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Jargon et abréviations usuelles

- A.A : Acide Aminé.
- Activation : modification entrainant le déréglement d'un géne.

- ALV : "Associated Leukosis Viruses", rétrovirus compétents pour la

réplication et dépourvus de géne oncogene.

-~ BL : "Burkitt Lymphoma", Lymphome de Burkitt.

- CNR : Cellules de NeuroRétine d'embryon de poulet de 7 jours.

- c-onc : séquence cellulaire homologue & un oncogeéne viral (v-onc). Par
extension, géne cellulaire susceptible d'étre impliqué dans la
transformation.

- "core" : capside nucléoprotéique du virion.

- DLV : "Defective Leukemia Viruses", rétrovirus oncogene défectif pour la
réplication.

- "enhancer™ : séquences activatrices de la transcription.

- env : géne de structure viral codant pour des protéines de 1'enveloppe.
- FEC : Fibroblastes Embryonnaires de Caille.
- FEP : Fibroblastes Embryonnaires de Poulet.

- gag : géne de structure viral codant pour des protéines formant le
"core".

- "helper" : virus compétent pour la réplication (ALV) nécessaire a la
propagation des DLV.

- IgH : génes des chaines Lourdes des Immunoglobulines.

~ IgK : génes des chaines légéres Kappa des Immunoglobulines.



- IgL : génes des chaines légéres Lambda des Immunoglobulines.

kb : "kilobases", millier de bases (unité de taille de 1'ARN)

~ kbp : "kilobases-pairs", millier de paires de bases (unité de taille de
1'ADN).

kd : kilodalton.

- LTR :"Long Terminal Repeat", séquence d'ADN spécifique, présente &
chaque extrémité du génome du provirus, ayant un rSle capital dans la
transcription et la réplication des rétrovirus.

- "LTR activation" : activation d'un gérie cellulaire (par augmentatibn de

by

sa transcription) due a 1l'insertion d'un "LTR" dans le locus de ce géne.

- pol : géne viral codant pour la rétropolymérase, enzyme spécifique des

LY

rétrovirus et capable de synthétiser un ADN double brin & partir d'un ARN

servant de matrice.

- RAV-1 : un des membres des ALV, utilisé comme "helper" pour propager des
mutants défectifs pour la réplication.

- transduction : mécanisme (encore mal connu) grice auquel les rétrovirus
s'approprient des séquences d'origine cellulaire.
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INTRODOCTION




Dans l'introduction de ce mémoire nous avons tenté de résumer les
résultats des recherches menées sur les rétrovirus oncogénes pour étudier
au niveau moléculaire les processus complexes impliqués dans la
cancérogénese. C'est surtout depuis les années soixante-dix, grice aux
progrés de la biologie moléculaire, que 1'étude des rétrovirus oncogénes a
permis de focaliser les recherches sur un sous-ensemble de geénes
probablement impliqués dans ces processus. En effet, les rétrovirus doivent
leur pouvoir oncogéne a des séquences spécifiques (v-onc) qu'ils ont
intégrées dans leur génome (transduction) a partir de séquences cellulaires

.

(c-onc) qui ont probablement un rdle important a jouer dans la cellule
normale. L'étude des v-onc et des c-onc a conduit d'une part a
1'élaboration d'hypothéses sur le mode d'action des v-onc pour la
transformation cellulaire et d'autre part a 1l'implication de 1la
dérégulation (activation) de certains c-onc dans 1'apparition des cancers
spontanés par des mutations ou des remaniements chromosomiques affectant
ces c-onc. De plus, dans certaines tumeurs sont activés deux oncogénes pour
lesquels une coopération est nécessaire dans la transformation in vitro de
fibroblastes embryonnaires. Il semble donc que la connaissance du mode
d'activation des c-onc et la mise en évidence de différents exemples de
leur coopération pourrait permettre d'établir des modéles pour 1'étude in
vitro des étapes successives de déréglements observées dans l'apparition
des cancers non viro-induits.

La premiére partie des travaux présentés dans ce mémoire décrit d'une
part un tel modéle de coopération pour la transformation cellulaire entre

deux v-onc, v-mil et v-myc présents dans le génome d'un méme rétrovirus,

MH2, d'autre part la caractérisation des mutants de MH2 qui ont été
nécessaires a la mise en évidence de cette coopération.

La seconde partie décrit un mode d'activation du géne c-myc suffisant
pour conférer a ce géne des propriétés biologiques semblables & son
homologue viral. Nous envisageons en effet d'étudier si la coopération des
génes v-mil et v-myc peut étre étendue & leurs homologues cellulaires
activés afin d'établir un modéle gqui pourrait servir d'approche pour
1*étude de cancers ou ces deux génes cellulaires seraient activés
ensembles.
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Schéma 1: Morphologie d'une particule virale




I) LES RETROVIRUS: (revue: RNA Tumor Viruses, 1982; 1985)

Les rétrovirus sont des virus a ARN qui ont comme hdtes des cellules
eucaryotes et dont la réplication du génome passe par la formation d'un ADN
double brin. Cet intermédiaire a ADN est synthétisé, a partir de 1'ARN
viral servant de matrice, par une enzyme spécifique des rétrovirus, la

rétrotranscriptase (ou rétropolymérase).

Trois sous-familles de virus répondent a cette définition:
. les spumavirus qui produisent des infections chroniques dans de

nombreuses espéeces, mais ne semblent pas causer de maladies (Ruckle 1958a;
Jonhston, 1971; Stiles et al. 1964).
. les lentivirus qui induisent, aprés une longue période 4'incubation,

des pneumonies chroniques et une dégénérescence du systéme nerveux,
particuliérement chez les ovins (Weinholb et Triemer, 1978).
. les oncovirus gqui seront les seuls décrits dans ce mémoire et qui

sont les plus étudiés. En effet, en dépit de la simplicité de leur génome
ils induisent toute une variété de cancers chez l'animal en des délais
souvent treés courts. Ces rétrovirus oncogénes fournissent un modéle
expérimental de choix qui, grice aux progrés de la biologie moléculaire, a
permis d'entreprendre 1'étude au niveau moléculaire des mécanismes qui
peuvent amener une cellule a se transformer et & échapper aux contrdles de
1'organisme.

Depuis 1911 (date a laquelle Rous isola, chez le poulet, le premier
rétrovirus sarcomatogene) des rétrovirus ont été isolés chez de nombreux
vertébrés. Les plus étudiés des oncovirus ont comme hdtes le poulet, la
souris, le chat, le singe et 1'homme. Bien que généralement ces virus
soient spécifiques de 1l'espéce qu'ils infectent, leur structure et leur
mode de réplication sont trés semblables.

Pour décrire la structure et le cycle infectieux de ces rétrovirus,
nous prendrons comme modéle les oncovirus aviaires qui sont les rétrovirus
particuliérement étudiés dans notre laboratoire.

A) Morphologie (schéma 1)

Au microscope électronique, le virion se présente sous forme d'une
particule sphérique d'environ 100 nm de diamétre (Sharp et Bernhard, 1952;
Bernhard, 1958). Cette particule est entourée du fragment de membrane

cytoplasmique emprunté a la cellule lors de son extrusion par
bourgeonnement. Cette enveloppe est parsemée de spicules qui sont des



Compeétence

pour la
replication
gag pol eny
ALY [+ —{] -
Agag Aeny
DLY @M— v-onc —
gag pol eny
RSV [H—t o R B

/
|

” T
7 4
) e
{ / g
N
\Y
\ N 4
\__ N/

{ /i'/ \

Schéma 2: Génome des rétrovirus et compétence
pour la réplication




-4 -

glycoprotéines dont la séquence protéique (env) est codée par le virus
lui-méme (Rifkin et Compans, 1971). Ces glycoprotéines interviennent dans
la reconnaissance virus-cellule par l'intermédiaire de récepteurs
cellulaires non encore identifiés (Vogt, 1977). Le "core" ou nucléocapside,
un icosaédre formé a partir des protéines gag codées par le virus, renferme
un dimére d'ARN (Mangel et al., 1974; Weissman et al., 1975) et quelques
molécules de rétrotranscriptase (Baltimore, 1970; Temin et Mizutami, 1970;
Panet et al., 1975a; Krakower et al., 1977).

B) Cycle infectieux et contenu génétique:

On peut distinguer deux sortes d'oncovirus suivant leur pouvoir
oncogéne: les ALV ("Associated Leucosis Viruses") peu ou non oncogénes in
vivo et non transformants in vitro et les DLV ("Defective Leukemia
Viruses") induisant rapidement des cancers in vivo et capables de
transformer des cellules en culture.

Ces différences dans les propriétés biologiques se retrouvent au
niveau du contenu génétique des deux sortes d'oncovirus. Le génome des ALV
est représenté par un ARN qui ne contient que les séquences nécessaires au
cycle infectieux. Le génome des DLV est représenté par un ARN défectif pour
la propagation a cause de 1'absence de séquences virales remplacées par des
séquences spécifiques (v-onc) d'origine cellulaire. Les DLV ont donc
besoin pour se propager d'un ALV, appelé dans ce cas "helper". Le virus de
sarcome de Rous (RSV) constitue la seule exception: il est hautement
oncogéne mais il n'est pas défectif pour la réplication, l'acquisition de
ses séquence spécifiques s'étant faite sans perte de séquences virales
nécessaires au cycle infectieux (schéma 2).

Ie nom des virus oncogenes est en général une abbréviation rappelant
le type de cancer qu'il induit et/ou le nom de la personne qui 1l'a isolé
et/ou le lieu ol il a été isolé, par exemple RSV pour Rous Sarcoma Virus
(Rous, 1911), MH2 pour Mill-Hill (Centre de recherche Anglais) isolat N° 2
(Begg, 1927).

La propagation de ces virus peut se décomposer en 3 étapes:

1'infection qui commence par une association cellule/virus grice
a des récepteurs membranaires s'associant aux spicules du virus
(adsorption) et se termine avec l'intrusion du "core" viral dans le
cytoplasme cellulaire (pénétration) par un mécanisme encore inconnu.

la réplication, ol l'acteur principal est la rétrotranscriptase
virale qui assure la rétrotranscription de 1'ARN en ADN double brin,

lequel est intégré sous forme de provirus dans le génome de la cellule
hote. Ce provirus, alors considéré par la cellule comme faisant partie de
son génome au méme titre qu'un géne cellulaire normal, est pris en charge



ARN

Cap. AUG Stop Stop Stop An
5° e 0 gag_ | pol | © eny I J._:E}’\'N\ .
ppr_]L_" T B 3
RuUs SP 5.4 U3 R
=Pr76%" =
Pr18o¥9 P!
JLclivage
(Pr76989 - )+? pgoii(sous-unité B)
-
lc ivage ~ ()
p30 ) + - p60(sous-unité A)

> || clivage

— -t ==t }= ()
p19 p10 p27 pi12 p?S

ARN

_ Cap. AUG oy Stop ‘l\n .
S =T 3
—~ 7 L | N
RUS sp/s.A iL us R
Prs7°%™ —
glycosylation
gPro2 & ._.,,_._,,_'ﬂ'
JLclivage -
—_rr L i =P $ (&)
Pt

gp8sS gp37

Schema 3: -structure des ARN génomique
et sous-génomique d'un ALV

-Les protéines virales et leurs
maturations



-5 -

par la machinerie cellulaire qui assure:

1'expression des ARN viraux, la maturation des protéines virales,

1'assemblage du core permettant 1l'encapsidation des ARN, l'acquisition de

1'enveloppe par bourgeonnement et 1l'extrusion des particules virales
matures.

Pour mener a bien ces différentes étapes, le rétrovirus posséde dans
son génome, outre les séquences codant pour les protéines virales, divers
signaux de régulation. L'ARN du "helper" est capuchonné (Cap) en 5' et est
terminé en 3' par une queue d'environ 200 résidus Adénosines (poly A ou
An,), comne la plupart des ARN messagers eucaryotes. La séquence primaire de
cet ARN d'environ 8.000 nucléotides peut étre décrite comme la suite de
régions fonctionnelles dont les tailles varient sensiblement selon les
virus considérés:

5' Cap~R-US-L-gag-pol-env-C-U3-R-(A)p, 3' (schéma 3)

-La région R (16 nucléotides), répétée aux deux extrémités, joue un

role dans la rétrotranscription de 1'ARN en ADN (Haseltine et al., 1977;
Coffin et al., 1978; Swanstrom et al., 1981a).
-La région U5 (80 nucléotides) n'a pas de fonction connue.

-La région L (300 nucléotides) contient:

. une séquence complémentaire de 1l'extrémité 3' d'un tARN, qui en
s'hybridant a cette région, sert d'amorce pour la synthése du premier brin
d'ADN, ADN (-), lors de la rétrotranscription (Dahlberg et al., 1974;
Peters et al., 1977; Peters et Dahlberg, 1979).

