 12). Nous avons comparé cette séquence a la séquence de v-erb
(figure 13).

Cette comparaison a permis les observations suivantes :

- I'nomologie entre v-erbB et c-erbB commence au nucléotide 1181

de la séquence virale. Ceci définit la limite 5' des séquences apparentées a

c-erbB dans AEV ; par conséquent les quatre amino-acides C-terminaux de la
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protéine P75 gag-erbA o0y codés par des nucléotides dérivés de c-erbB qui
produit également le codon de terminaison de cette protéine (nucléotides
1195-1197, figure 13), indiquant que AEV a acquis un locus c-erbA partiel.

- La séquence virale des nucléotides 1181 a 1370 correspond 3 une
partie d'un intron de c-erbB fermé dans les trois cadres de lecture et se
terminant par un site d'épissage accepteur TTTTCTTTTTGCAG.G (MOUNT,
1982 (Sa dans la figure 13). Ce site d'épissage accepteur est probablement
utilisé par le virus pour donner naissance a I'ARNm sous-génomique v-erbB.
Cet ARNm n'hybride pas en "Northern blot" (figure 14, colonne 1, sonde 1)
avec une sonde Sacl-Apal (sites de restriction indiqués dans la figure 13),
synthétisée a partir d'un fragment d'ADN du provirus AEV (nucléotides 1139 a
1374 de v-erb). Comme contrdle (figure 14, colonne 2, sonde 2), nous montrons
que cet ARNm hybride avec une sonde Sacl-BamHI (nucléotides 1139 a 1841 de

v-erb).

- Au nucléotide 1371 de v-erbB commence une forte homologie avec
I'ADN complémentaire (ADNc) du récepteur de I'EGF humain (ADNc du REH)
(nucléotide 1918, ULLRICH et al., 1984).

L'exon de c-erbB commengant au site d'épissage accepteur en position 1370 se
termine par un site d'épissage donneur G.GTGAG (MOUNT, 1982) en position
1528 puisqu'en aval de ce site, la séquence de c-erbB differe de celles de
v-erbB et de I'ADNc du récepteur de I'EGF (en aval du nucléotide 2067,
ULLRICH et al., 1984).

Nous concluons que le gene v-erbB est une version tronquée de c-erbB
commengant par un intron a l'extrémité 5'. La présence de cet intron de
c-erbB dans le virus nous laisse supposer que la recombinaison entre AEV et le
gene cellulaire eut lieu au stade ADN ou ARN prémessager ; mais comment et
quand AEV a-t-il acquis le gene erbA ? Cela reste a déterminer : est-ce erbB

avant erbA, ou erbA avant erbB, ou les deux génes en mé&me temps a partir

d'une cellule ou les deux geénes avaient été réunis au cours d'une
translocation ? L'homologie détectée entre l'extrémité 3' de v-erbA et le gene
env de RSV permet d'exclure la derniere hypothése et suggére que deux
événements de recombinaison successifs conduisirent a la capture des genes
erb par le virus. ‘

Un mécanisme possible de capture de c-erbB par un ALV pourrait résulter de
l'insertion d'un LTR en amont de ce géne comme cela a été décrit par FUNG

et al. (1983). Une telle activation pourrait engendrer un rétrovirus tel que
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- La sonde 1 ne met pas en évidence ""ARNm sous génomique de AEV

(photographie, colonne 1)
- La sonde 2 met en évidence 'es deux ARNm de AEV (photographie,

colonne 2).
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AEV-H (YAMAMOTO et al., 1983b) contenant erbB uniquement. Un second
événement de recombinaison, au stade ADN ou ARN, pourrait alors intervenir
et aboutir a la capture de erbA. Finalement, un fait marquant de l'activation
de c-erbB lié a la transformation parait impliquer I'exon de c-erbB que
nous avons séquencé et qui marque l'origine de 'homologie avec la moitié

C-terminale du récepteur de I'EGF.

Les trois exemples connus d'activation de c-erbB : dans AEV, AEV-H et dans
une érythroleucémie du poulet ("LTR-activation") concernent tous des
insertions dans l'intron que nous avons décrit plus haut. Récemment, RAINES
et al. (1985) ont montré que dans les érythroleucémies du poulet par LTR-
activation de c-erbB, l'insertion du provirus se fait dans une région spécifique
(de 0,5 kbp) située immédiatement en amont de l'exon ou commence
I'nomologie avec v-erbB. Ceci vient corroborer nos travaux et conduit a penser
que cet intron constitue un site privilégié de recombinaison aboutissant a
'activation de c-erbB. On peut imaginer que le récepteur de I'EGF tronqué que
constitue la protéine v-erbB synthétisée dans les cellules transformées
échappe a toute régulation en perdant le site de fixation de I'EGF (domaine

extracellulaire) (figure 15).

c. Le polypeptide erbA

* Caractéristiques

Le polypeptide erbA représente 398 résidus d'amino-acides de la
protéine P75 gag-erbA
Les protéines kinases AMP-cyclique dépendantes phosphorylent les sérines
(Ser) et les thréonines (Thr) appartenant a des séquences X-Y-Z-(Ser ou Thr)
(KREBS et al., 1979) ou X et Y sont des résidus basiques ; deux résidus Ser de
ce type sont présents dans le polypeptide erbA en position 14 et 15. On ne
dénote pas de site de glycosylation Asn-X-(Thr/Ser) (MARSHALL, 1974), il se
pourrait donc que le polypeptide erbA soit phosphorylé mais non glycosylé.
La courbe d'hydrophilicité (figure 16) déterminée par la méthode de Hopp-
Woods (1981) montre que la protéine est relativement hydrophile (la valeur
globale pour le polypeptide erbA est 0,1 alors que la valeur moyenne pour une
protéine est de 0,07) ce qui est normal pour une protéine cytoplasmique
(HAYMAN et al., 1983).
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Nous avons comparé la séquence du polypeptide erbA a celle de toutes
les autres protéines contenues dans deux banques de données : NEWAT
(DOOLITLE, 1981) et NBRF (DAYHOFF, 1983) et n'avons relevé aucune
homologie avec d'autres oncogenes connus. Par contre la moitié C-terminale
du polypeptide erbA présente une homologie avec la famille des anhydrases
carboniques (EC 4.2.1.1) ; ce polypeptide peut donc &tre divisé en deux

domaines :

- le domaine | (acides aminés 1 a 209 dans la figure 10) n'est homologue
a aucune protéine connue mais présente une particularité structurale : il est
riche en cystéine et en acides aminés basiques (10 % et 21 % respectivement,

des acides aminés 1 a 131).

- le domaine 2 (acides aminés 210 a 398 dans la figure 10) sans
particularités structurales présente une homologie avec la famille des
anhydrases carboniques (figure 17). Cette homologie a été détectée en
utilisant un programme d'alignement maximum de séquences protéiques décrit
par STADEN et al., (1979) et adapté par J.M. CLAVERIE (1984). Les séquences
en amino-acides du polypeptide erbA et des anhydrases carboniques de mouton
(CRSH2, TANIS et al., 1974), de lapin (CRRB2, FERREL et al., 1978), de boeuf
(CRBO2, SCIAKI et al., 1976) et de I'anhydrase carbonique humaine (CRHU3,
LILJAS et al., 1972) ont été comparées (figure 10). L'alignement de séquences
obtenu est supérieur de 3,8 écarts types a ce qui est attendu par chance
uniquement, ce qui est significatif puisque des valeurs supérieures a 3 écarts
types représentent d'authentiques homologies (BARKER et al., 1972). Cette
vérification objective de I'alignement de séquences permet a notre avis de
parler de fagon prudente mais inattaquable de cette homologie de erbA avec

les anhydrases carboniques.

* L'anhydrase carbonique (EC 4.2.1.1)

L'anhydrase carbonique catalyse la réaction :

CO2 + H20 H2CO3
qui peut avoir lieu spontanément mais tres lentement (VAN SLYKE et al.,
1930). A 38°C, l'anhydrase carbonique accélere 7500 fois la vitesse de cette

réaction.
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Comparaison de la séquence protéique déduite de erb A-domaine 2 a celles de 4 anhydrases carboniques de type 2
(MOUTON : CRSH7 (TANIS et al., 1974) ; LAPIN : CRRB; (FERREL et al., 1978) ; BOEUF : CRBO; (SCIAKY

et al., 1976) ; HOMME : CRHU> (LILJAS et al., 1972)) contenues dansles banques de données NEWAT (DOOLITTLE
1981) et NBRF (DAYHOFF et al., 1983).

* Le code une lettre a été employé pour les acides aminés : A, alanine ; R, arginine ; N, asparagine ; D, acide aspartique ; C,
cystéine ; Q, glutamine ; E, acide glutamique ; G, glycine ; H, histidine ; I, isoleucine ; L, leucine ; K, lysine ; M, méthionine ; F,
phénylalanine ; P, proline ; S, sérine ; T, thréonine ; W, tryptophane ; Y, tyrosine ; V, valine ; B, asparagine ou acide aspartique ;
Z, glutamine ou acide glutamique.

* Les résidus identiques sont encadrés.
* Les points indiquent deux des amino-acides importants dans le site actif des anhydrases carboniques.

97y
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1. Role dans l'organisme

. Dans le systéme sanguin, l'anhydrase carbonique existe exclusivement
dans les globules rouges ou elle est étroitement associée au maintien de
I'équilibre acido-basique (figure 18). Le CO2 qui passe des tissus dans le sang,
pénétre dans les cellules rouges ou il forme de 'acide carbonique sous l'action
de I'anhydrase carbonique. Une petite partie de l'acide carbonique est dirigée
vers le plasma, le reste est transformé en bicarbonates (HC03-) et en ion H+.
Les bicarbonates passent dans le plasma (ou ils s'échangent avec des ions
chlore) pour former du bicarbonate de sodium. Les ions chlore libérés

pénétrent dans les érythrocytes ol ils sont neutralisés par les ions potassium.