. une séquence qui serait le site de fixation des ribosomes
(Petersen et Hackett, 1985).

. des séquences impliquées dans l'encapsidation des ARN viraux
(Shank et Linial, 1980, Nishizawa et al., 1985).

-Le géne gag (2.100 nucléotides) dont 1'AUG initiateur est situé

juste en 3' de la séquence L, code pour un précurseur de 76 kilodaltons
(kd), Pr76939 qui est phosphorylé (Eisemman et Vogt, 1978). Ce précurseur
donne naissance par clivage a cing protéines p19, p10, p27, p12, p15 (de
19, 10, 27, 12 et 15 kd respectivement), qui formeront le "core” protéique
des virions. Le clivage de Pr76939 est probablement réalisé dans la cellule
par la p15 qui est capable de le réaliser in vitro (Von der Helm, 1977).
Un site donneur 4'épissure (S.D), situé 18 nucléotides en 3' de
1'AUG de gag (Schwartz et al., 1983), est essentiel pour produire 1'ARN
sous-génomique utilisé pour la synthése des protéines env. Ce mécanisme
d'épissure apporte au géne env les séquences nécessaires & sa traduction,
dont 1'AUG initiateur du géne gag. Dans certains rétrovirus oncogénes,
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1'ARN messager nécessaire a la traduction du géne v-onc est obtenu par ce
méme mécanisme faisant intervenir le site donneur d'epissure du géne gag et
un site accepteur d'épissure généralement apporté par le v-onc.

Le géne gag est supposé contenir, en 3' du site donneur
d'épissure, des séquences d'encapsidation (Pugatsch et Stacey, 1983). Ces
séquences, éliminées par le mécanisme d'épissage, seraient donc absentes
des ARN sous-génamiques.

Des séquences du géne gag pourraient &tre traduites, a partir
d'un autre cadre de lecture, en une protéine de 123 Acides Aminés qui
serait un activateur de la transcription (Broome et Gilbert, 1985).

-Le géne pol (2.600 nucléotides) code pour la rétrotranscriptase,

protéine remarquable par ses propriétés: synthése du brin d'ADN (-)
complémentaire de 1'ARN utilisé comme matrice (Temin et Baltimore, 1972;
Haseltine et al., 1976), activité RNAse-H qui dégrade spécifiquement 1'ARN
de 1'hybride ARN-ADN (Verma, 1977), synthése du brin 4'ADN (+) (Varmus et
al., 1979b), activité endonucléasique qui pourrait participer a
1l'intégration de 1'ADN proviral dans le génome de la cellule infectée
(Grandgenett et al., 1978; Grandgenett et Ajaykumar, 1985).

La rétrotranscriptase mature est formée de deux sous-unités, A (58 kd) et
B (92 kd), A étant la partie NH2 terminale de B. La sous-unité B est
elle-méme obtenue par clivage d'un précurseur de 180 kd, Priggdag-pol
(Opperman et al., 1977; Witte et Baltimore, 1978). La synthése, en un seul
produit, des génes gag et pol dont les cadres de lecture ouverts sont dans
une phase différente, semble étre rendue possible par un comportement
inhabituel des ribosomes: changement de phase de lecture en cours de
traduction (Jacks et Varmus, 1985).

-Le géne env (1.800 nucléotides) contient le site accepteur d'épissure
(S.A) qui, a partir de 1'ARN génomique, se raboute au site d'épissure
donneur du géne gag pour former 1'ARN sous-génomique (ARN S.G.) (Lee et
al., 1979; Hayward, 1977; Weiss et al., 1977) de structure:

5! Cap—R-US—L-f)gag—env—-C—-U3—R—-(A)n 3' (schéma 3)

( égag désignant les 18 nucléotides du géne gag situés en amont du S.D).
Cet ARN S.G est traduit en un précurseur de 57 kd (Pr57€%V), qui est alors
glycosylé (gPr92€NV) (Hayman, 1978b) et clivé en une gp85 et une gp37. Ces
deux protéines sont ensuite réunies par des ponts disulfures et fixées 3 la
surface externe de la membrane cytoplasmique (Leamnson et Halpern, 1976).
Ces protéines d'enveloppe formeront les spicules virales lorsque le core
protéique s'entourera d'un fragment de la membrane cytoplasmique par
bourgeonnement.
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-La région C (250 nucléotides) contient probablement des séquences

d'encapsidation (Sorge et al., 1983) et se termine par une séquence de 11
nucléotides ol s'initierait le brin d'ADN (+) lors de la rétrotranscription
(Resnick et al., 1984).

-La région U3 (260 nucléotides) se termine par le signal de

polyadénylation RAUAAA (Proudfoot et Brownlee, 1976), mais bien loin de ne
servir qu'a signaler la fin de la transcription, cette région U3 est en
fait le chef d'orchestre de la transcription virale assurée par la RNA
polymerase II de la cellule hte (Dinowitz 1975). En effet, une des astuces
des rétrovirus consiste, lors de la rétrotranscription, & dupliquer cette
séquence U3 de telle sorte que dans 1'ADN proviral elle se retrouve juste &
1l'extrémité 5' du provirus ol elle va pouvoir pleinement jouer son rdle. La
région U5 est elle aussi dupliquée, a 1l'extrémité 3' de 1'ADN viral qui a
en fin de rétrotranscription la structure linéaire suivante:

5' U3-R-U5-L~gag-pol-env-C-U3-R-U5 3' (schéma 4)

les régions U3-R-U5, répétées aux deux extrémités de 1'ADN, sont désignées
sous le terme de LTR ("Long Terminal Repeat"). L'ADN viral est ensuite
circularisé (Shank et Varmus, 1978) et c'est sous cette forme qu'il migre
dans le noyau de la cellule hbte pour s'intégrer dans le génome de celle-ci
(c'est alors un provirus), avec la polarité :

ADN cellulaire-LTR-IL~gag-pol-env-C-LTR-ADN cellulaire (schéma 4)

(Hughes et al., 1978; Sabran et al., 1979). C'est dans le provirus que la
région U3 dirige la transcription des ARN viraux gridce aux séquences
qu'elle renferme. La séquence initiatrice ou "TATA box"™ commune a de
nombreux génes cellulaires (Yamamoto et al., 1980a), et une séquence
promotrice de 70 nucléotides situés en 5' de la "TATA box", sont capables
d'assurer a elles seules la transcription virale & un taux comparable &
celui de la transcription d'ARN cellulaires. Ce taux est multiplié par 15
fois (Cullen et al., 1985b) sous l'effet de la séquence activatrice de
transcription ("enhancer"), longue de 80 bases et située en 5' dans U3
(Cullen et al., 1985a,b). Ce type de séguence "enhancer" stimule la
transcription de génes adjacents (en cis), indépendemment de leur
orientation et a des distances relativement grandes (1 & 20 kbp) (Koury et
Gruss; 1983). Des séquences similaires existent dans la cellule et
certaines, tissu-spécifiques, contrSlent la transcription de génes
particuliers, ceux des chalnes 4'immunoglobulines par exemple, induisant
une forte expression de ces génes dans les lymphocytes B (Banerji et al.,
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1983; Gillies et al., 1983). Les "enhancers" viraux semblent régulés en
trans par des facteurs non encore identifiés qui nécessitent la synthése
protéique cellulaire (Dyson et al., 1982; Linial et al., 1985).

L'intégration et 1'expression des rétrovirus contenant un v-onc
s'effectuent par les mémes mécanismes décrits plus haut, et ne semblent pas
nécessiter la synthése de novo de protéines virales, les molécules de
rétrotranscriptase présentes dans le virion étant suffisantes pour assurer

la phase 4d'intégration.

C) Les différents modes d'expression des v-onc

Les mécanismes, qui sont mal connus, de la transduction de séquences
cellulaires par un rétrovirus ont pour résultat final l'insertion d'un
v-onc dans le génome de ce rétrovirus. Une des premitres modifications que
subissent les séquences cellulaires lors de leur transduction est la perte
de la plupart de leurs séquences introniques. Le v-onc est alors une forme
compactée proche de 1'ARN messager du c-onc. Le point d'insertion de ce

v-onc dans le génome du rétrovirus a une influence sur la structure du

produit de ce v-onc: le schéma 5 résume les différents cas observés.

1) le v-onc est inséré a la suite et dans la méme phase de
lecture que des génes de structure, le produit spécifique du virus est une
polyprotéine de fusion (généralement gag-onc) (schéma 52).

2) le v-onc est exprimé a partir d'un ARN sous-génomigue
résultant du raboutage du site donneur d'épissure du géne gag avec un site
accepteur apporté par le v-onc. La protéine v-onc est cette fois encore un
produit de fusion, elle contient les 6 premiers Acides Aminés du géne gag
( é_gﬂ) . Cependant, par convention, elle n'est pas désignée comme étant une
polyprotéine de fusion (schéma 5B).

3) les codons d'initiation et de terminaison de la traduction
sont apportés par le v-onc, la protéine v-onc n'est fusionnée a aucun
peptide d'origine virale (schéma 5C).

D) Origine des v-onc

Les rétrovirus oncogénes sont le produit d'une recombinaison entre un
virus et des séquences cellulaires et certains de ces rétrovirus ont pu
étre obtenus aprés passages successifs d'un virus "helper" dans des
animaux de laboratoire (Harvey, 1964; Moloney, 1966; Stavnezer et al.,
1981; Yamamoto et al., 1983a; Neil et al., 1984). Les mécanismes de la
transduction sont inconnus, néanmoins des modeéles ont été proposés (Graf et
Stéhelin, 1982; Bishop, 1983) impliquant des recombinaisons soit au niveau
de 1'ADN entre le provirus intégré et un géne cellulaire, soit au niveau de
1'ARN faisant intervenir des sauts de la rétrotranscriptase entre 1'ARN du
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"helper" et un ARN cellulaire encapsidés dans un méme virion.

Chez 1'homme, des rétrovirus ont été isolés associés i des leucémies
de type T ("Human T-Lymphocytes Viruses"): HTLV-I (Poiesz et al., 1980b;
Miyoshi et al., 1981) et HTLV-II (Kalyanaraman et al., 1982b). Les
rétrovirus associés au Syndrdme d'ImmunoDéficience Acquise (SIDA), appelés
LAV ("Lymphotropic Associated Virus") (Barré-Sinoussi et al., 1983) ou
HTLV-III (Gallo et al., 1984) sont apparentés aux lentivirus (Chiu et al.,
1985). Ces rétrovirus ne contiennent pas de séquences oncogénes d'origine
cellulaire, mais ils ont en plus des génes de structures gag, pol, env, des
séquences appelées X ou LOR ("Long Open Reading frame") supposées coder
pour des protéines activatrices. Le serum de patients infectés par certains

de ces virus précipite des protéines probablement codées par ces séquences
(Lee et al., 1984c). Ces protéines ont un effet activateur sur la
transcription virale, et pourraient étre responsables du pouvoir oncogéne
des virus qui les expriment en activant également la transcription de génes
cellulaires (Sodroski et al., 1984b; Chen et al., 1985).

E) Nomenclature des v-onc, des c-onc, et de leurs produits:

Depuis la découverte du premier rétrovirus oncogéne, une cinquantaine
de ces rétrovirus ont été isolés a partir de tumeurs d'animaux de
différentes especes (principalement 1le poulet, la souris, le chat et le
singe) et quelques 25 v-onc ont été répertoriés (tableéu I). Certains v-onc

ont été trouvés dans plusieurs virus différents: par exemple, v-fps et
v-fes trouvés dans des isolats distincts, & la fois chez le poulet et le
chat, ont été probablement transduits a partir du méme géne cellulaire,
commun aux deux especes (Shibuya et al., 1980). Le second v-onc de MH2,
v-mil (Coll et al., 1983a; Jansen et al., 1983a), est homologue a un v-onc
murin, v-raf (Rapp et al., 1983b; Kan et al., 1984). La dénomination des
v-onc par trois lettres, proposée par Coffin et al., (1981) selon les
critéres déja définis plus haut pour les rétrovirus, souffre quelques
exceptions: les deux v-onc du virus de 1'érythroblastose aviaire (AEV) (Lai
et al., 1980; Vennstrom et al., 1982) sont désignés par v-erb-A et v-erb-B;

les v-onc des deux virus de sarcome murin Ha-MSV et Ki-MSV, sont nommés
v-Ha-Ras et v-Ki-ras respectivement, car bien qu'homologues, ils ont été

transduits a partir de deux génes cellulaires distincts (Ellis et al.,
1981).

La nomenclature des produits des v-onc suit les mémes régles que la
dénomination des protéines de structure virales proposée par August et al.,
(1974): poids moléculaire en milliers de daltons, précédé de p (proteine),
P (polyprotéine), Pr (précurseur), eux-mémes précédés de g (glycosylation)
p (phosphorylation) et en exposant, le nom des séquences codantes
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(tableau I). Les séquences cellulaires homologues aux v-onc sont désignées
sous le terme générique de c-onc et le nom de chaque c-onc est composé des
trois lettres du v-onc correspondant, précédées de la lettre c.