Toutes ces réactions sont réversibles et, dans le poumon, lorsque le sang
devient artériel, les ions chlore retournent dans le plasma libérant ainsi du
potassium intracellulaire qui tamponne l'oxyhémoglobine nouvellement formée.
Dans le plasma, les ions chlore neutralisent le sodium libéré par I'élimination
dd COZ des bicarbonates pendant la respiration (CHINARD et al., 1960 ;
WISTRAND, 1981).

Des concentrations élevées d'anhydrase carbonique existent également
dans la muqueuse gastrique et le cortex rénal (LONNERHOLM, 1984).

" . dans l'estomac, l'anhydrase carbonique intervient dans le mécanisme
de sécrétion de 'acide chlorhydrique du suc gastrique. La réaction globale peut
s'écrire :

NaCl + HpCO3 ¥ HCI + HCO3- Na+

. au niveau du rein, elle joue un r8le important dans I'élimination
urinaire. La glutaminase des cellules tubulaires désamine la glutamine et
I'ammoniaque formé se substitue aux ions sodium pour neutraliser les acides a
éliminer (figure 19).

Les ions Nat libérés se fixent sur les ions bicarbonates formés a partir de

I'acide carbonique (voir ci-dessous) :

COz + RO
H anhydrase carbonique
HCO3
| R-COO- Na* R-COO-
HCO3- H* + ;--. + HCO3™ Nat
glutaminase POy H2- Nat* POy~ R-CO~ NHg+ o .
glutamine NH3 NH* \ ‘ g tliminés dans l'urine
i monium 1 -
onam POy H2™ NHy*
sels d'ammonium

Le rdle joué par I'anhydrase carbonique est donc trés important.
) P y po
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Figure 18 : Réle de I'anhydrase carbonique dans les érythrocytes.
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2. Propriétés

- a1t e

- La masse moléculaire de cet enzyme est de 30 000 daltons. C'est un
métalloenzyme dont le métal est le zinc (teneur 0,2 % soit un atome de zinc
par molécule) (COLEMAN, 1984). Son point isoélectrique est de 5,3. De
nombreux inhibiteurs ont été décrits (agents oxydants, métaux lourds,
cyanures, azides). Les dérivés sulfamidés dont le groupement-CO-NH> est
libre, inhibent également l'anhydrase carbonique. Cette inhibition explique
certains troubles de la fonction respiratoire au cours de traitements
sulfamidés. L'un des inhibiteurs les plus actifs est l'acétazolamide ou
2 acétylamino 1-3-4 thiodiazol 5 sulfonamide qui est utilisé comme diurétique
(TOMASHEFSKI et al., 1974).

- Les structures primaires et tridimensionnelles de plusieurs
anhydrases carboniques ont été déterminées (LILJAS et al., 1972 ; TANIS et
al., 1974 ; SCIAKI et al., 1976 ; FERREL et al., 1978 ; WENDORFF et al.,
1985).

Les anhydrases carboniques comportent 259 acides aminés et, dans toutes les
especes animales étudiées, existent sous formes de plusieurs isoenzymes : les
anhydrases carboniques 1 et 2 correspondent dans l'ancienne nomenclature aux
anhydrases carboniques B et C. L'anhydrase carbonique A représentait une
forme mineure quasiment identique a la forme B (TASHIAN et al., 1975).

Les isoenzymes | et 2 ont des structures tridimensionnelles trés semblables
bien que 60 % seulement de leurs acides aminés soient identiques (figure 20).

Le zinc se trouve au fond d'une cavité de 15 angstréms de profondeur,
ses ligands sont trois histidines (94, 96, 119) et une molécule d'eau. La cavité
du site actif est formée de 50 résidus d'amino-acides qui sont pour moitié
hydrophobes.

Dans le globule rouge l'anhydrase carbonique 2 est l'isoenzyme actif ;
I'anhydrase carbonique 1 est également présente en quantité abondante bien
qu'elle soit inhibée par les ions chlore aux concentrations physiologiques
(pourquoi cet isoenzyme persiste-t-il dans la cellule alors qu'il aurait pd étre
éliminé par mutation sans dommage pour l'organisme ? a-t-il un autre rdle ?).

Une anhydrase carbonique 3 a été découverte dans le muscle et d'autres tissus
(TASHIAN et al., 1975) ; son pouvoir catalytique est faible, environ 4 % de
celui de 'anhydrase carbonique 2. Dans le site actif de cet isoenzyme, deux
histidines essentielles sont remplacées par Lys et Arg, ce qui expliquerait
cette perte d'activité. Il se pourrait également que l'enzyme f{t présent dans
un autre but : l'anhydrase carbonique 3 a une action nitrophénylphosphatase et

pourrait donc jouer le réle d'une phosphatase.
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Figure 20 : Représentation schématique de !a structure tridimensionnelle de

I'anhydrase carbonique humaine 2 (cette structure est similaire a

ce!le de "anhydrase carbonique 1).

Dans !es encadrés nous avons fait figurer les substitutions

intervenant dans différents variants génétiques et les résidus

homologues en cette position dans 'es autres isoenzymes.

Les segments de structure béta sont représentés en blanc et les

seginents d'hélice a'pha sous forme de cylindres.

L'ion zinc est 'ié aux histidines 94, 96 et 119.
Schéma d'aprés TASHIAN et al, 1984.
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* Homologie du polypeptide erbA avec les anhydrases

carboniques.

L'homologie du polypeptide erbA avec les anhydrases carboniques de
type 2 commence au résidu d'acide aminé 219 du polypeptide erbA (résidu 10
pour les anhydrases carboniques) et s'étend jusqu'a l'extrémité C-terminale de
la molécule (résidu 398 de erbA ou résidu 195 des anhydrases carboniques qui
en comportent 259). L'homologie globale est de 27 % sur 180 amino-acides,
(une homologie entre protéines est significative a partir de 20 %). Elle est plus
élevée en certaines régions de la molécule ; par exemple, au voisinage de deux
acides aminés impliqués dans le site actif des anhydrases carboniques (LILJAS
et al., 1972) (His 63 et Asn 66) (astérisques dans la figure 17), I'nomologie
atteint 51 % (erbA des résidus 248 a 274), bien que ces deux résidus ne soient
pas retrouvés dans erbA. 18 autres résidus du site actif des anhydrases
carboniques (Tableau V) peuvent &tre comparés au polypeptide erbA et parmi
ceux-ci bien que les Tyr 131 et Leu 143 montrent quelque homologie avec des
résidus du site actif, seul le résidu Glu 117 est homologue a un résidu
complétement invariant dans les anhydrases carboniques. De plus, les résidus
d'His (9%, 96, 119) qui forment les ligands avec l'ion zinc essentiel a l'activité
des anhydrases carboniques sont absents dans erbA-domaine 2. Cependant,
parmi les 44 résidus du site actif invariants dans les trois isoenzymes, 10 (soit
22 %) sont retrouvés dans erbA-domaine 2. Des résultats de séquence partiels
concernant l'anhydrase carbonique de poulet (TASHIAN et al., communication
personnelle), il ne ressort pas que le polypeptide erbA soit plus homologue a
I'anhydrase carbonique de poulet qu'a celle des mammiferes.

Il est donc trés probable que I'homologie que nous avons mise en
évidence soit une homologie structurelle mais non fonctionnelle. A ce jour
aucune activité anhydrase carbonique de la protéine P75 Bag-erbA 1y &14
détectée (CONSCIENCE et al., communication personnelle).

1l serait bien sir extrémement intéressant de savoir comment le gene
cellulaire erbA s'est comporté au cours de I'évolution et quel est le réle de la
protéine c-erbA dans le métabolisme cellulaire normal. C'est ce qui nous a

incités a étudier le géne c-erbA chez le poulet et chez I'homme.
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§ Position des acides aminés a partir de l'extrémité N-terminale

( Isoenzymes 7 29 61 64 65 67 69 91 92 94 96 106 107 117 119
( -
(v-erbA-domaine 2 Glu Lys Gly Leu Val Ser Leu Leu Ala Leu lle Cys Glu Tyr
(  Hommel Tyr Ser Asn His Ser His Asn Phe GIn His His Glu His Glu His
(  Rhésus 1 Tyr Ser Asn His Ser His Asn Phe GIn His His Glu His Glu His
( Boeuf 1 Tyr Ser Asn His Ser His Asn Phe Glin His His Glu His Glu His
( Cheval 1 Tyr Ser Asn His Ser GIn Lys Val GIn His His Glu His Glu His
( Tortue 1 Tyr  Ser Asn  His Ser His Asn  His GIn His His Glu  His Glu His
(

( Homme 2 Tyr  Ser Asn His Ala Asn Glu lle GIln  His His Glu  His Glu His
( Boeuf 2 Tyr Ser Asn  His Ser Asn Glu Vval Gln  His His Glu  His Glu His
( Cheval 2 Tyr Ser Asx His Ser @ Asn Glu lle GIn His His Glu His Glu His
( Lapin 2 Tyr Ser Asn His Ser Asn Glu lle GlIn His His Glu His Glu His
( Souris 2 Tyr Ser Asn His Ser Asn Glu lle Gln His His Glu His Glu His
(  Poulet 2 Ser Asn His Ser Asn Glu

(

( Homme 3 Tyr Ser Asn Lys Thr Arg Val Arg GIn His His Glu Glu His
( Boeuf 3 Tyr Ser Asn Lys Thr Arg Val Arg GIn His His Glu His Glu His
( Cheval 3 Tyr Ser Asn Val Gln His His Glu His Glu His
(  Poulet 3 Ser Val Gln His His

( 121 131 141 143 145 192 194 199 200 201 202 204 206 207 211
(v-erbA-domaine 2 Leu Tyr Ser Leu Met Ile

( Homme 1 Ala Leu Leu Val Gly Trp Tyr Thr His Pro Pro Tyr Ser Val lle
( Rhésus 1 Val Leu Leu Val Gly Trp Tyr Thr His Pro Pro Tyr Ser Val Ile
( Boeuf 1 Val Phe Leu Leu Gly Trp Tyr Thr His Pro Pro Leu Ser Val Ile
( Cheval 1 Val Phe Leu Ile Gly Trp Tyr Thr His Pro Pro Tyr Ser Val Val
( Tortue 1 Val Ile Leu Leu Tyr Thr His Pro Pro Ser Ser Val Ile
(

( Homme 2 Val Phe Leu Val Gly Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Cys Val Val
( Boeuf 2 Val Phe Leu Val Gly Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Ser Val Val
( Cheval 2 Val Phe Leu Val Gly Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Cys Val Val
( Lapin 2 Val Phe Leu Val Gly Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Cys Val Val
( Souris 2 Val Phe Leu Val Gly Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Cys Val Val
(  Poulet 2 -

( (=

( Homme3 Val  Phe - f;C'J Trp Tyr Thr Thr Pro Pro

( Boeuf 3 Val lle Ile Val Gly Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Cys Cys Ile Leu
( Cheval 3 Val Tyr Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Glu Cys lle Leu

N e N N Nt vt Nt ot st s s s e "’ i’ it s’ “at’

TABLEAU V: Résidus d'amino-acides impliqués dans le site actif des isoenzymes 1, 2, 3 de I'anhydrase carbonique.

(d'apres TASHIAN et al., 1985).
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CHAPITRE V

ETUDE DES EQUIVALENTS CELLULAIRES CHEZ LE POULET ET CHEZ L'HOMME
DE y-erbA-domaine 2 (HOMOLOGUE A L'ANHYDRASE CARBONIQUE).
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I Etude du locus c-erbA-domaine 2 de I'ADN cellulaire de poulet.

1. Carte de restriction.

L'ADN cellulaire d'érythrocytes de poulet a été digéré par I'enzyme de
restriction EcoRI et les fragments clonés dans le phage lambda-CHARON. Les
phages recombinants ont été ensuite hybridés avec deux sondes virales (Aval-

Sall ; Sall-Sacl) correspondant respectivement aux domaine 1 et 2 de v-erbA.

La sonde 2 hybridait avec deux phages recombinants contenant des inserts de
20 kbp et 5 kbp représentant respectivement le locus c-erbA complet et un
locus indépendant correspondant au domaine 2 uniquement.

La carte de restriction de ce locus indépendant est schématisée dans la

figure 21.

2. Séquence d'un fragment d'ADN cellulaire de poulet comportant le

premier exon de c-erbA domaine 2.

De fagon a déterminer avec précision le début du deuxiéme domaine
de erbA dans AEV, nous avons séquencé un fragment EcoRI-BamHI (0,37 kbp)
d'ADN cellulaire de Poulet comportant l'extrémité 5' du locus c-erbA-
domaine 2.

La figure 22 montre la comparaison entre les séquences virales et cellulaires.
L'homologie commence au nucléotide 676 de v-erbA et s'étend sur 258
nucléotides jusqu'au nucléotide 934 de v-erbA ou une compléte divergence des
deux séquences indique la fin du premier exon de c-erbA-domaine 2. Un site
d'épissage accepteur TGTAATTTCTGCAG.C (Sa dans la figure 22) et un site
d'épissage donneur CAG.CT (Sd dans la figure 22) marquent le début et la fin
de cet exon. L'homologie entre les séquences nucléotidiques, virale et
cellulaire, est de 78 %, de 94 % en ce qui concerne les séquences protéiques
déduites, la large majorité des mutations impliquant le troisieme nucléotide

des codons.

La présence de sites d'épissage, accepteur et donneur (MOUNT, 1982),
aux extrémités de cet exon montre que le locus c-erbA-domaine 2 a une
structure classique exon-intron. SAULE et al. ont mis en évidence la présence
d'au moins deux exons dans chacun des domaines 1 et 2 de erbA. L'existence
d'un locus indépendant permet de penser qu'il existe une famille de génes ayant

en commun le domaine 2 de erbA, homologue a I'anhydrase carbonique,
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EcoRl
AATTCATGACCATGGATTTATTGTAGTTIGTAAATCATATCAGTTTGAAAAACACATCTTITICTTTACCA c-erb
CAAAAACCT v-erb

Sa
TTIGTAATTICTIGCAG CIG CCA TGT GAA GAC CAG ATC ATC CIT CIG AAA GGC TGC c-erb
GCCCATGTITTICGLGAG G C G T G G v-erb
6715

16T ATG GAG ATA AIG TCC CTC CGA GCA GCA GTT CGC TAT GAC CCC GAG AGT c-erb

C C G G € L C &6 C C v-erb

Asn Thr Gly
GAG ACT TTA ACG CTA AAT GGG ULAG ATG GCG GTIG ACA AGG GGC CAG CTG AAA c-erb
A GCG G GC A C A CC AG T G v-erb

Met
AAT GGG GGY CTT GGC GTA GTT TCT GAT GCC ATT 117 GAC CIG GGLC ATG TCT c-erb
C A 6 6 G C & C C C A G v-erb
Ser
CIT TCT TCA TTT AAC CTG GAT GAC ACC GAG GTTY GCC CIT CIC CAG GCT GIC c-erb
G ¢6C C c N 6 G C ¢ v-erb
Sd BamHI
CTG CTC ATG TCA TCA G GTGAGAACAGAAATATATTGGGATIC c-erb
C ACCGGACGGGGCTGATCTCCGTLLA v-erb
935

Figure 22 : Comparaison de la séquence nucléotidique de y-erb et de
celle d'un fragment EcoRI-BamHI d'ADN cellulaire de poulet

correspondant au premier exon de erbA-domaine 2.

* Sa et Sd indiquent les sites d'épissage (accepteur et donneur).

* Dans la seéquence de v-erb (correspondant a l'exon) seuls les
nucleotides qui différent de c-erb sont indiqués. Les acides aminés de c-erb qui
different de ceux de v-erb sont indiqués au-dessus des triplets nucléotidiques

correspondants.
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et une partie 5' variable, tout comme les immunoglobulines qui possedent une

région variable et des domaines constants (PUTNAM et al., 1960) :

Domaine 1 Domaine 2

> Locus complet

'----m- --m\-\H' -- | domaines 1 + 2

Homologue a AEV Homologue a AEV
> 2 ? ' ¥ Locus
————- A— -\—\—H - indépendant
Pas d'homologie Homologue a AEV domaine 2
avec AEV

II Etude de la partie‘c-erbA—domajne 2 du locus complet 'ADN

cellulaire humain.

1. Carte de restriction.

Comme pour I'ADN cellulaire de poulet, la carte de restriction du locus
c-erbA complet de I'ADN cellulaire humain a été établie par SAULE et al.
(figure 23). |

2. Séquence du domaine 2 du locus c-erbA complet.

Nous avons déterminé par la méthode des dégradations chimiques de
MAXAM et GILBERT la séquence de 1850 nucléotides couvrant la totalité du
domaine 2. Nous avons séquencé deux fragments de restriction HindIII-EcoRI
(0,95 kbp) et Xhol-KpNI (0,9 kbp). La stratégie de séquence est indiquée dans
la figure 23.

Nos résultats confirment une constatation surprenante qui émanait des
cartes de restriction : dans le locus c-erbA complet de I'ADN cellulaire

humain, l'orientation du domaine 2 est inversée par rapport au sens viral.
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Locus c-erb A .domaines1+2

E X X

S
-‘—-——-x
sl o $

homologue homologue
. a a
v.erb A-domaine1 , v.erb A.domaine2
1 Kbp

Figure 23 : Carte de restriction du locus c-erb A complet

de I'ADN cellulaire humain.

Les fleches situdes a la partie inférieure de la figure
représentent les fragments d'ADN séquencés.

}E : EcoRI
}X = Xhol

K : Kpnl
{H : Hindm
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LTR Ageg —grh A orbB Aenv LTR
L I I demaine 1 .//"/7/‘/‘”/: : l ' J
' 1 kbp

zcom 3°

oalie- gsons codant pour leo
~afoan polypoptide orb A

Le fragment Hind III-EcoRI dont la séquence est indiquée dans la figure

24 comporte l'exon correspondant a I'exon de I'ADN cellulaire de poulet décrit
dans la figure 22. L'homologie entre les séquences nucléotidiques humaine et
virale-est de 83 %. Cette homélogie, comme'pour I'ADN cellulaire de poulet,
commence au nucléotide 676 de v-erbA et s'étend sur 258 nucléotides.

Le fragment Xhol-Kpnl (séquence indiquée dans la figure 24) comporte

le deuxiéme exon de c-erbA-domaine 2. L'homologie entre les séquences

_nucléotidiques humaine et virale est de 88 %. Cette homologie commence au

nucléotide 935 de v-erbA et s'étend sur 199 nucléotides.

La séquence en amino-acides déduite de la séquence nucléotidique des
deux exons, dans le méme cadre de lecture que celui du virus (tous les autres
cadres sont fermés par des codons de terminaison), présente une homologie
avec le polypeptide erbA viral de 95 % pout le premier exon et de 87 % pour le
deuxiéme exon. Les homologies de la séquence humaine avec l'anhydrase
carbonique,‘humaine sont conservées mais pas sensiblement augmentées, ce qui

prouve que le polypeptide erbA, bien qu'apparenté a l'anhydrase carbonique

n'est pas l'enzyme lui-méme.
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Nous avons contribué a l'étude des oncogenes viraux et cellulaires en
déterminant la séquence nucléotidique de Il'oncogéne viral v-erbA et de ses
équivalents cellulaires chez le poulet et chez I'homme.