F) Pathologie des virus oncogénes:

Ces rétrovirus se propagent difficilement et ont été maintenus en
laboratoire. L'utilisation de virus portant des mutations thermosensibles
dans les séquences oncogénes a permis de montrer que les v-onc sont
responsables du pouvoir oncogéne des rétrovirus. L'étude des maladies
causées par ces rétrovirus est complexe, chacun d'eux induisant plusieurs
types de cancers a des fréquences qui peuvent varier suivant le mode
expérimental (fond génétique et age de 1l'animal, lieu d'inoculation du
virus, nombre de particules virales injectées). De plus, les virus "helper"
qui accompagnent les virus défectifs peuvent induire des anémies ou des
hyperplasies et méme certains néoplasmes (chez le poulet: des lymphomes de
type B (Cooper et al., 1968; Neiman et al., 1980b), des ostéopétroses et
des néphroblastomes (Ogura et al., 1974)).

Les rétrovirus ont des cellules cibles dont le type semble étre
corrélé avec les séquences oncogénes v-onc. Par exemple, les virus
défectifs des leucémies aviaires (DLV) ont pour principales cibles des
cellules hématopoiétiques. Ils ont été classés en virus érythroblastosants
(AEV-ES4, AEV-H, E26), myéloblastosants (AMV, E26), et myélocytomatosants
(MC29, MH2, CMII, OK10) (Graf et Stéhelin, 1982), et les membres de chaque
groupe contiennent des séquences de méme origine: erb-B, myb et myc
respectivement (Roussel et al., 1979). Le virus E26 entame quelque peu la
corrélation existant entre la nature de la maladie induite et le type de

v-onc car s'il posséde également un tropisme érythroblastosant (Radke et
al., 1982)il ne contient pas de séquences erb-B. Les cellules de la mbelle
osseuse que ces virus transforment in vitro appartiennent & la méme lignée
que les cellules transformées in vivo (Beug et al., 1979; Gazzolo et al.,
1979). Cette spécificité de cible n'est pas due a une restriction de
propagation des DLV & certaines cellules puisqu'ils peuvent se répliquer
dans des cellules appartenant a d'autres lignées hématopoiétiques (Graf et
Stéhelin, 1982). ILa plupart des DLV sont capables également de transformer
des fibroblastes en culture. La transformation des différents types
cellulaires pourrait étre sous le contrOle de différents domaines contenus
dans un méme v-onc. Des mutants des virus AEV et MC29 ont gardé la
propriété de transformer les fibroblastes en culture et ont perdu celle de
transformer leurs cibles hématopoiétiques (Royer-Pokora et al., 1979;
Ramsay et al., 1980).
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II) LES c-onc

En 1976 Stéhelin et al. ont montré 1l'existence de séquences homologues

au gene v-src dans le génome de poulets indemnes de toute infection virale.
Depuis, des séquences cellulaires homologues & chacun des v-onc ont été
détectées chez tous les vertébrés testés. La conservation phylogénétique
est remarquable pour certains d'entre eux, par exemple on retrouve méme
chez la levure des génes homologues a v-ras (DeFeo-Jones et al., 1983;
Gallwitz et al., 1983) dont les produits réagissent avec un anti-serum
dirigé contre la p21Y3S murine (Papageorge et al., 1984).

Leur stabilité phylogénétique ainsi que leur transduction dans des
virus devenus ainsi oncogénes suggérent que ces c-onc ont un rdle important
a jouer dans la vie cellulaire normale. Cette proposition est aujourd'hui
vérifiée pour certains d'entre eux: c-sis est le précurseur de la chaine B
du "Platelet-Derived Growth Factor" (PDGF) (Johnsson et al., 1984), c-erbB
et c-fms sont supposés étre des versions tronquées respectivement du
récepteur de l'"Epidermal Growth Factor" (EGF) (Downward et al., 1984) et
du récepteur d'un facteur de croissance spécifique des macrophages (M-CSF
ou CSF~1) (Sherr et al., 1985), les génes RAS de la levure semblent
indispensables pour la reprise de la vie végétative aprés la sporulation
(Kataoka et al., 1984; Tatchell et al., 1984). Le rdle des autres c-onc est
mal connu, mais certaines observations laissent supposer qu'ils pourraient
intervenir dans les mécanismes induisant la division cellulaire:

1) les produits de huit v-onc ont une activité tyrosine kinase,

l'attribution de cette fonction aux c-onc correspondant est bien étayée
pour quatre d'entre eux: c-src (Collet et al., 1979b, 1980; Opperman et
al., 1979; Rohrschneider et al., 1979; Hunter et Sefton, 1980; Levinson et
al., 1981), c-erb-B (Carpenter, 1984), c-fps (Mathey-Prévot et al., 1982),
c-fms (Rettenmier et al., 1985a). La phosphorylation sur des tyrosines est
un événement rare dans une cellule normale (0.1% des phosphorylations de
protéines cellulaires) et semble important puisqu'il intervient dans la
réponse précoce de certains récepteurs de facteurs de croissance i un
signal mitotique. De plus cette réponse précoce a lieu dans la membrane
plasmique, localisation qui est celle de la majorité des protéines
oncogénes virales phosphotyrosines kinases et de leurs homologues
cellulaires (pour revue: Hunter et Cooper, 1985). _
2) La stimulation de la division de cellules quiescentes par un
facteur de croissance (PDGF) induit 1'accumulation des transcrits de c-fos
dans les minutes qui suivent (Greenberg et Ziff, 1984) et ensuite de c-myc
(Kelly et al., 1983) avant la synthése de 1'ADN et la division cellulaire.
L'accumulation des transcrits du géne c-myb apparait pendant la phase de
croissance exponentielle et subit des variations suivant les différentes
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phases du cycle cellulaire (Thompson et al., 1986).

III) DIFFERENCES ENTRE c-onc ET v-onc:
Quelles-sont les différences entre c-onc et v-onc pouvant permettre

de rendre compte du pouvoir oncogéne de ces derniers? Il n'y a probablement
pas une réponse unigue pour tous les oncogenes. Néanmoins, deux différences
majeures entre c-onc et v-onc ont permis d'avancer deux hypothéses non
mutuellement exclusives (schéma 6):

-La premiére hypothése dite quantitative ou a effet de dose est liée
au mode d'expression différent des v-onc et des c-onc. En effet dans un
animal infecté, les rétrovirus sont capables d'exprimer a haut taux-
(environ 500 copies par cellules infectées) et dans de nombreux tissus, les
v-onc qu'ils contiennent. Au contraire les c-onc ont généralement un taux
d'expression relativement faible (de l'ordre de 20 copies par cellules) et
ce dans un petit nombre de cellules. Par exemple certains c-onc sont
exprimés préférentiellement dans certains tissus (Gonda et al., 1982;
Westin et al., 1982,a,b; Coll et al., 1983b; Eva et al., 1982; Muller et
al., 1982, 1983a,b) quelquefois a un stade de différenciation particulier
(Westin et al., 1982b; Gonda et Metcalf, 1984) ou différentiellement
suivant 1l'embryogénése (Muller et al., 1982, 1983a,b; Ilev et al., 1984;
Pfeifer-Chlson et al., 1984, Goustin et al., 1985) ou lors de la réparation
de certains tissus (Goyette et al., 1983, 1984). Un effet de dose
responsable du pouvoir transformant semble &tre vérifié pour quelques c-onc
qui deviennent capables de transformer des cellules si leur expression est
mise sous le contrdle d'un promoteur de transcription viral: c-mos (Blair
et al., 1981), c-Ha-rasl (Chang et al., 1982a), c-fos (Miller et al., 1984)
c-sis (Clarke et al., 1984; Gazzit et al., 1984) et c-myc (Lee et al.,
1985; les travaux présentés dans ce mémoire).

-La seconde hypothése dite qualitative suppose que le pouvoir
transformant acquis par le v-onc lui est apporté par des modifications de
structure primaire que la protéine c-onc a subie a partir du moment ou le
rétrovirus a transduit ce c-onc. En effet, dans la plupart des rétrovirus
oncogénes les séquences codantes du v-onc différent de celles du c-onc par
des additions, des délétions, des mutations ou une combinaison de ces trois
sortes d'altérations. L'exemple-type pour lequel 1'hypothése qualitative
est vérifiée est celui du géne cellulaire ras qui acquiert un pouvoir
transformant, méme s'il n'est pas sous contrdle d'un promoteur de
transcription viral, par une seule mutation ponctuelle modifiant le 128me
ou le 618Me Acide Aminé de la p21C-rasS (Tabin et al., 1982; Taparowsky et
al., 1982; Capon et al., 1983; Reddy et al., 1982). De nombreux v-onc sont
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exprimés sous forme d'une protéine de fusion avec des déterminants de génes
de structure viraux, généralement gag, et dans certains cas cette addition
n'est pas anodine. En effet, 1l'expression a partir d'un rétrovirus, d'une
protéine de fusion entre les déterminants c-fps et des déterminants du géne
de structure gag est suffisante pour la transformation alors que dans les
mémes conditions l'expression des seuls déterminants c-fps ne l'est pas
(Foster et al., 1985). Entr'autres modifications, une séquence de 11 codons
du géne cellulaire c-src est remplacée dans la protéine v-src par 19
autres codons, l'introduction de cette seule modification dans un
rétrovirus contenant les séquences cellulaires codant pour la protéine
c-src est suffisante pour conférer a ce rétrovirus un pouvoir transformant
(Takeya et Hanafusa, 1983; Takeya, communication personnelle).

IV) MODES DE TRANSFORMATION PAR LES v-onc:
Une classification provisoire a été établie sur des critéres

d'homologie de séquences et de propriétés communes entre les produits des
v-onc. Cette classification comprend 4 familles, la quatriéme regroupant
les v-onc non classifiables dans les 3 familles qui sont (Tableau 1) la
famille des geénes dont le produit a une activité tyrosine kinase, la
famille des genes ras et la famille des génes dont le produit est localisé
dans le noyau de la cellule (Bishop, 1983). Des données récentes ont permis
d'affiner cette classification et les v-onc sont regroupés cette fois en
fonction de 1leur interaction possible avec les mécanismes de 1la
prolifération cellulaire (pour revue: Bishop, 1985).

Le comportement le plus remarquable de la cellule tumorale est une
capacité fortement accrue a proliférer (pouvant conduire &
1'immortalisation), en méme temps qu'une dépendance réduite vis 3 vis des
facteurs de croissance pour assurer cette prolifération. Les produits des
v-onc pourraient induire ce comportement d'une part en induisant la
production de facteurs de croissance auxquels la cellule infectée est
sensible (hypothése autocrine), d'autre part en dérégulant des relais de
la chaine d'événements qui va du signal mitotique & la synthése de 1'ADN
cellulaire (schéma 7).

A) Protéine oncogéne homologue & un facteur de croissance:

L'hypothése autocrine semble pouvoir s'appliquer & plusieurs oncogénes
viraux, mais le cas le plus remarquable est celui du geéne v-sis isolé du
virus du sarcome de singe (SSV), qui code lui-méme pour un produit analogue
a un facteur de croissance, le PDGF (Doolittle et al., 1983; Waterfield et
al., 1983; Chiu et al., 1984; Johnsson et al., 1984). Le PDGF est
nécessaire a la croissance de divers types cellulaires et il est composé de
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deux sous-unités A et B homologues {(Heldin et al., 1979; Antoniades, 1981;
Deuel et al., 1981; Raines et Ross, 1982). Le produit mature de v-Sis est
formé de deux sous unité B (Robbins et al., 1983) et son activité ressemble
a celle du PDGF (Huang et al., 1984; Owen et al., 1984; Johnsson et al.,
1985) . Dans la mojorité des cas, la transformation par v-sis pourrait étre
due a une stimulation constitutive des propres récepteurs de la cellule
infectée, par sécrétion du produit de v-sis. En effet de nombreuses
cellules transformées par le virus SSV possédent les récepteurs du PDGF
(Bowen-Pope et al., 1984; Owen et al., 1984; Huang et al., 1984) et la
prolifération de certaines d'entre elles semble nécessiter la sécrétion du
produit de v-sis (Huang et al., 1984). La situation est pourtant plus
complexe puisque le maintien du phénotype transformé de certaines cellules
infectées par le virus SSV ne semble pas nécessiter la sécrétion du produit
de v-sis (Betsholtz et al., 1984). Le mode d'action du produit de v-sis
pourrait donc étre multiple et également induire des déréglements de la
prolifération cellulaire par interaction avec des relais du signal
mitotique, comme cela semble étre le cas dans les exemples suivants.