Nous avons montré qu'une trentaine de nucléotides de la partie 3' du
gene v-erbA présentent une forte homologie (82 %) avec le géne env de RSV et
que les quatre amino-acides C-terminaux du polypeptide erbA sont codés par
des nucléotides dérivés du locus c-erbB.

Une région non codante de v-erbB sépare le codon de terminaison de la
protéine P75 gag-erbA (position 1195) du site d'épissage accepteur (position
1370) probablement utilisé par le virus pour engendrer I'ARN messager sous-
génomique erb-B.

Deux domaines peuvent &tre définis dans le polypeptide erbA. Le
domaine 1 est riche en cystéine et en acides aminés basiques (Lys + Arg). Le
domaine 2, sans particularités structurales, présente une homologie avec la
famille des anhydrases carboniques et plus particuliérement avec l'isoenzyme
de type 2, isoenzyme actif. Cette homologie est globalement de 27 % sur 180
résidus d'amino-acides. Elle est plus élevée en certaines régions de la
molécule, en particulier, au voisinage de deux amino-acides du site actif des
anhydrases carboniques bien que l'on ne retrouve pas ces deux acides aminés
dans le polypeptide erbA. Les trois histidines servant a lier le zinc
indispensable a l'action des anhydrases carboniques sont également absentes
dans le polypeptide'gg_b_é_. Ceci pourrait impliquer une homologie structurelle
mais non fonctionnelle, ce qui semble vérifié par le fait qu'aucune activité

anhydrase carbonique de la protéine P75 gag-erbA

n'ait pd étre mise en
évidence.

Dans I'ADN cellulaire du poulet et de I'homme, le gene erbA existe sous
forme de deux loci : un locus c-erbA complet (domaines 1 + 2) et un locus
indépendant correspondant au domaine 2 uniquement. Ces loci ont une
structure intron-exon classique et chaque domaine comporte au moins deux
exons.

Il est possible que les genes c-erbA correspondent a une famille de génes ayant
tous la m&me extrémité 3' (le domaine 2) et une partie 5' (le domaine 1)
différente. De fagon surprenante, le domaine 2 du locus c-erbA complet de
I'ADN cellulaire humain est dans un sens inversé par rapport au sens viral.

Nous nous interrogeons maintenant sur le sens de ce retournement. Nous
savons que dans le sens viral le gene erbA bloque la différenciation des
érythroblastes a un stade immature. La protéine erbA agissant en compétition

avec l'anhydrase carbonique (peut-&tre pour la fixation du substrat en raison de
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leur homologie structurelle) pourrait intervenir sur l'un des contrdles du
métabolisme comme le pH et les flux ioniques et réguler par ce biais les
phosphorylations que l'on sait trés sensibles a ce facteur. Dans les cellules
infectées par le virus, ce contrdle se répercuterait sur la différenciation
cellulaire et maintiendrait les cellules dans un état ou elles proliférent sous
I'action de v-erbB.

On peut aussi imaginer que I'équivalent cellulaire de v-erbA, dans le sens viral,
bloque la différenciation des cellules hématopoiétiques et que le
fonctionnement de ce gene soit requis pour remplir un compartiment de
cellules rouges immatures (BFU-E par exemple). Le retournement du
domaine 2 que l'on observe chez I'homme pourrait étre l'un des mécanismes par
lesquels le gene erbA régule son expression au cours de la différenciation. Ce
gene apparalt en définitive comme un gene de différenciation et nous voyons
combien il serait intéressant d'avoir acces a la protéine c-erbA. Connaissant la
séquence nucléotidique du locus-c-erbA domaine 2 que nous avons déterminée,
un chercheur du laboratoire d'Oncologie moléculaire de l'Institut Pasteur de
LILLE, Y. GOLDBERG a inséré dans un vecteur d'expression bactérien (et dans
sa phase de lecture correcte) un fragment d'ADN cellulaire humain
correspondant au premier exon de c-erbA domaine 2 (séquence figure 24). La
protéine synthétisée par le vecteur recombinant a été isolée, purifiée et
injectée a des lapins afin d'obtenir l'antisérum correspondant. Cet antisérum
s'est révélé efficace en précipitant la protéine P75 838-€rbA ans des cellules
infectées par AEV. Nous allons donc étudier la protéine c-erbA humaine ; nous
espérons pouvoir expliquer son action au cours de l'ontogénése et de la
différenciation des cellules hématopolétiques et l'isoler en quantité suffisante
pour réaliser son étude biochimique directe.

Comme nous venons de le voir, les méthodes de détermination de la
structure primaire de I'ADN permettent une remarquable approche de certains
problémes biologiques. Le travail que nous avons résumé en constitue un
exemple et nous devons préciser que pendant les quatre années que nous avons
consacrées a l'étude de ce géne, nous avons mené a bien, en paralléle, deux
autres projets de recherche.

Le premier sujet était consacré a la détermination de la séquence
nucléotidique du géne c-myc humain conférant des propriétés transformantes a
un rétrovirus aviaire.

Le gene c-myc semble impliqué dans les lymphomes de BURKITT chez
I'homme dans la mesure ou les cellules tumorales présentent toujours une
translocation du chromosome 8q24 point précis de la localisation de cet
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oncogene (ROBERTSON, 1983). Ces cellules montrent a la fois des
modifications du taux de transcription et des mutations du gene c-myc
(RABBITS et al., 1984). Par ailleurs, ces cellules contiennent également
d'autres oncogenes activés (DIAMOND et al., 1983). 1l est dans ces conditions
tres difficile de savoir, d'une part si le géne myc transloqué a joué un rdle de
par lui-m&me dans la transformation et, d'autre part, quelle est l'altération de
ce géne qui serait responsable de son activation. Nous avons abordé ce
probléme en collaboration avec les chercheurs de {'Unité INSERM 186 qui ont
développé un systéme biologique dans lequel le géne c-myc est actif et induit
I'apparition de foyers de cellules transformées. Ces chercheurs ont introduit le
geéne cellulaire normal dans un rétrovirus aviaire qui s'est par la suite révélé
transformant. Le clonage moléculaire de ce virus a été réalisé (MARTIN et al.,
1985) et nous avons déterminé la séquence nucléotidique de la fraction c-myc
du provirus intégré. Nos résultats ont montré qu'une surexpression du gene
c-myc humain normal est suffisante pour induire la transformation de
fibroblastes embryonnaires de caille puisque nous n'avons trouvé aucune
mutation dans la séquence codante du gene myc inséré dans le virus.

Nous avons également participé a la caractérisation d'un mutant du
virus MH2 ne contenant que le géne myc (MARTIN et al., 1985). Nos résultats
ont contribué a montrer que ce mutant correspond en fait a la propagation de
I'ARN sous-génomique de MH2 (2,8 kb). Ce virus synthétise la protéine myc
(61-63 kilodaltons) également synthétisée par MH2.

L'efficacité des méthodes de détermination de séquence nucléotidique
n'est donc plus a démontrer et le fascicule "RNA tumor viruses" (Cold Spring
Harbor Laboratory, 1985) qui compile toutes les séquences nucléotidiques
d'oncogénes viraux et cellulaires élucidées en moins de dix ans (la premiere
méthode efficace de détermination de la structure primaire de I'ADN est
apparue en 1977), consacre l'essor de ce domaine de la biologie moléculaire et
concrétise les efforts de chercheurs dont la tiche ardue a abouti a la

découverte de données essentielles en cancérologie.
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I. Préparation du matériel génétique (préparation du plasmide).

Isolement : Une souche d'Escherichia coli contenant le plasmide
pKH 47, est mise en culture dans un milieu LB (bactotryptone 10 g, extrait de
levure 5 g, NaCl 5 g, HO gsp 1000 ml pH 7,2-7,3.) afin d'obtenir 500 ml de
culture. Le plasmide est amplifié par le chroramphénicol a une dilution au

1/200 eme pendant une nuit a 37°c.

Récolte : Les bactéries sont ensuite récoltées par centrifugation
(6000 t/mn - 10 minutes) et lavées dans 100 ml de tampon STE (NaCl 0,1 M,
Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8).

Lyse : Apres centrifugation et solubilisation dans 9 ml de tampon GTE
(Glucose 50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM), les bactéries sont lysées par 1 ml
de lysozyme (10 mg/ml GTE) 5 a 10 secondes a 4°c puis par 20 ml d'une
solution (Na OH 0,2 N, SDS 1 %) 4 minutes a 4°c et enfin 10 ml de tampon
KAC (Acétate K 5M, acide acétique 2,5 M pH8) 10 minutes a 4°c.

Précipitation : Le lysat est centrifugé (5000 t/mn - 15 minutes) et
filtré sur laine de verre ; on récupere le filtrat que l'on précipite par 25 ml
d'isopropanol (15 minutes a - 20°c). On centrifuge (5000 t/mn - 10 minutes). Le
précipité est redissous dans 4 ml de tampon TE (Tris 40 mM, EDTA 2mM, pH8)
et 100 ul de Tampon (Tris 3M, pHS).

Purification : A la solution précédente ; on ajoute 50 ul de bromure
d'éthidium (BET) et 5 g de chlorure de caesium (CsClp) le mélange est
centrifugé a 63 000 t/mn - 4 heures a 18°c.

La bande de plasmide est récupérée a la seringue et le BET éliminé par
extraction a l'isopropanol. On dialyse une nuit a + 4°c contre du tampon TE. Le
dialysat est précipité par un volume d'acétate de sodium et deux volumes

d'éthanol a - 20°c pendant 48 heures.

II. La méthode des dégradations chimiques de MAXAM et GILBERT.

1. Marquage.

Les fragments d'ADN double-brin sont hydrolysés par une enzyme de

restriction et ensuite marqués au P32 3 chacune de leurs extrémités 5'.
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Le marquage comporte deux étapes :

a. Action de la phosphatase alcaline d'E. coli.

On effectue une incubation d'une heure a 65° C en tampon Tris 0,05 M ;
MgClz 0,05 M ; ph 8,5 en présence de la phosphatase alcaline. Apres
destruction de l'exces de phosphatase par un tampon NaOH 1,5 M ; EDTA
I mM ; les fragments d'ADN sont précipités par 3 volumes d'éthanol absolu en

milieu acétate de sodium 0,3 M.

b. Marquage proprement dit.

Le culot de centrifugation est repris dans un tampon Tris 20 mM ;
spermidine 1 mM ; EDTA 0,1 mM ; ph 9,5 et I'ADN légérement dénaturé a
92°5 C dans ce tampon spermidine. (I minute). On refroidit dans la glace
fondante, on ajoute du tampon MgCl, 100 mM ; Tris 500 mM, dithiothréitrol 50
mM ; ph 9,5 puis I'ATP lyophilisé (1 millicurie) et enfin la polynucléotide

kinase. On laisse incuber une heure a 37°C.

2. Séparation des fragments en fonction de leur taille.

Les fragments radioactifs sont séparés sur gel d'acrylamide a 6 % en
tampon acétate de sodium (Tris 0,04 M ; acétate de sodium 5 x 10-3 M, EDTA
10-3 ; ph 7,8).

Composition du gel a 6 % d'acrylamide :

- Acrylamide 14,5 ¢g
- Bis-acrylamide (1/30e) 0,5g
- Tampon acétate de sodium 25 ml

- Temed (N,N,N',N' - trétraméthyl AT
’ N . - u
éthylene diamine)

- Persulfate d'ammonium (10 %) 2,5 ml

H70 distillée gsp 250 ml
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Le gel est un gel vertical de 300/400/1,2 mm.
La migration est de 16 heures a 150 volts.

On utilise comme témoin de migration un mélange de bleu de
bromophénol (BB) (0,05 %) et de xyléne cyanol FF (0,05 %).

3. Récupération des fragments d'ADN par électroélution.

L'autoradiographie du gel permet de visualiser les bandes correspondant
aux différents fragments.

La distance de migration des fragments est une fonction logarithmique
de leur taille. Chacune des bandes de gel est donc ensuite découpée et
électroéluée en tampon acétate de sodium, 2 x 2 heures. Puis les fragments
d'ADN sont précipités par 3 volumes d'éthanol en milieu acétate de sodium
0,3 M, une nuit a - 70°C.

4. Essais de dénaturation.

Les fragments d'ADN correspondant a chacune des bandes sont

récupérés par centrifugation (10000 t/mn - 1 heure) et leur radioactivité
mesurée au compteur a scintillation.
En général, 1/100e de la quantité obtenue est utilisée pour les essais de
dénaturation. Il faut en effet pour chaque fragment obtenir séparément les
deux brins d'ADN. L'ADN est dénaturé en milieu diméthylsufoxide (DMSO),
deux minutes a 92°5C et refroidi dans la glace fondante.

- Tampon de dénaturation.

* DMSO b3 ul
* EDTAO,l M 3 pul par échantillon
* Ho0 distillée 5 ul
* Colorant 10 pl

Chaque échantillon est ensuite mis en électrophorése sur deux gels
d'acrylamide (300/400/1,2 mm) l'un a 5 %, l'autre a 8 %, en tampon borate
(Tris 1 M, acide borique 1 M ; EDTA 0,02 M).
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- Composition du gel a 5 % d'acrylamide :

.. Acrylamide 12,25 ¢
.. Bis-acrylamide 0,25g
.. Tampon borate 12,25 ml
.. Temed 125 1l
.. Persulfate d'ammonium 2,5 ml
.. H20 gsp 250 ml

- Composition du gel a 8 % d'acrylamide :

.. Acrylamide 19,6 g
.. Bis-acrylamide 0,4 g
.. Tampon borate 12,25 ml
.. Temed 125 el
.. Persulfate d'ammonium 2.5 ml
.. H20 gsp 250 ml

La migration est de 16 heures a 140 volts et les gels sont laissés en
autoradiographie pendant 48 heures. Les autoradiogrammes permettent de
choisir le gel de dénaturation donnant la meilleure séparation des deux brins
d'ADN. Une nouvelle dénaturation est alors effectuée avec la totalité du
fragment d'ADN.

5. Dénaturation totale.

L'opération est la méme que précédemment en prenant soin de

respecter le rapport quantité d'ADN/tampon de dénaturation.
6. Purification.

Chacun des brins d'ADN obtenu doit étre purifié avant d'étre soumis aux
réactions de séquence.

On découpe les bandes de gel correpondant aux deux brins d'ADN et on
les place au sommet d'un gel a 8 % d'acrylamide Biorad (300/400/1,2 mm). La

migration est de 16 heures a 140 volts en tampon Tris-Borate.
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7. Les réactions de séquence.

Apres autoradiographie du gel de purification, les bandes correspondant
a I'ADN monobrin sont électroéluées et I'ADN précipité par I'éthanol absolu en

milieu acétate de sodium 0,3 M.

La radioactivité est mesurée au compteur a scintillation. Cet ADN trés pur est

alors prét pour les réactions de séquence dont nous résumons le protocole :

Réactifs

+ cacodylate de sodium 50 mM

+ MgCly 10 mM U
+ EDTA 0,1 mM Y
pH 8

.. Tampon Stop CT :

+ ARN entraineur 1 mg/ml 20 ul

+ Acétate de sodium 0,3 1 ml
Solution a

+ mercapto éthanol 1 M

+ Tris 1 MpH7,5

+ Acétate de sodium ,5 M

+ Acétate de magnésium 0,05 M

Solution b

+ ARN entraineur 1 mg/ml 10 ul
+ H20 distillée 15 ul

Tampon Stop AG

+ Solution a 900 41
+ Solution b 100 pl

Les réactions de séquence sont résumées dans le tableau VI.
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8. Gels de séquence.

Le produit des cinq réactions est mis a migrer sur des gels
d'acrylamide (concentration en acrylamide de 25 % a 6 %).

Tous ces gels contiennent de l'urée, nous donnons leur composition ci-apres.

-Gel 25 %

- Acrylamide 36,25

- Bis-acrylamide 1/30e 1,25

-Urée7 M 63

- Tampon Tris-borate 15 ml

- Temed 60 ul

- Persulfate 10 % 0,6 ml

- HZ0 qsp 150 ml

®

- Gel 16 % Lus

- Acrylamide 23,2 g

- Bis-acrylamide (1/30e) 0,8 g

- Tampon Tris-borate 15 ml

- Urée 50 % 75 g

- Temed 60 ul

- Persulfate 10 % 0,6 ml

- H20 gsp 150 ml
- Gel 8 %

- Acrylamide 30,4 g

- Bis-acrylamide (1/20e) 1,2 g

- Tampon Tris-borate 40 ml

- Urée 50 % 200 g

- Temed 160 ul

- Persulfate 10 % 2 ml

- Hp0 qsp 400 ml
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ek
- Acrylamide 22,8 g
- Bis-acrylamide 12 8
- Tampon Tris-borate 40 ml
- Urée 50 % 200 g
- Temed 160 pl
- Persulfate 10 % 2 il
- H20 gsp 400 ml

Les conditions de migration sont :

- Gel 25 %
- Prémigration 600 volts 15 heures
- Migration 1300 volts 5 heures
- Gel 16 %
- Prémigrafion 1000 volts 1 heure
- Migration 600 volts 15 heures

-Gel8 % et6 %

- Prémigration 1800 volts 2 heures

- Migration 1800 volts 24 heures

Les quantités d'ADN déposées sont fonction de la radioactivité de
chaque échantillon.
Ces quantités sont ajustées de fagon a avoir pour chaque brin d'ADN un méme

nombre de coups par base.

La méthode de MAXAM et GILBERT permet une lecture directe de la

séquence nucléotidique a partir de 'extrémité 5' marquée :
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- un gel a 25 % d'acrylamide (300/400/0,8 mm) permet de lire les 30 a

35 premieres bases,

- un gel a 16 % d'acrylamide (300/400/0,8 mm) permet de lire les bases
de la position 25 a la position 80 environ donc d'obtenir un recoupement avec le
gel a 25 %,

- un gel a 8 % d'acrylamide (300/800/0,8 mm) donne les bases de la

position 70 a la position 150-170 environ,

- un gel a 6 % d'acrylamide (300/800/0,8 mm) permet dans le meilleur

des cas de lire la séquence jusqu'a la position 300.
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Sequencing the erbA Gene of Avian Erythroblastosis Virus
Reveals a New Type of Oncogene

Abstract. Avian erythroblastosis virus (AEV) contains two distinct oncogenes,

‘erbA and erbB. The erbB oncogene, which is homologous to a portion of the

epidermal growth factor receptor, is related to the src family of oncogenes and
efficiently transforms ervthroblasts, whereas erbA potentiates the effects of erbB by
blocking the differentiation of ervthroblasis at an immature stage. This ‘‘potentia-
tor"” was sequenced; the amino acid sequence deduced from it was clearly different
from the sequences of other known oncogene products and was related to carbonic
anhydrases. These enzymes participate in the transport of carbon dioxide by
erythrocytes, the precursors of which are main 1argets of avian erythroblastosis
virus. A src-related oncogene such as erbB in synergy with an activated specific cell-
derived gene such as erbA can profoundly affect early erythroid differentiation.