B) Protéines oncogénes homologues a des récepteurs de facteur de

croissance:

Le premier relai du signal mitotigue est le récepteur du facteur de
croissance. Certains de ces récepteurs sont identifiés et ont une structure
transmembranaire, la partie externe s'associant au facteur de croissance et
la partie interne étant susceptible de transmettre le signal mitotique.
Cette transmission pourrait étre assurée par 1l'activité tyrosine kinase que
montrent ces récepteurs lors de leur association avec le facteur de
croissance (Hunter et Cooper, 1985). Le produit de v-erb-B est une version
tronquée du récepteur de 1'EGF (Downward et al., 1984; Ullrich et al.,
1984). L'oncogéne v-fms a probablement été transduit a partir du récepteur
d'un facteur de croissance spécifique des macrophages (M-CSF ou CSF1)
(Sheer et al., 1985). La séquence nucléotidique de v-ros suggere qu'il
pourrait également &tre homologue a un récepteur de facteur de croissance
proche de l'insuline (Hunter, 1985; Hunter et Cooper, 1985). Les produit de
ces trois v-onc sont des protéines transmembranaires, glycosylées et ont
une activité tyrosine kinase. Une bonne partie des produits de v-erbB
(Hayman et Beug, 1984; Privalsky et Bishop, 1982) et de v-fms (Anderson et
al., 1984; Rettenmier et al., 1985a,b) réside dans l'appareil de Golgi,
cependant la présence de ces protéines dans la membrane plasmique semble
indispensable pour la transformation (Beug et Hayman, 1984; Roussel et al.,
1984). L'activité tyrosine kinase de ces protéines est constitutive
(Decker, 1985; Gilmore et al., 1985; Kris et al., 1985; Barbacid et Lauver,
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1981; PFeldman et al., 1982) et les v-onc de ce groupe pourraient induire la
prolifération des cellules infectées en mimant la présence constante d'un

facteur de croissance sur son récepteur.

C) Protéines oncogénes tyrosine kinases, localisées sur la face

interne de la membrane plasmique:

Ce groupe dont le représentant le plus étudié est pp60V—SIC comprend
les produits de v-abl, v-fes/fps, et probablement le produit de v-yes dont

la localisation membranaire n'est pas démontrée, mais est fortement
suspectée a cause de sa remarquable homologie avec pp60V~SIC (Kitamura et
al., 1982). L'association a des structures membranaires -parait
indispensable au pouvoir transformant de pp60V—SIC (Cross et al., 1984) qui
trouve peut étre dans ces structures des cibles privilégiées & son activité
tyrosine kinase. Mais a ce jour aucune protéine dont la phosphorylation sur
une tyrosine pourrait induire la prolifération cellulaire n'a été trouvée
(Hunter et Cooper, 1985).

Le pouvoir transformant de pp60V—SIC pourrait étre du a la phosphorylation
d'autres constituants cellulaires que des protéines, les phosphoinositols
qui ont des propriétés de second messager. En effet Sugimoto et al., (1984)
et Macara et al., (1984) ont montré que d'une part l'activité kinase de
pPP60V—SILC pouvait s'exercer in vitro sur les phosphoinositols de telle
sorte que cela pourrait augmenter in vitro la production de diacylglycérol
et d'inositoltriphosphate et que d'autre part 1le métabolisme des
phosphoinositols est accru dans les cellules transformées par V=SIrC.

Les deux produits du métabolisme des phosphoinositols, le diacylglycérol et
1'inositoltriphosphate ont des effets importants sur le comportement
cellulaire (Berridge, 1981; Berridge et Irwin, 1984). Le diacylglycérol
stimule 1'activité de la protéine kinase C qui est une thréonine/sérine
kinase calcium dépendante (Takai et al., 1979a; Kishimoto et al., 1980),
1l'inositoltriphosphate est supposé mobiliser les réserves de calcium
intracellulaires (Berridge et Irwin, 1984). L'action conjuguée de la
protéine kinase C et de la mobilisation du calcium intracellulaire peut
conduire a plusieurs réponses cellulaires, dont la prolifération.

Si cette hypothése dumode d‘action de la pp60V—SIC est attrayante, il
n'est pas démontré que cette protéine phosphoryle les phosphoinositols in
vivo, ni que dans les cellules transformées par v-src la protéine kinase C
ou la mobilisation du calcium soient impliquées.

D) Protéines oncogénes de la famille ras:

Chez les mammiféres, cette famille comprend au moins 3 membres dont 2,
c-Ha-ras et c-Ki-ras ont été transduits dans des rétrovirus de sarcome
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murin (Harvey, 1964 ; Kirsten et al., 1967). Le troisieéme, N-ras, n'a pas
d'équivalent viral connu et a été isolé a partir de DNA de tumeur humaine
(un Neuroblastome, d'olu l'initiale N), grice & sa capacité de transformer
certaines cellules par transfection (Shimizu et al., 1983a). Les protéines
codées par ces 3 génes ras sont similaires, ont un poids moléculaire de 21
kd, fixent et hydrolysent le GTP et sont localisées sur la face interne de
la membrane plasmique. Les protéines ras virales ont conservé ces
propriétés (Ellis et al., 1982), toutefois leur activité GTPasique est
fortement diminuée (Gibbs et al., 1984b; Mc Grath et al., 1984; Sweet et
al., 1984). Les premiéres indications quant & une fonction possible des
génes ras ont été obtenues chez la levure (Saccharomyces Cerevisiae). Des
protéines RAS1 et RAS2 ont été isolées chez la levure et leur conservation
phylogénétique est telle que 1la p21V—IaS semble suppléer efficacement aux
fonctions de RAS1 et RAS2 (DeFeo-Jones et al., 1985; Kataoka et al., 1985)
et que des mutants des genes RAS de la levure peuvent transformer des
cellules de souris (Defeo-Jones et al., 1985). Les propriétés détectées
chez les protéines ras de mammiféres ont été retrouvées chez RAS1 et RAS2,
propriétés qu'ont également des protéines régulatrices (Gs) de 1'Adenyl
cyclase (Gibbs et al., 1984b; Mc Grath et al., 1984; Sweet et al., 1984;
Temeles et al., 1985). Ces proteines Gs sont activées par leur association
avec le GIP et s'autorégulent grace a leur activité GTPasique (pour revue:
Gilman, 1984). Les protéines v-ras ayant perdu cette autorégulation
pourraient ainsi avoir un effet constitutif sur 1'Adenyl cyclase, comme
cela a été montré pour un mutant fabrigué a partir du géne RAS2 de la
levure (Toda et al., 1985).

Cependant, si les protéines RAS de la levure interviennent dans la
régulation du métabolisme de 1'AMP cyclique, ce modéle ne semble pas
transposable chez les mammiféres, la p21V-Y¥aS n'ayant pas d'effet
détectable sur l'activité de 1'Adenyl cyclase dans les cellules infectées
(Beckner et al., 1985). Le pouvoir transformant de v-ras pourrait passer
lui aussi par une stimulation autocrine de la prolifération, déja invoquée
pour v-sis. En effet, les cellules transformées par v-ras produisent des
facteurs de croissances, appelés TGF ("Transforming Growth Factors"),
auquels elles sont sensibles (De Larco et al., 1978; Ozanne, 1980).

E) Protéines oncogénes sérine/thréonine kinases:
Les génes v-mos (Kloetzer et al., 1984) et v-mil/raf (Moelling et al.,
1984) ont une activité sérine/thréonine kinase in vitro, propriété déja

rencontrée chez la protéine kinase C qui semble un des relais possibles
dans la transmission du signal mitotique. Les connaissances relatives aux
propriétés de v-mos et v-mil/raf sont encore trop restreintes pour supposer
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que ces deux oncogénes jouent un rdle apparenté a la protéine kinase C,
d'autant plus que si cette derniére est associée a la membrane
cytoplasmique, les produits de v-mos (Papkoff et al., 1983) et de v-mil/raf
(Bunte et al., 1983) sont cytosolubles.

F) Protéines oncogenes a localisation nucléaire:

Les protéines oncogénes virales ayant cette propriété sont les
produits de v-myc (Donner et al., 1982; Atitalo et al., 1983c; Hann et al.,
1983), v-myb (Klempnauer et al., 1984), v-fos (Curran et al., 1984) et
v-ski (Stavnezer cité par Bishop, 1985). v-myc et v-myb sont des protéines
se liant & 1'ADN et sont localisées plus précisément dans la matrice

nucléaire, structure ol la réplication de 1'ADN et la transcription sont
supposées avoir lieu. Ces deux propriétés (affinité pour 1'ADN, et
localisation nucléaire) semblent importantes pour le maintien du pouvoir
transformant de v-myc et v-myb. En effet, d'une part certaines cellules

hématopoiétiques transformées par v-myb retrouvent un phénotype normal sous
l'action 4'un phorbol ester (Symonds et al., 1984a), et cette réversion
phénotypique est accompagnée (et peut étre causée) par le changement de
localisation de v-myb qui devient cytoplasmique. D'autre part, des mutants
de v-myc (Donner et al., 1983) et v-myb (Moelling et al., 1985) ont des
produits qui sont toujours a localisation nucléaire mais qui ont perdu une
partie de leur pouvoir transformant en méme temps que leur capacité a se
lier a 1'ADN.

De par leur localisation nucléaire et leur capacité a se lier & 1'ADN ces
protéines oncogénes pourraient déréguler la transcription de certains
génes. Cette hypothése est renforcée par les deux d'observations suivantes.

Primo, les produits de v-myc, v-myb et EqA (un géne précoce d'un virus &

ADN, Adénovirus) ont quelques homologies de séquences entr'elles (Ralston
et Bishop, 1983) et des durées de vie courtes compatibles avec un rSle de
régulation (Hann et Eisenman, 1984; Ramsay et al., 1984; Klempnauer et al.,
1984; Spinder et Berk, 1984). Il a été montré que le géne EqA est capable
d'inhiber certains promoteurs ou activateurs de transcription (Borrelli et
al., 1984; Velcich et Ziff, 1985), et cela pourrait expliquer 1'inhibition
de la transcription de génes d'histocompatibilité (MHC-1) obserwée dans des
cellules transformées par certains Adénovirus, inhibition qui semble
ocorrélée avec la tumorigénicité des cellules transformées par ces virus &
ADN (Schrier et al., 1983). Secondo, des expériences d'expression in vitro
ont montré que le produit du géne myc pouvait réguler le promoteur de
transcription d'un géne codant pour une protéine de choc thermique. Bien
que cela ne soit pas démontré, cette régulation pourrait résulter d'une
interaction de la protéine myc avec des séquences nucléotidiques du
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promoteur du gene de choc thermique (Kingston et al., 1984b).

Enfin le géne c-myc, dont l'accumulation des transcrits a été observée dans
des cellules sounises a 1l'action de certains facteurs de croissances ou de
substances mitogénes (KRelly et al., 1983), pourrait jouer un rdle dans
1'induction de la prolifération de cellules quiescentes (en phase Gg du
cycle cellulaire). Les cellules infectées par v-myc pourraient &tre moins
dépendantes de facteurs de croissance et étre sensibilisées & des facteurs
impliqués dans le phénomene de progression & travers le cycle cellulaire.
De fait, des cellules de souris dans lesquelles un géne c-myc est exprimé a
partir d'un promoteur de transcription viral, ont perdu leur dépendance
vis—-a~-vis des interleukines -1 et -2, facteurs nécessaires a 1la
prolifération de ces cellules avant 1'introduction du géne myc (Rapp et
al., 1985).

V) ACTIVATION DES c~onc ET CANCERS:
Les délais tres brefs nécessaires aux rétrovirus oncogénes pour

induire des cancers chez l'animal ou pour transformer les cellules en
culture, sont en faveur d'un processus transformant en une étape. De
nombreuses observations cliniques et expérimentales montrent que les
cancers spontanés, par contre, apparaissent aprés des délais relativement
longs, & la suite d'étapes successives de déréglements (pour revue : Cairns
et Logan, 1983). La transduction par des rétrovirus, de séquences d'origine
cellulaire conférant & ces rétrovirus un pouvoir oncogéne, a incité de
nombreux laboratoires a rechercher un rdle éventuel de ces ségquences
cellulaires dans le processus cancéreux non viro-induit. Une dizaine de
c-onc semblent impliqués & des degrés divers dans certains cancers
spontanés. Deux séries d'observations suggérent que les différentes étapes
de la tumorigénése pourraient correspondre au déréglement de différents
génes cellulaires. D'une part 1'étude des quelqgues c-onc trouvés activés
(ayant leurs régulations et/ou leurs structures modifiées) dans des
tumeurs montre que les modifications qu'ils ont subies ne sont pas capables
a elles seules de conférer a ces c-onc le pouvoir de rendre tumorigénes des
cellules normales. D'autre part dans certaines tumeurs, deux oncogénes ont
été trouvés activés et des expériences de reconstitution in vitro ont
montré que la coopération de ces deux oncogénes est nécessaire pour
transformer des cellules normales en cellules tumorigénes.