Two distinct oncogenes can act in syn-
ergy or complementation to transform
normal cells (/-3). Some retroviruses
contain two specific cell-derived se-
quences in their genome (4-6), probably
feading to their selection as highly trans-
forming viruses.

Avian erythroblastosis virus (AEV), a
defective leukemia virus that transforms
mainly erythroblasts (7, 8), contains two

independent oncogenes, erbA and erbB
(9-14), expressed in- transformed cells
from two distinct messenger RNA’s
(mRNA’s) (/3, 15, 16). A 5.4-kilobase
(kb) mRNA codes for a cytoplasmic
P7589€-¢r%A fyusion protein (17, 18) while a
subgenomic spliced 3.5-kb mRNA pro-
duces a 65 to 68-kilodalton (kD) mem-
brane-associated glvcoprotein (/9-21).
Both erbA and erbB oncogenes are ho-

A Rsal+Haew L e Fig. 1. (A) Sequenc-
Rsal - - e ing strategy. The
putt % complete AEV DNA

val - . A
Hinf1 Fraad — is represented linear-
Prull -® - ized by Eco RI (I2).

B

Aval mc 1

The erbA sequence

was obtained from

-— e three subclones, and
solid bars indicate the

gag-erb DNA inserts:

i-kbp Ava l-Ava I,

0.5-kbp Sal i-Sac I,

: and 0.7-kbp Sac 1-

BamH! - Bam HI. Gel-purified

IR X% 7/ MW Ve

=°<°  restriction fragments
e=-+ used for DNA se-

LTR p27 quencing (restriction
0.5 kbp enzymes in the col-

\ prsssaerdA L e umn at left) were la-

« N - beled at their 5° termi-

2(+1) - ni with [y-**Pladeno-

3 (+2) - -~ PNPIUNS. sine triphosphate and

. polynucleotide kinase

and sequenced by the method of Maxam and Gilbert (37). Closed circles indicate the cleavage
points inside of each insert and horizontal arrows the direction and length of the sequenced
DNA strands. (B) Reading frames in the genome of AEV. The DNA sequence was determined
(hatched). The recombination of erbA with the viral genome occurred at the sites shown as
thick vertical bars in the diagram of AEV DNA. p27 denotes the remaining coding domain for
the p27 protein of the gag gene, which was truncated during the recombination events leading to
capture of the erb insert. The open reading frame for P75#¢#<"PA and the two other reading
frames in erbA are shown below the AEV DNA. A different open reading frame was detected
for erbB. Vertical bars denote stop codons. LTR indicates a long terminal repeat.
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mologous to avian and mammalian chro-
mosomal DNA sequences (c-erbA and c-
erbB) (4, 13, 22) that may play a role in
the metabolism of normal cells, possibly
in the differentiation of immature red
blood cells (23).

Wild-type AEV-transformed erythro-
blasts are tightly blocked in their matura-
tion (at the colony-forming unit stage)
(24, 25). Studies involving deletion mu-
tants in erbA and erbB indicate that
erbB, in vitro as well as in vivo, yields
transformed erythroblast-like cells at dif-
ferent stages of maturation, whereas
erbA alone induces no transformation.

Thus erbA potentiates the transforming
activity of erbB and appears to be re-
sponsible for the early blockage of cell
differentiation within the erythroid lin-
eage (26-29).

Although several oncogenes have
been extensively studied, ‘‘potentia-
tors™* such as erbA have not been stud-
ied. Therefore we analyzed the nucieo-
tide sequence of erbA. Computer analy-
sis showed that the deduced amino acid
sequence of the erbA - stretch of
P75RaE-erbA s clearly different from the
sequences of other reported transform-
ing proteins. Thus erbA appears to rep-

(-171) TCC CCC CCC TAA CAC CCA ACC COC CAG CCA CCC CAL CCC COT CAC cCC cCy

90

resent a distinct new member of the
oncogene families.

A molecular clone of AEV (p-AEV 11)
(30) with biological activity was used to
sequence the erbA oncogene by the
Maxam and Gilbert procedure (3/). Fig-
ure 1A shows the strategy used to pro-
duce the nucleotide sequence (Fig. 2)
defining the erbA boundaries (Fig. 1)
between the structural gag gene up-
stream and the second oncogene, erbB,
downstream. The left boundary of erbA
was assessed by comparison to the nu-
cleotide sequence of the Prague-C strain
(Pr-C) of Rous sarcoma virus (32). The
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lie Cly Ale Tyr Mle Ale Ser Arg Pre Lev His Yt Lys Vel Clu Cys Pre Ine Clu Lov Pre Pre Arg Arg Cys Arg Als Lev C1n lle Lov €1y Ser 1le Leu Pro Phe Vel AX
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Fig. 2. Nucleotide sequence of the erbA gene and of the 5’ end of erbB. The sequence of 2012 nucleotides encompassing the erbA gene is shown.
The deduced amino acid sequence of the erbA domain of P75#“#"*A is indicated from nucleotides 1 to 1194 and the deduced amino acid sequence

qf the 5’ end of erbB is indicated from the putative splice acceptor site (Sa, nucleotide 1370) to nucleotide 1841. Nucleotides are numbered in the
right column and every tenth amino acid is numbered.
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wa | site at the extreme left of our
equence (Fig. 1) is within the coding
omain for the virion protein p10*“*. The
ucleotide sequences of Pr-C and AEV
re almost identical from this position
ightward to residue [ in the AEV se-
juence. where complete divergence of
he two sequences marks the point of
nsertion of erbA. This insertion is locat-
:d within the coding domain for the
virion protein p275%f (32).

The reading frame of erbA continues
uninterrupted from the p27#“# reading
frame at position +1 until it is terminated
by an amber codon at position 1195; this
is followed by a stretch of noncoding
sequences up to a putative splice accep-
tor (Sa in Fig. 2) site (33), TTTCC-
TTTTTGCAG.G (T, thymine; C, cyto-
sine; G, guanine; A, adenine) for the
erbB gene at nucleotide 1370. It is un-
likely that the other two erbA reading
frames are used because they are fre-
quently closed by termination codons
(vertical bars in Fig. 1B). The consensus
splice acceptor site at position 1370 could
generate the subgenomic erbB mRNA in
an open reading frame different from that
of erbA, and we present the deduced
partial amino acid sequence of this read-
ing frame (Fig. 2). Thus the erbB product
may start at the AUG (U, uracil) codon
of gag used to produce P7564¢-"A (as.
suming that AEV aad Pr-C use the same
splice donor site in gag); the two pro-
teins then share a few common amino
acids at their NH; terminus. Alternative-
ly. the erbB product could initiate at the
in-frame AUG codon at position 1386 in

our sequence (Fig. 2). The structure of
erbB is virtually identical. in the region
we studied, to the one recently described
for another independent isolate of AEV,
namely AEV-H, which lacks the erbA
oncogene (34). lImportantly, erbB is
closely related to the src gene of avian
sarcoma virus [(34) and our sequence
data) and to a portion of the epidermal
growth fac.or receptor (35).

The deduced amino acid sequence of
erbA (398 amino acid residues) is shown
under the nucleotide sequence in Fig. 2.
The calculated molecular size of the
erbA polypeptide is 45.4 kD, yielding for
P7skax-erbA (36) a deduced molecular size
of 72 kD. Cellular adenosine 3',5'-mono-
phosphate-dependent protein kinases
phosphorylate serine or threonine resi-
dues within sequences x-y-z-(Ser or Thr)
(37), where x and y are basic residues;
two such serine residues are found in the
erbA stretch at positions 14 and 1S5.
There are no potential glycosylation sites
Asn-x-(Thr or Ser) (38) in this polypep-
tide. Thus erbA may be phosphorylated
but not glycosylated. Two domains can
be defined within the erbA protein; nota-
ble features of the amino acid composi-
tion are found in the first domain of erbA
{amino acids 1 to 209 in Fig. 2) with
elevated levels of cysteine and basic
residues (10 percent and 21 percent, re-
spectively, within amino acids 1 to 131),
in strong contrast with the rest of the
molecule. Hydrophilicity studies with
the Hopp-Woods procedure (39) indicate
that erbA encodes a relatively hydrophii-
ic product (the value for the erbA poly-

91
peptide is 0.1, whereas the average pro-
tein has a net hydrophilicity of 0.07), as
expected for a cytoplasmic protein (27).