Deux stratégies principales ont permis de détecter dans des cellules
tumorales ou des lignées dérivées de cellules tumorales, l'activation de
certains c-onc. La premiére de ces stratégies consiste & rechercher des
génes capables de transformer une lignée fibroblastique de souris, la

NIH3T3, girectement i partir de 1'ADN des cellules transformées, par
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transfection de cet ADN dans les NIH3p3. La seconde stratégie consiste &
rechercher d'éventuelles modifications de la structure de génes et
d'étudier l'effet de ces modifications sur la régulation ou sur les
propriétés de ces génes.

A) Génes activés détectés par le test NIHap3 (schéma 8)

Shih et al (1979) ont montré que de 1'ADN de cellules transformées par
des carcinogénes chimiques contient des génes capables de transformer les
NIH3p3. Le test consiste a détecter des foyers de NIH3p3 morphologiquement
transformées par transfection au phosphate de calcium de 1'ADN cellulaire
testé (pour revue: Weinberg, 1981; Cooper, 1982). Les techniques de
biologie moléculaire permettent d'isoler a partir de 1'ADN des NIH3p3
transformées, les génes introduits responsables de cette transformation.
Entre 10% & 50% des ADN de lignées cellulaires ou de biopsies contiennent
un géne transformant sur NIH3p3 (Cooper, 1982; Pulciani et al., 1982a),
géne qui s'avére &tre généralement 1'un des membres de la famille ras:

c-Ha-ras1, c-Ki-ras2 ou N-ras. Ce dernier n'a pas d'équivalent viral connu

et son existence a été révélée par le test NIH3p3 (Hall et al., 1983;
Murray et al., 1983; Shimizu et al., 1983a,c). Un autre géne, neu, n'ayant
pas d'équivalent viral connu mais apparenté a v-erb-B, a également été
détecté par ce test (Shectker et al., 1984). Cette technique a permis de
détecter de 1l'ordre d'une dizaine de génes n'ayant pas d'hawologie avec des
v-onc connus. L'un d'entre eux, B-Lym, semble activé spécifiquement dans
des lymphomes B et posséde des homologies de séquences avec les génes de
la famille des transferines (Goubin et al., 1983).

1) Modes d'activation des génes cellulaires ras:

Parmi tous ces génes, les seuls dont on connaisse actuellement le mode
d'activation sont les génes ras: ils acquieérent leur pouvoir transformant
par modification du 128M€ ou du 618me Acide Aminé (A.A) de la p21c-ras 3 la
suite d'une mutation ponctuelle dans 1l'un ou 1l'autre des codons
correspondant a ces A.A. La substitution d'un seul A.A semble altérer
profondément la structure de la p21¢-ras; j] est possible de séparer la
protéine mutée de la protéine normale par électrophorése (Santos et al.,
1982; Tabin et al., 1982; Yuasa et al., 1984). Ces mutations ponctuelles
entrainent une perte d'activité GTPasique du méme ordre que celle observée
chez la p21V-ras, pans toutes les tumeurs testées, les mutations affectant
les genes ras sont des événements somatiques: ces mutations ne sont
retrouvées dans aucun des deux alléles c-ras des cellules normales du
patient (Feig et al., 1984; Fujita et al., 1984; Kraus et al., 1984; Santos
et al., 1984).
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Il semble que les genes ras soient des cibles privilégiées des carcinogénes
chimiques, tout du moins chez le rat, puisque dans de nombreuses tumeurs
expérimentales induites par ce moyen, un géne ras est activé par mutation
ponctuelle (Balmain et Pragnell 1983; Sukumar et al., 1983). Toutefois, les
mutations ne sont pas le seul moyen d'activer les genes ras, un effet de
dose est également possible: des NIH3p3 peuvent &tre transformées par
transfection d'un gene c-ras normal mis sous le contrdle d'un promoteur
viral (Chang et al., 1982a), et la conjugaison des deux effets, mutations
et surexpression, est capable de rendre tumorigéne une cellule normale
(Spandidos et Wilkie, 1984).

2) Efficacité du test NIH3p3:

Les raisons pour lesquelles le test NIH3p3 n'est positif que pour une
fraction des ADN testés sont mal connues. Cependant, il est possible que
le test NIH3p3 ne puisse détecter qu'un répertoire restreint de génes
cellulaires transformant, pour les raisons suivantes. Premiérement les
NIH3p3 sont des cellules établies en lignée (immortelles), et sont
peut-&tre insensibles & des génes dont l'activation participerait & ce
processus comme peut-étre c-myc dont méme 1l'équivalent viral ne
transforme les NIH3p3 qu'a trées faible efficacité (Copeland et Cooper,
1980). Deuxiémement l'activation de certains geénes, suffisante pour
participer a la tumorigénése de certaines cellules est peut-étre
insuffisante pour transformer les NIH3p3: de 1'ADN cellulaire dans lequel
le géne v-abl est intégré transforme efficacement les NIH3p3 (Cooper et
Neiman, 1980), aucune détection du géne c-abl par le test NIH3p3 n'a été
rapportée bien qu'il soit activé dans de nombreuses leucémies myéloides
chroniques (Heisterkamp et al., 1983; Canaani et al., 1984; (ollins et al.,
1984). Il apparait donc que le test NIH3y3 n'est pas le test idéal pour
détecter tous les génes activés dans les cellules transformées.

B) Génes activés par des remaniements:

A 1l'aide d'endonucleases de restriction et de sondes spécifiques d‘'un
géne cellulaire (Southern, 1975), il est possible, & partir de 1'ADN
cellulaire d'une tumeur, de détecter des anomalies de structure de ce géne,
en comparant son profil de digestion et d'hybridation avec le profil du
méme géne obtenu & partir de 1'ADN de cellules normales du méme organisme
ou d'un organisme de la méme espéce. L'emploi systématique de cette
technique pour chaque tumeur analysée et pour chaque oncogéne connu est
cependant difficile. Il est donc indispensable de découvrir des indices qui
orientent les recherches quant aux génes susceptibles d'étre activés dans
une tumeur. Ces indices peuvent étre obtenus par les deux voies suivantes:
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- analyse qualitative et quantitative des transcrits des c-onc
connus.

- recherche d'anomalies chromosomiques susceptibles de perturber la
structure de ces génes, dont la localisation chromosomique est connue
(tableau II).

L'analyse des transcripts des c-onc connus est relativement ardue et
son interprétation est souvent rendue difficile par le manque de critéres
définissant le choix de la cellule normale devant servir de contrdle pour
la cellule tumorale étudiée. Cette stratégie a cependant permis de mettre
en évidence, pour la premiére fois, l'activation d'un géne cellulaire dans
une tumeur, activation due a l'insertion a proximité de ce géne d'un
promoteur viral (LTR). Cette "LTR activation" est fréquemment détectée
dans des tumeurs d'animaux infectés par des rétrovirus dépourvus
d'oncogenes.

Les anomalies chromosomiques (parmi lesquelles des translocations, des
amplifications ou des délétions de fragments de chromosome) sont fréquentes
dans les cellules tumorales. Des techniques de coloration des chromosomes
en métaphase, assignant a chacun d'eux une alternance spécifique de bandes
claires et sombres, permettent de distinguer chaque chromosome, de définir
les partenaires impliqués dans des translocations et de localiser les
points de rupture et les régions délétées ou amplifiées (pour revue:
Yunis, 1983). Dans certains cancers, des régions chromosomiques spécifiques
sont affectées par 1l'une des anomalies citées, et des études faites au
niveau moléculaire ont montré que dans quelques cancers, l'anocmalie semble
affecter la structure de génes spécifiques.

Pour illustrer ces trois cas d'activation de génes cellulaires qui
sont la "LTR activation", la translocation chromosomique et 1l'amplification
génique, le géne c-myc est particuliérement indiqué puisqu'il est activé
dans divers cancers par 1l'une ou l'autre de ces anomalies. Avant d'exposer
chacun de ces cas, nous rappellerons gquelques notions sur la structure et
les propriétés connues du géne c-myc ainsi que sur les hypothéses
concernant sa fonction.

1) Le géne cellulaire myc (c-myc)

a) Structure et propriétés du géne c-myc (schéma 9):

Le géne c-myc, homologue cellulaire de v-myc, est phylogénétiquement
stable et a une structure similaire chez le poulet, la souris et 1'homme.
I1 occupe environ 8 kbp (milliers de paires de bases) dans le génome et
comporte trois exons séparés par deux introns (Dalla-Favera et al.,
1982c) . La protéine c-myc homologue & la protéine v-myc est codée par les
deux derniers exons qui sont trés conservés dans les 3 espéces citées. Le
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premier exon (exont) est moins conservé phylogénétiquement et chez 1'homme
il contient un cadre ouvert qui a la capacité de coder pour une protéine de
20 kd (Gazin et al., 1983) dont l'existence dans des cellules eucaryotes
n'a cependant jamais été mise en évidence. De plus cet exonl contient une
séquence capable de s'apparier avec une séquence de l'exon2 pour former une
boucle en épingle a cheveux qui pourrait jouer un rOle régulateur (Saito et
al., 1983).

Chez l'homme et la souris deux promoteurs de transcription (P1 et P2)
(Saito et al., 1983; Stanton et al., 1983) sont utilisés pour produire les
ARN matures de 2.4 kb et 2.5 kb (milliers de bases), et un promoteur
cryptique (P3) est situé en amont de l'exon2 chez l'homme (Colby et al.,
1983 ; Taub et al., 1984b) et chez la souris (Sheng-ong et al., 1982; Adams
et al., 1983; Stanton et al., 1983). Les protéines codées par le géne c-myc
de ces 3 especes sont particuliérement conservées et il est probable
gu'elles aient également conservé les caractéristiques suivantes (Ramsay
et al., 1984; Donner et al., 1982; Alitalo et al., 1983c; Hann et al.,
1983; Persson et al., 1984a; Evan et Hancock, 1985; Thompson et al., 1985)
(dont certaines n'ont cependant pas été démontrées pour la protéine myc de
1'une ou l'autre des especes citées):

- détection par électrophorése en gel d'acrylamide d'un doublet de
proteines de poids moléculaires voisins (58 et 60 kd chez le poulet, 60 et
62 kd chez la souris, 65 et 68 kd chez l'homme) poids moléculaires
différents de ceux calculés d'aprés la séquence nucléotidique du géne c-myc
dans les 3 especes (46 kd, 47 kd, 48 kd respectivement),
localisation nucléaire,

capacité, démontrée in vitro, a se fixer & 1'ADN,

phosphorylation sur des résidus sérine et thréonine,

durée de-demi vie courte, de l'ordre de 20 minutes.

b) Fonction du géne c-myc:

La fonction du géne c-myc est inconnue, cependant certaines
observations semblent attribuer un rdle de ce géne dans la prolifération
cellulaire. Selon un modéle (Pledger et al., 1977), le stade Gg-Gq
(progression des cellules entre l'état de quiescence et la phase S de
synthése de 1'ADN) peut étre divisée en au moins deux étapes controllées
par des facteurs de croissance tissus-spécifiques. La premiére étape est
appelée "compétence" et la seconde "progression". Des cellules quiescentes
peuvent étre amendes a 1'état de "compétence" par une exposition au PDGF
pour les fibroblastes (Pledger et al., 1978; Armelin et al., 1984) ou & des
lipopolysaccharides pour les lymphocytes B (Kelly et al., 1983). Le géne
myc semble participer a 1'installation de 1'état de "compétence", mais son
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rdle n'est pas clairement établi. En effet, 1'exposition des fibroblastes
et des lymphocytes aux facteurs induisant 1'état de compétence est suivie
dans les deux types de cellule d'un pic d'accumulation des ARN messagers du
géne c-myc et l'injection de protéines myc dans des fibroblastes quiescents
est capable d'induire 1'état de "compétence" (Kaczmarek et al., 1985).
Cependant la situation est plus complexe puisque dans les lymphocytes,
1'expression du gene c-myc n'a pas cet effet (Smeland et al., 1985) et il a
été montré que dans les fibroblastes l'état de compétence peut &tre obtenu
par le PDGF sans que le pic d'accumulation des ARN myc soit observé
(Coughlin et al., 1985). De plus le géne c~myc pourrait également &tre
impliqué dans la phase de "progression" qui conduit les cellules
"compétentes" a entrer dans la phase S. Cette phase de "progression® est
contrdlée, du moins pour les fibroblastes, par 1'EGF et la Somatomédine C
(Leof et al., 1982) et 1l'expression du géne c-myc est un événement précoce
induit par 1'EGF (Coughlin et al., 1985).