A search for similarities between the
erbA protein and the other proteins con-
tained in the protein data bases (40, 4/)
revealed no obvious relationships with
other oncogenes. Thus erbA may be a
genuinelv new member of this class of
proteins. Domain | showed no salient
homology with other known proteins,
but a relatedness was found between the
carboxyl terminal half of erbA (domain 2
in Fig. 2) and the carbonic anhydrase
family (Fig. 3). The homology begins
with erbA amino acid residue 219 (amino
acid residue 10 for the carbonic anhy-
drases) and extends across 180 residues
up to the carboxyl terminus of the mole-

" cule (residue 398 of erbA or residue 195

of the carbonic anhydrases, which con-
tinue for another 64 residues). When
compared with the four mammalian car-
bonic anhydrases I available in the data
banks we used, the overall homology
was 27 percent for 180 amino acids,
clustered in some portions of the mole-
cule. For example, close to one of the
known active sites of carbonic anhy-
drases (42), the homology increases to
more than 51 percent (erbA residues 248
to 274), although the two residues report-
ed to be important in the active site
(His%* and Asn®) (42) are not found in
the erbA protein. This may imply a
structural, but not a functional relation-
ship. Another example is erbA residues
310 to 330, with more than 40 percent
homology. This homology between the

veerb A210 I TRVYODFAXRLFIHFSILPCEMgiMuikccenens L R &TV|R £se ity S[TMfRv x(Rje oW E]c L
CRSH 2 v S HHWGYGEHNGIP [anwnxorr ADGERGSPVD 10T xfav|veloelaLkefifa LYBQDAS RMVNINCIHS
CRRBZ 1 SHHMGYGKnncP wwnklolrplrfaccerosP(D0 s o volafawuloris L x PiL|r vISIYIEIN P I S{RIR 1 T NjNCIH S
CREOZ 1 SHHWGYGKHBGP TuwHkjolF PILfANCER QS P YN IDTKIAV]V QD PIaL x PILfalLiY Y G €(R]T S{RIR M ¥ N[N GN S
CRIWZ 1 SHHWEYCK KGR Muwuiplrelgiaxcerasevotorntaxphor)suxeildsy voomxsgnxmu HA
verd A 277 G V[VISDAIFOLOCKS[TISAF N offftvaLLGAVLL M RITILIC ORI eExcaEs rfTitaFren (V)1 nvyei]
casn2 65 FajvlerooscgokavikocejfrofrivrRiverninwgissojpajcisenTjvoRxkyanlelLnftivuwntkvlcorsT
CRRE 2 &5  FNVIEFDDSHODKS vtkece tcwvuxornrnncssoc:cs:nrvﬁéxxuu Lufev sow w1 kfric o F 6]
croo 2 65 Falvievyposopxavjikoce|iftgftlvaevarnrnweissfesalelsentivolRkxyaafefu mjtfvhwntlvicorcT
Rz es falderoosaoxaviroceliplolrartaruruvsfifoloalgs en vk x vy aslUi v wn TxyfcoFc
vesrb A 362  HNIPHFUSKL[TIM A RulcAYRABIRFLRMEvECPNELPFRJRCRALQIfTICS 1L Fy
CRMS 2 132 AAGOPDGLAVVGVFL c[g]aura oxveoviosfikrxgixlsapFrenfolpfsseLkra JuNYwTYPlGS
er8z 132 avikwrocuiaviJorrukfTosarecffokvvorcesisiteruelksvordnrolpBorires |Lfovwrvyirfcs
chmo 2 132 Aagoroceavvovrulkvjcaneajijaxvioatofsftxrkclkistorenrolpfestieny Jiloywr vjpjos(eorssra
cou 2 132 aveerocuavJorre csaxpchjocvvoviosjikrxclxisaorInrofprloriees Worwry css

Fig. 3. Relatedness of erbA domain 2 to the carbonic anhydrase family. Using the sequence of the putative erbA polypeptide. we performed
exhaustive homology searches on the NBRF (47) and NEWAT (40) protein data banks with our computer system (47). These searches revealed a
homology encompassing 180 amino acid residues between erbA domain 2 and the carbonic anhydrase family. The significance of this homology
was further assessed by an alignment program (48) and adapted by one of us (J.M.C.). The amino acid sequences of the predicted erbA
polypeptide and of sheep (CRSH2) (49), rabbit (CRR32) (50), bovine (CRBO2) (5/), and human (CRHU2) (42) carbonic anhydrases Il were
compared. The optimal alignment was found when we used a deletion weight of 1 for each gap plus 0.2 times the number of residues in each gap.
In this case, the Needleman-Wunsch similarity value (52) was found 3.8 standard deviation units above the mean of 30 shuffled sequences. Scores
that are 3 or more standard deviation units above the mean can reasonably be expected to represent authentic relationships (53). Common
residues are boxed. Closed circles indicate amino acids known to be important in the active site of carbonic anhydrases. The one-letter symbols
for the amino acids are A, alanine; R, arginine; N, asparagine; D, aspartic acid; C, cysteine; Q. glutamine: E. glutamic acid; G, glycine; H,
histidine: I, isoleucine; L, feucine: K, lysine; M, methionine; F, phenylalanine; P, proline; S, serine; T, threonine; W, tryptophan; Y. tyrosine; V,
valine; B, asparagine or aspartic acid; and Z, glutamine or glutamic acid.
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arbA product and, for example, human
sarbonic anhydrase 11 (CRHU 2 in Fig.
3) is 3.8 standard deviation units above
the mean of 30 shuffled sequences, con-
siderably higher than the cutoff value of
3, which indicates, with statistical signif-
icance, an evolutionary relatedness (40)
(for details of the computer program see
Fig. 3). Moreover, in human carbonic
anhydrase I, which has a 61 percent
homology with human carbonic anhy-
drase 11, most of the homologies depict-
ed in Fig. 3 are conserved (not shown).
Although erbA domain 2 is related to
carbonic anhydrases, we showed that it
is not the enzyme itself. Using a viral
erbA DNA probe corresponding to do-
main 2, we screened both chicken and
tuman genomic DNA libraries and found
that normal DNA in both species con-
tained a similar locus. The human cellu-
lar erbA domain 2 was cloned, and a
nucleotide sequence was determined
(corresponding to nucleotides 675 to 936
in the erbA domain 2 of Fig. 2). Homolo-
gy at the nucleotide level was 83 percent,
and the deduced amino acid sequence in
the corresponding open reading frame
showed 96 percent homology (the two
other reading frames were closed by stop
codons) (43). The homologies of the hu-
man erbA domain 2 with human carbonic
anhydrase remained but were not aug-
mented. Thus the erbA gene is related to
but not identical to known carbonic an-
hydrases.

In conclusion, AEV is an unusual ret-
rovirus in that it can specifically biock
the maturation of erythroid cells at an
immature stage of differentiation. This is
achieved by the synergistic action of two
distinct oncogenes, erbA and erbB. The
erbB product is a membrane glycopro-
tein (20, 21) that is homologous to a
portion of the epidermal growth factor
receptor (35) and shares extensive ho-
mology with the src oncogene family
[(34) and our results]. This latter homolo-
gy is also functional, since both erdB in
the absence of erbA and other src family
viral genes such as src or fps (44) can
transform erythroblasts (28). Such cells
require complex growth conditions and
partially differentiate into mature eryth-
rocyles in vitro (28). In contrast, erbA in
combination with erbB is capable of ar-
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resting erythroid leukemic cells at an
early stage of differentiation where they
are able to grow in simple tissue culture
media unsuitable for normal erythroid
precursors {45, 46).

The finding that the deduced erbA
protein bears statistically significant re-
latedness, but not identity, with carbenic
anhydrases is interesting because such
enzymes play a fundamental role in the
CO, transport by erythrocytes, the pre-
cursors of which are precisely the main
targets of AEV.

Our finding of this new type of onco-
gene leads to the idea that some src-
related oncogenes found—with the ex-
ception of AEV-—to be single transform-
ing genes in retroviruses and to trans-
form mainly fibroblasts can affect early
hematopoietic differentiation when act-
ing in synergy with a specific activated
cell-derived gene such as erbA.
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The genome of avian erythroblastosis virus (AEV), a defective acute leukemia
retrovirus, carries two distinct cell-derived oncogenes in the structure 5'Agag-erbA-
erbB-Aenvd'. The nucleotide sequence of the v-erbA gene was recently reported. In order
to determine the boundary between the two adjacent oncogenes, the sequence of the v-
erbA/v-erbB junction of AEV was compared to that of a recombinant lambda phage
containing a chicken celiular sequence representing the 5 part of c-erbB. The four C-
terminal amino acids of v-erbA are in fact encoded by a c-erbB intron-derived sequence
thus demonstrating that the virus acquired a truncated ¢-erbA gene. Furthermore the
7 to 10 amino acid residues upstream from the 4 C-terminal amino acids mentioned
above appeared to be derived from env-related sequences. The splice acceptor site at
the beginning of the only open reading frame for v-erbB is also present and functional
in c-erbB when expressed to generate a truncated EGF (epidermal growth factor)
receptor. Thus AEV joins a truncated erbA gene to a truncated erbB gene through env-

derived sequences and intronic sequences from c-erbB. © 1985 Academic Press, Inc.

Avian erythroblastosis virus is a defec-
tive leukemia virus (DLV) which induces
both erythroblastosis and fibrosarcomas
in chickens (7). The genome of this virus
contains two independent cell-derived on-
cogenes v-erbA and v-erbB (2, 8) expressed
in transformed cells as two distinct
mRNAs (4-6). A genomic 5.4-kilobase (kb)
mRNA codes for a cytoplasmic 75,000-
molecular weight (MW) fusion protein
(P755%-784) () while a subgenomic spliced
3.5-kb mRNA produces a v-erbB mem-
brane glycoprotein of 74,000 MW (8, 9).
Recently, the v-erbB sequence (10) was
identified as a portion of the EGF receptor
(11). We have sequenced the v-erb4 on-
cogene (12) and shown that the carboxy-
terminal half of its product exhibited a
significant homology with the carbonic
anhydrase family. This homology begins
with v-e7bA amino acid residue 219 (amino
acid residue 10 for the carbonic anhy-
drases) and spans ca. 180 residues toward

! Author to whom requests for reprints should be
addressed.

the carboxyterminus of the molecule (res-
idue 398 of v-erbA corresponding to resi-
due 195 of the carbonic anhydrases, which

continue for another 64 residues (12)). We

also compared the nucleotide sequence of
v-erbA to the sequences of avian viral

" structural genes. We found a significant

homology (82%) between the end of v-
erbA (nucleotides 1151 to 1183) and a
portion of the env gene of Rous sarcoma
virus (nucleotides 5804 to 5836) (Ref. (13)
and Figs. 1A and B). However, the stop
codon for the P75%%¢-4 fysion protein
(TAG at position 1195) did not belong to
this stretch of homology.