Néanmoins, si la fonction du géne c-myc n'est pas connue, 1l'activation
de ce geéne, fréquemment observée dans certains cancers spécifiques,
participe probablement au processus tumorigéne. Quels sont les modes
d'activation du géne c-myc observés dans ces cancers?

2) Activation du géne c-myc par "LTR activation":

Les rétrovirus sans oncogéne (ALV) induisent des cancers aprés une
période de latence longue comparativement aux rétrovirus oncogenes. Un des
mécanismes possibles de 1'émergence de certains de ces cancers est la "LTR
activation" de genes cellulaires: augmentation de la transcription de ces
génes par les ségquences promotrices et activatrices contenues dans les LTR
d'un ALV intégré a proximité de ces génes (schéma 10). Ce type d'activation
a été trouvé chez plusieurs espéces et pour plusieurs génes cellulaires,
dont quatre sont homologues & des v-onc, deux sont des facteurs de
croissance, et les autres des génes jusqu'alors inconnus. Le géne
cellulaire myc est activé par "LTR activation" chez plusieurs espéces, dans
des tumeurs lymphoides.

L'exemple décrit dans ce mémoire est celui de 1l'activation du géne
c-myc dans des lymphomes B chez le poulet. Les travaux de Hayward et al.
(1981), Payne et al. (1982), Neel et al. (1981), Linial et Groudine (1985),
ont montré que dans 80% des lymphomes étudiés, un ALV est intégré i
proximité ou dans le locus du géne c-myc. La plupart de ces ALV intégrés
sont incomplets et certains ne sont plus représentés que par un de leurs
LTR. Dans chaque cas, le taux des transcrits du géne c-myc est de 20 a 30
fois celui de cellules B contrdles, et les ARN myc sont initiés soit a

partir du promoteur viral soit a partir des promoteurs propres a c-myc,
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activés probablement par les séquences "enhancer" du LTR proviral. Les
remaniements du gene c-myc "LTR activé" touchent parfois les séquences
codantes de ce géne. En effet, Westaway et al. (1984) ont montré que dans
certains lymphomes, la séquence nucléotidique du géne c-myc subit des
mutations conduisant a des substitutions d'Acides Aminés de la protéine.
La participation éventuelle de ces substitutions dans l'apparition des
lymphomes B est inconnue.

A partir de 1'ADN de certains de ces lymphomes, un géne transformant a
été isolé par le test NIH3p3, géne qui n'est pas le géne c-myc "LTR activé"
mais un géne qui n'a pas d'équivalent viral connu (il a été appelé B-Lym
pour "B-lymphomas") et dont la caractéristique principale connue est son
homologie de séquence avec les génes de la famille des transferines (Cooper
et Neiman 1980, 1981, Goubin et al., 1983). La présence de ces deux génes
activés dans un méme lymphome est peut étre corrélée avec les deux étapes
observées dans 1l'émergence des lymphomes de type B chez des poulets
infectés par un ALV. La premiére étape consiste en l'apparition dans la
bourse de Fabricius, de follicules prénéoplasiques dont la plupart
régressent, la seconde étape amenant un de ces follicules & croitre et &
devenir invasif (Cooper et al., 1968; Neiman et al., 1980b). L'activation
du géne c-myc semble impliquée dans la premiére étape puisque la formation
des follicules prénéoplasiques peut étre obtenue par un virus contenant un
mutant du géne v-myc de MC29 (un des virus de la myélocitomatose aviaire).
L'ADN de la plupart de ces follicules ne contient pas de genes capables de
transformer les NIH3p3 par transfection, ce qui pourrait suggérer que la
seconde étape (progression vers le stade invasif) nécessite l'activation

d'un second géne qui dans ce cas pourrait &tre B-Lym (Neiman et al., 1985).

3) Activation de c-myc par translocation chromosomique

La connaissance de la localisation des c-onc sur les chromosomes
humains (tableau II) & permis de focaliser les recherches sur une
éventuelle activation de certains c-onc par des translocations spécifiques
a certains cancers. Dans de nombreux cas les points de cassure
chromosomique des translocations ne se font pas au voisinage de c-onc
connus, mais dans certains cas ils sont localisés sur les mémes bandes
chromosomiques que des c-onc (pour revue: Rowley 1983; Yunis, 1983). Une
bande chromosomique représente environ 104 kbp, un géne environ 100 kbp,
des analyses complémentaires sont donc nécessaires pour localiser
précisement les points de cassure par rapport au c-onc. Dans plusieurs
cancers pour lesquels des translocations spécifiques ont été observées, un
des points de cassure est généralement situé dans le locus méme d'un c-onc.
De telles translocations spécifiques impliquent le géne c-myc dans des
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lymphomes humains, les lymphomes de Burkitt (BL) qui résultent de la
prolifération clénale d'une cellule de type B productrice
d'immunoglobulines. Ces BL sont associés en Afrique a 1l'éthiologie du virus
Epstein-Barr (EBV) dont le rSle dans l'émergence des BL est mal connu, et
qui peut étre absent des cellules tumorales. Des plasmocytomes murins (MPC)
induits par des carcinogénes chimiques, présentent des caractéristiques
voisines de celles des BL et constituent un modéle animal de cette maladie
(pour revue: Kaplan et Szajnert, 1985).

a) Modifications structurales du géne c-myc dans les lymphomes de
Burkitt:

Dans 100% des BL décrits, une translocation implique un échange de

matériel génétique entre d'une part le chromosome 8 et d'autre part soit le
chromosome 14 (environ 85 % des BL) (Manalova et al., 1979), soit les
chromosomes 2 ou 22 dans les autres cas appelés variants (Bernheim et al.,
1981) (schéma 11). La zone de cassure sur le chromosome 8 est situé dans la
bande g24 qui contient le géne c-myc humain (Neel et al., 1982;
Dalla-Favera et al., 1982b; Taub et al., 1982). Les zones de cassure des
trois autres chromosomes impliqués sont situés en 14g32, 2p13 et 22q11 ce
qui correspond a la localisation respective des chaines lourdes (IgH)
(Kirsh et al., 1982) et des chaines légéres Kappa (IgK) (Malcolm et al.,
1982) ou Lambda (IgL) (Taub et al., 1982) des immunoglobulines (schéma 11).
Pour deux BL ayant une translocation t (8 ; 14), il a été démontré que 1l'un
des deux alléles c-myc est transloqué du chromosome 8 sur le chromosome 14
dans le locus des IgH (Dalla-Favera et al., 1982b; Davis et al., 1984), et
des observations indiquent que cette situation est vraisemblablement
valable pour tous les BL t(8 ; 14). Dans les BL variants (t(2 ; 8) et
t(8 ; 22)) qui ont été étudiés, c'est une partie du locus des IgK ou IgL
qui est transloguée du chromosome 2 ou 22 respectivement, sur le chromosome
8 (Croce et al., 1983; Erikson et al., 1983b; Davis et al., 1984; Hollis et
al., 1984).

Des analyses fines de biologie moléculaire effectuées sur plusieurs cas de
chaque type de translocation ont permis de dégager certaines
caractéristiques (Schéma 11). La position et 1l'orientation
transcriptionnelle de chacun des génes des immunoglobulines a pu étre
définie par rapport au géne c-myc. L'orientation de chague géne sur son
chromosome d'origine en a été déduite. Les points de cassure chromosomiques
ne sont jamais les mémes et sont situés d'une part a l'intérieur des génes
d'immunoglobulines pour les chromosomes 2, 14 et 22 , d'autre part dans une
zone de 10 kbp en 5' du deuxiéme exon du géne c-myc dans la majorité des BL
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t(8 ; 14), et dans une zone plus large (de l'ordre de 100 kbp) en 3' du
géne c-myc dans les BL variants en ce qui concerne le chromosome 8 (Taub et
al., 1982; Adams et al., 1983; Dalla-Favera et al., 1983; Erikson et al.,
1983a; Marcu et al., 1983; Bernard et al., 1983; Taub et al., 1984a).

b) Quels sont les effets de ces translocations sur le géne c-myc?

De nombreuses inconnues concernant la fonction, les propriétés, la
régulation, et le rdle de c-myc dans des cellules normales, ainsi que
1'hétérogénéité des observations concernant les réarrangements de c-myc
dans les BL empéchent encore de proposer un modéle unique pour 1'activation
de ce géne dans les BL.

Le premier modéle, proposé par Klein (1981) supposait une élévation de
la transcription du geéne c-myc due a des promoteurs ou des "enhancers" de
transcriptions amenés par les translocations & proximité de ce géne
(schéma 12A 1). Cependant dans les BL, les promoteurs des chaines
d'immunoglobulines, quand ils sont déplacés, le sont de telle sorte qu'ils
ne peuvent pas initier les ARN myc, ils sont en sens inverse dans les
t(8 ; 14) et en 3' de c-myc dans les variants (Adams et al., 1983; Hamlyn
et Rabbitts, 1983; Bernard et al., 1983; Marcu et al., 1983; Taub et al.,
1984b; Croce et al., 1983; Erikson et al., 1983b; Davis et al., 1984;
Hollis et al., 1984). Des "enhancers" tissu-spécifiques sont connus dans
les chaines d'immunoglobulines chez la souris et chez 1l'homme (Banerji et
al., 1983; Gillies et al., 1983; Boss, 1983), mais les translocations ne
les déplacent généralement pas au voisinage des promoteurs du géne c-myc,
et un seul cas de BL ol le "enhancer" des IgH semble &tre responsable de
1'augmentation de l'expression du geéne c-myc est décrit (Hayday et al.,
1984).

Un autre modéle fait également intervenir une influence des génes
d'immunoglobulines sur la transcription du géne c-myc transloqué. Des
expériences de Croce et ses collaborateurs, auteurs de ce modéle, suggérent
gu'au cours de la maturation des cellules B, les variations d‘'expression du
géne c-myc accolé aux génes d'immunoglobulines par la translocation, ne
suivraient pas les variations d'expression de 1'alléle normal c-myc mais
celles de l'expression des génes d'immunoglobulines. En d'autres termes, si
l'alléle c-myc transloqué est exprimé alors que 1'allele normal ne l'est
pas, c'est qu'au stade de maturation des BL 1l'expression des geénes
d'immunoglobulines est induite et que 1l'alléle c-myc amené accidentellement

a leur proximité est soumis a cette induction. Les auteurs de ce modéle
postulent que dans les cellules B, des facteurs spécifiques de certains
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stades de maturation interagissent avec des "enhancers" non encore
identifiés, capables d'activer l'expression des génes d'immunoglobulines
(schéma 12A 2) (Nishikura et al., 1983; ar-Rushdi et al., 1983; Feo et al.,
1985). Ce modéle a l'avantage d'une part d'offrir une explication générale
de 1l'activation du géne c-myc dans les BL, d'autre part de relier cette
activation & une caractéristique remarquable des BL observée dés 1982 par
Lenoir et ses collegues. En effet, les BL étant producteurs
4d'immunoglobulines expriment toujours les chaines lourdes (chromosome 14)
et soit les chaines légéres Kappa (chr. 2), soit les chaines légeres Lambda
(chr. 22). Le fait remargquable est que le géne c-myc est transloqué dans
tous les cas connus & une exception prés (Hollis et al., 1984) dans un des
alléles des chaines d'immunoglobulines exprimées (Lenoir et al., 1982).
Cette étroite corrélation pourrait suggérer, comme dans le modéle de Croce
et collaborateurs, que 1'expression du géne c-myc est induite par un
environnement de génes transcriptionnellement actifs. Ce modéle fait
cependant intervenir des "enhancers" ayant des caractéristiques peu
communes -et qui restent a découvrir- car ils devraient dans certains cas
pouvoir agir a des distances de l'ordre de 100 kbp, distances séparant le

gene c-myc des génes d'immunoglobulines dans certaines translocations.

Les autres modéles sont basés sur une dérégulation du géne c-myc par
des modifications de sa structure plutdt gue sur une activation par les
génes des immunoglobulines. Leder et son équipe ont proposé un modéle de
régulation du géne c-myc faisant intervenir a la fois des facteurs
activateurs et des facteurs inhibiteurs agissant en trans sur la
transcription de ce géne. Ces facteurs agiraient en se fixant sur des
régions localisées principalement en 5' de l'exonl du géne myc. Des
modifications de la structure de la chromatine dans ces régions pourraient
donc conduire & l'expression constitutive du gene myc en empéchant la
fixation des facteurs inhibiteurs (schéma 12A 3). De telles modifications
ont été détectées dans les BL par les auteurs de ce modeéle et pourraient
résulter des altérations apportées par les translocations aux séquences
nucléotidiques de la région 5' du géne myc (Leder et al., 1983; Taub et
al., 1984a; Siebenlist et al., 1984). Dans les BL t(8 ; 14) ces altérations
sont fréguentes puisgue le point de cassure du chromosome 8 est
généralement situé & proximité de la région 5' du géne myc qui est
translogué sur le chromosome 14. Dans les BL variants, bien que le point de
cassure soit situé en 3' du géne c-myc qui reste sur le chromosome 8, des
réarrangements de la région 5' du géne c-myc ont été observés (Rabbitts et
al., 1983c, 1984; Tawb et al., 1984a; Erikson et al., 1982). Les auteurs de
ce modeéle ont également proposé que l'un des facteurs inhibiteurs de la
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transcription soit la protéine c-myc elle-méme qui a la capacité de se lier
4 1'ADN. Cette rétro-inhibition pourrait rendre compte de 1'absence
d'expression de 1l'alléle myc normal observée dans tous les BL testés sauf
un. Fait interessant, dans ce cas les séquences codantes du géne c-myc
transloqué ont subies de nombreuses mutations (Rabbitts et al., 1983b). Si
1'hypothése concernant la rétro-inhibition du géne c-myc est correcte,
cette exception pourrait s'expliquer par le fait que les mutations ont
modifié les propriétés de la protéine c-myc de telle sorte que cette
derniére ne puisse plus interagir avec le site de régulation de l'alléle
normal.

Les deux derniers modéles expliquent 1'activation du gene c-myc non
plus au niveau transcriptionnel, mais 1'un au niveau post-transcriptionnel
et 1'autre au niveau traductionnel. Janteur et son groupe ont mis en
évidence une régulation de c-myc au niveau post-transcriptionnel. Ils ont
montré que les ARN myc ont généralement une demi-durée de vie trés courte,
de l'ordre de 10 minutes et gque, pour la plupart des cas ol une
accumulation de ces ARN a été détectée, cette accumulation est due pour une
grande part a une augmentation de la durée de vie des ARN, de l'ordre de 10
fois. Ces auteurs ont montré que dans certains BL la durée de vie des ARN
initiés dans le géne myc transloqué est fortement augmentée et suggérent
que dans ce cas le gain de stabilité résulte des altérations ou de
1'absence de 1l'exonl dans ces ARN (schéma 12B 1) (Dani et al., 1984a;
Blanchard et al., 1985; Piechaczyk et al., 1985; Eick et al., 1985). Cette
différence de stabilité entre des ARN normaux et des ARN tronqués dans
l'exonl a pu étre mise en évidence dans une méme cellule (Rabbitts et al.,
1985) et pourrait signifier que des altérations de l'exon1 pertubent la
structure spatiale des ARN c-myc et diminuent leur dégradabilité. Cette
modification de structure spatiale pourrait résulter de 1l'absence de
formation de la boucle en épingle a cheveux proposée par Saito et al.,
(1983) qui lui, suppose a cette boucle un rdle de régulation sur la
traduction des ARN myc (schéma 12B 2).

En résumé, dans tous les lymphomes de Burkitt, le géne c-myc est
activé par une translocation chromosomique qui place ce géne a proximité
d'un géne des immunoglobulines transcriptionnellement actif et qui dans de
nombreux cas affecte sa structure. De nombreux travaux réalisés en vue de
définir le mode d'activation du gene c-myc dans ces cancers ont permis de
découvrir certaines facettes de la régulation de ce géne qui semble
complexe et de proposer quelques modeles pour son activation. I1 semble

cependant encore difficile d'éclaircir totalement le mode d'activation de
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ce géne dont les propriétés, le mode d'action et la fonction sont mal
connus. Néanmois, une expérience récente rend fort probable 1'implication
du géne c-myc activé dans 1l'apparition des lymphomes de Burkitt.

Cette expérience a été réalisée par Adams et al., (1985) qui ont
observé 1'apparition de lymphomes de type B chez des souris en mimant
1'activation du géne c-myc dans les cellules lymphoides de ces animaux. Ces
auteurs ont obtenu des souris transgéniques contenant dans leur génome un
géne c-myc exogéne, en microinjectant ce géne dans un ovule de souris
fertilisé. Ce géne s'intégre dans le génome de 1'ceuf de telle sorte que
tous les tissus du futur animal contiennent ce géne (pour revue: Palmitter
et Brinster, 1985). Il est possible d'étudier 1l'effet de 1l'expression du
géne intégré dans un tissu determiné, en assujétissant ce géne i des
promoteurs ou des "enhancers" de transcription tissu-spécifiques. Adams et
al. ont placé le géne normal c-myc de souris sous le contrdle du
"enhancer" des IgH ou des IgK et ont obtenu des souris transgéniques
contenant 1'une de ces constructions. La plupart de ces souris développent
des lymphomes de type B monoclonaux dans les quelques mois qui suivent leur
naissance. Les souris ayant intégré le géne myc exogéne sans "enhancer" ne
font pas de tumeur. Ces travaux montrent a l'évidence que 1l'expression du
géne myc sous contrdle du "enhancer" des IgH est capable d'induire des
lymphomes du méme type que les lymphomes de Burkitt.

Ia majorité des tumeurs observées sont monoclonales. Pourtant le géne
c-myc 1ié au "enhancer" est intégré dans tous les tissus de 1'animal et son
expression est supposée survenir dans toutes les cellules permissives a
1'activité du "enhancer", notamment les cellules B. Ceci suggére qu'un
second événement est nécessaire a l'installation des tumeurs dans ces
expériences. Ce second événemment pourrait &tre l'activation d‘'un autre
géne comme le suggére la détection par le test NIH3p3 dans certains
lymphomes de Burkitt d'un second géne activé, N-ras (Murray et al., 1983)
ou B-Lym (Diamond et al., 1983). La présence des deux génes activés c-myc
et B-Lym dans des cancers d'un méme tissu dans des espéces différentes (le
poulet et 1l'homme), pourrait laisser penser que des associations
préférentielles de génes activés sont privilégiées pour l'apparition de
cancers dans un tissu donné.

4) Activation du géne c-myc par amplification génique:

Une autre maniere gque la cellule semble avoir choisie pour augmenter
la transcription de 1l'un de ses genes est l'amplification de ce géne. Des
amplifications génigues ont été observées dans des cellules résistantes a

des drogues cytotoxiques. Ces amplifications peuvent étre décelées sous



- 30 -

deux formes, l'une liée au chromosome et détectable comme une région
colorée de fagon homogéne ("Homogeneously Stained Region" ou HSR), l'autre
libre ayant 1l'aspect d'un minichromosome ("Double Minute" ou DM) (pour
revue: Schimke, 1982). Ces abbérations chromosomiques sont fréquemment
observées dans les cellules tumorales (Cowell, 1982). Il n'est cependant
pas évident d'identifier les génes contenus dans ces amplifications car
l'origine de la région amplifiée dans les DM et les HSR est difficile &
localiser, les derniéres étant mobiles (peut étre sous 1l'aspect transitoire
de DM) et pouvant s'intégrer a un autre endroit du génome (Alitalo et al.,
1983a; Nowell et al., 1983). De plus ces régions amplifient des zones de
1'ordre de 300 kbp pouvant contenir de nombreux genes et il est difficile
de déterminer quels sont les génes susceptibles d'étre impliqués dans le
processus cancéreux. Une des stratégies consiste a rechercher si de
multiples copies de 1'un des c-onc¢ connus sont présentes dans 1'ADN des
cellules contenant des HSR ou des DM. Ceci peut étre déterminé en comparant
les intensités des bandes obtenues dans 1'ADN des cellules transformées et
dans 1'ADN de cellules contrdles aprés hybridation de ces ADN avec une

sonde radiocactive du c-onc.

Une amplification du géne c-myc a ainsi été détectée dans plusieurs
types cellulaires transformés, amplification qui s'accompagne d'une
accumulation des ARN c-myc dans ces cellules. Le géne c-myc est amplifié
dans une lignée cellulaire HL60, ainsi que dans la leucémie promyélocytique
de laquelle Gérive cette lignée (Collins et Groudine, 1982; Dalla-Favera
et al., 1982a), et dans d'autres lignées issues de tumeurs de tissus
variés: carcinomes du colon (Alitalo et al., 1983a), carcinomes du sein
(Kozbor et Croce, 1984), et carcinomes du poumon (Little et al., 1983).
Dans les carcinomes du poumon il semble que 1l'amplification du géne c-myc
soit un événement tardif dans la chronologie de ces cancers (Little et al.,
1983). L'activation du gene c-myc par amplification génique pourrait &tre
elle-méme sous la dépendance de l'activation d'autres génes: chez la
souris, une amplification du géne c-myc est détectée dans la plupart des
fibroblastes transformés par un rétrovirus de leucémies murines (A-MulV)
qui propage 1l'oncogene v-abl (Nepveu et al., 1985). Est-ce que dans les
tumeurs humaines 1l'amplification du gene c-myc pourrait étre également
induite par un oncogene déja activé? Si une réponse est encore impossible,
la guestion semble néanmois pouvoir &tre posée puisque le test NIHzpj
effectué avec 1'ADN des cellules HL60 a permis de détecter un second géne
activé dans ces cellules, une fois encore un géne de la famille ras, N-Ras
(Murray et al., 1981, 1983).
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C) Coopération de génes et tumorigéneése:

Dans certaines tumeurs citées plus haut, dans lesquelles un géne c-myc
est trouvé activé par des remaniements structuraux, un autre géne activé
(c-ras ou B-Lym) a été détecté par le test NIH3p3 et certaines

observations suggérent une participation éventuelle des deux oncogénes dans
le processus tumorigéne. Des expériences de reconstitution in vitro ont
montré qu'une coopération des oncogenes myc et ras était susceptible de
convertir des cellules normales en cellules tumorigénes (schéma 13). Des
fibroblastes embryonnaires de rat (REF) (Land et al., 1983) et des cellules
épithéliales de rein de jeunes rats (BRK) (Ruley, 1984) peuvent étre
établis en 1lignée (immortalisation) et rendus tumorigénes par
cotransfection d'un géne myc et d'un géne ras activés, alors que la
transfection du géne ras activé seul transforme morphologiquement les REF
sans les rendre tumorigénes ni les immortaliser (Land et al., 1983) et que
la transfection du géne myc activé immortalise les REF et les BRK sans les
rendre tumorigenes (Ruley et al., 1984). Ces expériences renforcent 1'idée
que les différentes étapes observées dans l'apparition des cancers
spontanés pourraient correspondre a des activations successives de geénes,
chaque géne activé permettant a une cellule 4'échapper graduellement aux
contrdles de l'organisme et de proliférer. Ce premier modéle de coopération
entre deux génes cellulaires activés laisse supposer que des associations
privilégiées d'oncogénes sont peut-é&tre nécessaires pour gqu'une étape
succéde a une autre dans un cancer donné. La complexité d'une seule
cellule, la diversité des tissus de l'organisme et de leurs interrelations
ainsi que certaines observations laissent supposer que ces associations
privilégiées pourraient étre nombreuses et variées. Par exemple, les génes
myc et ras activés peuvent avoir des effets différents de ceux observés
dans le modele de Land et ses collegues. En ce qui concerne le géne c-ras,
Spandidos et Wilkie (1984) ont montré gue dans certaines circonstances, un
géne ras muté peut immortaliser des cellules, et que ce méme géne ras muté
et mis sous le contrdle d'un promoteur de transcription viral est capable
de rendre tumorigénes des cellules embryonnaires. De plus l'activation du
géne ras a été décelée a la fois & des stades précoces de 1'apparition des
tumeurs (Balmin et al., 1984) et a des stades plus tardifs (Albino et al.,
1984; Vousden et al., 1984). En ce qui concerne le géne myc activé, il a
été montré qu'il peut également transformer dans certaines conditions des
cellules mammiféres embryonnaires (Vennstrom et al., 1984) et gque la
surexpression du gene c-myc dans des cellules établies en lignées peut
rendre ces cellules tumorigenes (Keath et al., 1984). De plus, comme hous
1'avons vu, 1l'activation du géne myc semble &tre un événement précoce dans

1'apparition des lymphomes de type B, et un événement tardif dans les
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carcinomes du poumon. On pourrait également supposer gue les partenaires de
ces associations particuliéres puissent étre choisis parmi un répertoire
plus ou moins vaste de génes incluant les génes transduits par les
rétrovirus devenus de ce fait oncogénes. Certains de ces rétrovirus ont
transduit deux génes cellulaires qui pourraient &tre des partenaires pour
1'une de ces associations privilégiées. Pour 1l'un de ces rétrovirus & deux
oncogenes, MH2, nous avons vérifié cette hypothése. Enfin, des modéles plus
complexes, et donc se rapprochant d'autant plus des phénoménes survenant
dans 1l'apparition des cancers spontanés, feront peut-étre intervenir une
nouvelle classe de génes, les "anti-oncogénes" dont 1'implication dans ces
tumeurs est supposée de par les observations suivantes. Des expériences
utilisant des hybrides cellulaires somatiques entre des cellules
transformées et des cellules normales, hybrides qui ont perdu les critéres
de transformation (Graig et Sager, 1985) suggérent l'existence de facteurs
suppresseurs du phénotype transformé. De plus, dans certaines tumeurs, les
deux alléles d'un méme géne ont été éliminés (Cavenee et al., 1983; Murphee
et Benedict 1984; Benedict et al., 1983; Oshimura et al., 1985). Il
semblerait que ces "anti-oncogénes" puissent se réveler aussi complexes et
nombreux que les oncogenes. En effet, leur pouvoir "suppresseur” de la
transformation semble montrer une certaine spécificité envers les oncogénes
responsables de cette transformation. Par exemple, des cellules révertantes
provenant de fibroblastes transformés par le virus Ki-MSV (v-Ki-ras),
peuvent supprimer par hybridation somatique l'effet transformant non

seulement du géne ras, mais également des gene v-fes et v-src cependant ces

cellules révertantes ne suppriment pas l'effet transformant des génes
v-mos, v-ifms ou v-sis (Noda et al., 1983).
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L'étude des rétrovirus oncogenes a permis de détecter, parmi les
quelques 50.000 génes supposés nécessaires a l'organisme humain, des génes
dont les dérégulations pourraient participer a l'apparition de cancers non
viro-induits. Il est bien établi que les cancers spontanés résultent de
processus multiétapes et c'est dans certaines de ces étapes que des
oncogénes cellulaires seraient impliqués. Les bases moléculaires de ces
différentes étapes de déréglements cellulaires et de leurs interrelations
sont mal connues. Cependant des modéles qui pourraient servir d'approche
pour ces études commencent a voir le jour. Par exemple, une coopération
pour la transformation de fibroblastes embryonnaires de rat a été mise en
évidence et implique les deux oncogénes activés myc et ras. Existe-t-il
une relation entre le type cellulaire transformé par la coopération
d'oncogénes et la nature des oncogénes impliqués dans cette coopération? En
d'autres termes, peut-on trouver d'autres couples d'oncogénes susceptibles
d'étre impliqués dans d'autres coopérations?