In order to determine the exact bound-
ary between the two oncogenes, we se-
quenced part of the 2.5-kbp EcoRI frag-
ment of a previously described recombi-
nant lambda phage (NO4 c-erbB in Ref.
(2)) containing the cellular chicken se-
quences corresponding to the upstream
region of v-erbB and we compared this
sequence to the homologous region of
v-erbB. The relevant nucleotide sequences
are shown in Fig. 1A and allow the fol-
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S48 o8 * o8 sesssnne
c-erbd cttyg t tcacqgeageast satcccaacttgatgsaccettagttttaaacatcs
v-erb 1089 CTACCACGCCAGCCGLT ICCTGCACATGAAGG TGGAG TGECCCACGGAGE TCCCCCCAAGGAGGIGTAGAGCCCTACAGAT T ! TGGGAAG

Sact

® o8 P83 5 5 sesss

1181
-8
c-erbB 9gtlttqccctttgtotagtecltcct.cmnmttqtugc-tt tcaggtagcasagt utgnocc:cnutqctgnau
v-etb 1179 TATATIGCCCTITGTAtegtcontect tigt tttcaggt sgcasagt astgaaaccacsasstgctqaaas
end of v-erbA protein

1306
AEV-H
c-erbB tgctccncngttgutgcncqluttutgttctgtgttnttcctgngtqtuqqutgtnggtutcotngztt-gttqtttctt
v-ertb 1269 tgclcc-c-gttgutgcaclgnt.ttntgttctqtgnuttectgugtgtuggntgtnqgnltut.gatt-gttqtttctt

HER c-DNA evseceoscasceees IGCCTCAGGCCATGAACATCAL
88 30 888 aasees *8
1370 :
. ) Apal .
c-erbB ttettttttge TGCATGAAGTGTGCCCATTTTATAGATGGTCCCCACTGTGTGAAGGCCTGCCCCGLTGRGG TCCT

v-erb 1359 tccttttt-geagGGCCCAGACCACTGCATGAAGTGTGCTCATTTTATAGATGGTCCCCACTGTGTGAAGGCCTGCCCCGCTGLGGTCCT
HER c-DNA CTWCWWIGTA!MIGIWTMHWGGC...................................
292002000 » * - * & 8 & & o
1531

. #68888
c-erb8 GGGTGAGAATGATACCCTGGTCTGGAAGTATGCAGATGLCAATGC TG T TTGCCAGE YCYGCCA!MTGImﬁkégtqaqtln
v-erb 1449 GGGTGAGAATGATACCCTGGTCTGGAAGTATGCAGATGCCAATGCTGT TTGCCAGCTCTGCCATCCAAACTGTACACGAGGGTGCAAGGG
HER C-DNA  sicccevevccccccccssonscccoseossercscncrsoccsnscene .....CIG!GCCM’CCMAC!GCACCTACGGMGCACYGG

e wess @ L]

B89 SNSENSE B0 000 RS0 & SENSNE & SERNNNE
c-2rbB sccttett 99 ggsac
v-erb 1539 ACCAGBTCUGAAGCAYGCCC!—-MI’U;C?CCAMACICCMC
u:n c-DNA GCCMGTQTWIGYMYWYWTCCCGTC
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= = 11

FiG. 1. (A) Nucleotide sequence of the 5 part of the chicken c-erbB locus: comparison to the
v-erb (12) and human EGF receptor (HER) cDNA sequences (1I). The c-erbB sequence was
determined by the Maxam and Gilbert procedure (17). Coding sequences are written in capital
letters and noncoding sequences in small letters. Numbers refer to v-erb nucleotides as in Ref.
(12). Sa and Sd demarcate the splice acceptor and splice donor sites at the extremities of the
c-erbB exon. Asterisks mark the differences between the cellular and the viral erb sequences
(upper line) and between the v-erb and human EGF receptor ¢cDNA nucleotide sequences (11)
(lower line). AEV-H indicates the recombination site between c-erbB and an erythroblastosis
virus described in Ref (10). The arrow shows the recombination point between erbA and erbB in
AEV. Endonuclease restriction sites nsed to produce the probes described in Fig. 2 are indicated.
Underlined nucleotides are homologous to env nucleotides of RSV (13). (B) Schematic representation
showing the presence of env-related sequences between v-erbA and v-erbB.

lowing observations to be made. First, the
homology between v-erbB and c-erbB be-
gins at nucleotide 1181 in the viral se-
quence (Ref. (12) and Fig. 1A); this
defines the upstream boundary of the
c-erbB-related sequences in AEV. Sur-

prisingly the four C-terminal amino acids
of P758¢*4 are encoded by c-erbB-derived
nucleotides which also provide the ter-
mination codon of this protein (nucleotides
1195-1197) indicating that AEV acquired
a truncated c-erbA locus. Second, the viral
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sequences between nucleotides 1181 and
1370 correspond to part of an intron of
c-erbB, closed in all three reading frames
by numerous stop codons and ending
with the conserved splice acceptor site
TTITCTTTTTTGCAG/G (Sa in Fig. 1A).
This splice acceptor site is used to generate
the subgenomic v-erbB mRNA since the
latter did not hybridize on Northern blots
(Fig. 2, lane 1) with a SacI-Apal probe
(restriction sites indicated in Fig. 1A)
derived from AEV DNA (nucleotides 1139
to 1374 of v-erbB) (12). As shown as a
control in Fig. 2 lane 2, this mRNA hy-
bridized with a SacI-BamHI probe (nu-
cleotides 1139 to 1841 of v-erbB) (12). The
splice acceptor site described above is also
likely to be used during the maturation
of the c-erbB transcript. Nucleotide 1371
of v-erbB corresponds to the beginning of
a strong homology with the human EGF
receptor ¢cDNA (nucleotide 1918 in Ref.
(11)). The c-erbB exon beginning with the
splice acceptor site at position 1370 ends
with the splice donor site G/GTGAG (14)
‘at position 1528, since downstream from
this site the c-erbB sequence diverges

AEV HD3

Kb 1 2
. N ) >-
54— @
« ®

R 3

.

wd

v

F1G. 2. Sizes of AEV-coded RNAs in AEV-trans-
formed chicken erythroblastes HD3 (described in
Ref. (18)). Poly(A)-containing RNA was denatured
(19), separated on agarose gels, and transferred to
nitrocellulose. Blots were hybridized with a ®P-nick-
translated fragment isolated from AEV proviral
DNA (20). Lane 1, Sacl-Apal fragment; lane 2, Sacl-
BamH]1 fragment, extending largely into v-erbB.

from that of both v-erbB (downstream
from position 1531 in Fig. 1A) and the
EGF receptor cDNA (downstream from
nucleotide 2067 in Ref. 11)). We concluded
that the v-erbB gene is a truncated version
of c-erbB, starting within an intron at the
5 end. These observations favor the idea
that the recombination events involved to
generate v-erbB occurred at the DNA
level. How and when AEV acquired the
erbA gene remains to be determined: erbB
before erbA, erbA before erbB, or both
together from a cell having undergone a
translocation joining the two genes prior
to their transduction by the virus? The
homology detected between the end of
v-erbA and the env gene of RSV suggests
that two successive recombination events
led to the capture of the erb genes by
AEV. In fact, a possible mechanism lead-
ing finally to the c-erbB capture by an
ALV (avian leukosis virus) could result
from the upstream insertion of a LTR
(long terminal repeat) as reported by Fung
et al (15). Such an activation would have
generated an erbB-containing retrovirus
as recently described by Yamamoto et al
(10) for AEV-H. A second recombination
event at the DNA or RNA level would
occur leading to the capture of erbA.

Finally a salient feature of c-erbB ac-.

tivation linked to transformation appears
to involve the c-erbB exon described here,

that encodes the carboxyterminal half of

the EGF receptor (16). Indeed the three
independent erbB-activated oncogenes in

"AEV (this paper), in AEV H (10), and in

an LTR activated c-erbB chicken leukemia
(15) all concern insertions (although at
different sites, see Fig. 1) clustered in the
intron preceding the c-erbB exon se-
quences presented in this paper. Ullrich et
al (11) proposed that the truncated EGF
receptor may escape cell regulation by
loosing its EGF binding site and thus
lead to cell transformation. Whether such
recombinations are facilitated by a privi-
leged domain contained within this intron
remains to be documented. In any case,

- our observations together with the ones

just quoted here, allow to predict that
most c-erbB activations (by viral genomes,
translocations, etc.) might involve recom-

95



182

bination events in the intron mentioned
above.
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RESUME

Le virus de l'érythroblastose aviaire (AEV) est un virus défectif des
leucémies qui transforme principalement les érythroblastes et contient deux

oncogenes indépendants v-erbA et v-erbB. Ces oncogenes ont des équivalents

cellulaires c-erbA et c-erbB qui ont été conservés au cours de l'évolution.

Nous avons déterminé la séquence nucléotidique du gene v-erbA et montré
que la protéine codée par ce gene présente une homologie avec la famille des
anhydrases carboniques. Cette homologie est particulierement intéressante puisque
'anhydrase carbonique joue un rdle essentiel dans le métabolisme des cellules
rouges, les érythroblastes étant la principale cible de AEV.

En séquencant un fragment du locus c-erbB de I'ADN cellulaire de Poulet
homologue a la partie 5' de v-erbB, nous avons mis en évidence la présence d'un
intron de c-erbB dans le virus. Il apparalt également que les quatre amino-acides
C-terminaux du polypeptide erbA sont codés par des nucléotides erbB.

Enfin, nous avons détermine la structure primaire de la partie du locus
c-erbA homologue a l'anhydrase carbonique dans I'"ADN cellulaire du Poulet et de

I'Homme.

MOTS-CLES : CANCEROGENESE VIRALE - ONCOGENE - SEQUENCE
NUCLEOTIDIQUE - ANHYDRASE CARBONIQUE.