La découverte de rétrovirus ayant transduit dans leur génome non pas
une mais deux séquences cellulaires spécifiques pose le probléme de savoir
si cette association dans un méme virus est le fait du hasard ou si chacun
des deux génes est biologiquement actif et dans ce dernier cas s'il y a
coopération pour la transformation de types cellulaires définis. Nous avons
testé ces hypothéses sur le rétrovirus MH2. Ce virus a transduit dans son
génome les séquences spécifiques distinctes mil et myc. Nous avons pu
définir, en collaboration avec le groupe de Georges Calothy une activité
biologique pour chacun des deux génes de MH2 et nous avons pu mettre en
évidence leur coopération pour la transformation de cellules d'origine
nerveuse, des cellules de neurorétine d‘'embryon de poulet en culture,
canposées essentiellement de neurones et de cellules gliales.

Ce premier point établi nous nous sommes attachés a tester si ce
modéle de coopération pouvait étre étendu aux homologues cellulaires
hunains des deux oncogénes v-mil et v-myc. Ce travail nécessitait de
déterminer quel est le mode d'activation capable de conférer & chacun de
ces deux génes cellulaires clonés des propriétés semblables & leur
homologue viral dans le systéme biologique défini. Nous avons répondu en
partie a cette gquestion pour 1l'un de ces génes, le géne cellulaire humain
myc. Nous avons montré que ce géne, activé par un promoteur de

transcription viral, avait un comportement analogue & son homologue viral
du virus MH2 dans le systéme biologique utilisé. Il reste & rechercher un
mode d'activation du géne cloné humain c-mil capable de conférer & ce géne

des propriétés analogues a son homologue viral de MH2. Si le modéle de
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coopération de v-myc et v-mil peut-étre étendu aux hamologues cellulaires

activés de ces deux génes, nous pourrons envisager l'étude au niveau
moléculaire des mécanismes de cette coopération.

Enfin, il restera a savoir si ce modéle pourrait avoir une valeur
prédictive pour des cancers humains spontanés, c'est a dire si dans de tels
cancers on peut trouver le géne mil et le géne myc activés ensembles. La
connaissance de modes d'activation des génes clonés permettra peut-étre de
faciliter ces investigations. Cette connaissance pourrait en effet donner
une idée des types de modifications & rechercher pour les génes c-mil et
c-myc dans des tumeurs, modifications susceptibles d'avoir entrainé la

participation de ces génes dans l'apparition de ces tumeurs.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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1) PROPRIETES BIOLOGIQUES DES DEUX GENES v-myc ET v-mil DE MH2

Pour réaliser ce travail, il nous a fallu d'une part un systéme

bioclogique adéquat et d'autre part des mutants de MH2 n'exprimant que le
géne v-myc ou n'exprimant que le géne v-mil (article N° 1).

Le systéme biologique choisi est composé de deux types de cellules en
culture, des fibroblastes embryonnaires de poulet (FEP) et des cellules de
neurorétine d'embryon de poulet de 7 jours (CNR). Les FEP devaient nous
pemmettre de mettre en évidence 1'activité biologique du géne v-myc de MH2.
En effet, la plupart des propriétés biologigues du virus MH2 (v-myc et
v-mil) sont comparables a celles du virus MC29 (v-myc) et peuvent donc &tre
attribuées au géne v-myc, bien que des différences de structure existent
entre les deux génes (Kan et al., 1984b). Parmi les propriétés communes
connues a ces deux virus permettant de détecter 1l'activité du géne v-myc
nous avons choisi la transformation des fibroblastes embryonnaires
aviaires.

Le choix du second type cellulaire, les CNR a été guidé cette fois par
un comportement du virus MH2 différent de celui du virus MC29, pouvant
laisser supposer un r0le du géne v-mil (schéma 14). Les CNR sont obtenues
par la dissociation des cellules qui forment la neurorétine d'embryon de
poulet et se composent de neurones et de cellules gliales. Apres leur mise
en culture, les CNR effectuent 2 a 4 cycles de division et peuvent alors
&tre maintenues & 1'état quiescent pendant plusieurs semaines (Calothy et
al., 1980). Nous nous sommes intéressé a deux effets biologiques
inductibles sur les CNR, la prolifération et la transformation. La
prolifération des CNR est quantifiée par comptage des cellules en fonction
du temps de culture et peut étre représentée par des courbes de croissance.
Le critére de transformation des CNR, tout comme celui des fibroblastes
aviaires, est le test de cldnage en milieu semi-solide qui détecte la
capacité de cellules transformées a se diviser en absence d'ancrage
(Macpherson et Montagnier, 1964). La prolifération des CNR quiescentes peut
étre induite par infection avec des mutants du virus RSV (v-src) (Calothy
et al., 1978), la prolifération et la transformation peuvent &tre induites
par certains virus dont le RSV sauvage ou MH2 (v-myc et v-mil). Par contre,

1'infection des CNR quiescentes par le virus MC29 (v-myc) n'a pas d'effet
apparent sur ces cellules (article N° 1, Fig. 1 a). En supposant que les
différences de comportement des virus MH2 et MC29 n'étaient pas dues aux
différences de structure des génes v-myc de ces deux virus, cela laissait
entrevoir un rdle du géne v-mil dans 1'induction de la prolifération et/ou
de la transformation des CNR par le virus MH2.
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Les mutants nécessaires a 1'étude des propriétés de chacun des génes
de MH2 ont été obtenus par deux voies différentes, des mutations spontanées
bien que rares, étant susceptibles de modifier dans un mutant, les

propriétés originelles des génes v-myc ou v-mil. D'une part des mutants

biologiques du virus MH2 ont été isolés dans le laboratoire de G.Calothy
(schéma 157A), le mutant MH2-C125 qui n'exprime que le gene v-myc et le
mutant MH2-PA200 qui n'exprime que le géne v-mil de MH2. La caractérisation
du mutant MH2-C125 (article N° 2) a montré que le génome de ce virus est en
fait 1'ARN sous-génomique de MH2 (Saule et al., 1983) propagé par le
"helper"™ RAV-1 en 1l'absence de 1'ARN génomique. La caractérisation du
mutant MH2-PA200 (article N° 3) suggére une recombinaison homologue entre
les virus MH2 et RAV-1 conservant seul l'oncogéne v-mil fonctionnel
(schéma 15A). Il apparait probable gque le virus RAV-1 a récupéré des
séquences du virus MH2 (la partie 3' des séquences gag, le géne v-mil et la
partie 5' du géne v-myc) au détriment de séquences virales (des séquences
3' du géne gag, le géne pol et des séguences 5' du géne env).D'autre part,
nous avons fabriqué des mutants a partir du provirus cloné de MH2, le
mutant MH2-OB de telle sorte qu'il n'exprime que le géne v-myc et le mutant
MH2-LI200 de telle sorte qu'il n'exprime que le géne v-mil (schéma 15B). La
suppression du produit de v-mil dans MH2-OB et du produit de v-myc dans
MH2-LI200 résultent d'un changement de la phase de lecture de ces génes,
occasionné par la délétion de séquences du géne gag (fragment BamHI-BamHI)
pour le mutant MH2-OB et d'une addition de quatre nucléotides au site Sall
du gene v-myc pour le mutant MH2-LI200 (schéma 15B). Les formes virales de
ces mutants ont été obtenues en cotransfectant dans des celules aviaires,
1'ADN de ces mutants avec 1'ADN d'un provirus compétent pour la réplication
(RAV-1).

Les effets biologiques de ces deux séries de mutants ont été analysés
dans le systéme biologique défini (schéma 16):

Les mutants v-myct se comportent comme le virus MC29 dans ce
systéme, les FEP infectés par ces mutants clonent en milieu semi-solide
avec une efficacité semblable a des FEP infectés par MH2. Les CNR infectées
par les mémes mutants ne sont ni induites a proliférer (article N° 1,
Fig. 1 b) ni capables de cloner en milieu semi-solide (schéma 16).

Les mutants m_i_l_“' n'ont pas d'effet apparent sur les FEP. Par
contre ils induisent la prolifération des CNR; les courbes de croissance
des CNR infectées par les mutants v-milt sont semblables aux courbes de

croissance des CNR infectées par MH2 (article N° 1, Fig. 1 b). Cependant
des CNR infectées par de tels virus ne clonent pas en milieu semi-solide
contrairement aux CNR infectées par MH2 (schéma 16).
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Si les génes v-myc et v-mil des mutants de MH2 avaient conservé

respectivement les propriétés des genes v-myc et v-mil de MH2 cela

impliquait que la transformation des CNR par MH2 nécessitait la coopération

des genes v-myc et v-mil, puisque ni v-myc seul ni v-mil seul n'était

capable d'induire cette transformation. La transformation des CNR par v-myc
semblait donc nécessiter que ces CNR soient d'abord induites a proliférer
par le produit du géne v-mil. Cela a pu &tre démontré par 1'expérience de
reconstitution représentée sur le schéma 16: des CNR quiescentes ont été

induites a proliférer par infection avec un mutant v-mil* et ces CNR

proliférantes mais non transformées ont alors pu &tre transformées par

surinfection avec un mutant v-myct.

IT) DISCUSSION

Ces travaux ont permis de définir un effet biologique pour les génes

v-mil et v-myc du rétrovirus oncogéne MH2 dans un systéme biologique

composé de fibroblastes de poulet (FEP) et de cellules de neurorétine
d'embryon de poulet de 7 jours (CNR). Les rdles du géne v-mil et du géne
v-myc dans les effets biologiques du virus MH2 dans ce systéme ont pu &tre
déterminés. La transformation des FEP par MH2 est sous la dépendance du
géne v-myc seul, l'induction de la prolifération des CNR par MH2 est sous
le contrdle du géne v-mil seul et la transformation des CNR par MH2

requiert la coopération des deux génes v-mil et v-myc. Les propriétés

biologiques de chacun des deux génes v-mil et v-myc ont été déterminées

grace a des mutants de MH2 n'exprimant que l'un ou l'autre de ces génes.
Pour chaque géne, deux types de mutants ont été utilisés, les uns fabriqués
in vitro a partir du provirus cloné de MH2, les autres sélectionnés
biologiquement a partir du virus MH2. Nous avons caractérisé le contenu
génétique de ces derniers aprées clonage de leurs provirus intégrés dans le
génome de cellules infectées. Les deux mutants g:_nlcj' (MH2-0B, mutant
fabriqué in vitro et MH2-Cl25 mutant isolé biologiquement) ont des
propriétés semblables dans le systéme bioclogique utilisé: ils transforment
les FEP et n'ont pas d'effet apparent sur les CNR. les deux mutants v—_mi_l+
(MH2-LI200 fabriqué in vitro et MH2-PA200, isolé biologiquement) ont
également des propriétés semblables, ils induisent la prolifération des CNR
sans les transformer et n'ont pas d'effet apparent sur les FEP. Avec ces
mutants nous avons pu reconstituer toutes les propriétés du virus MH2

définies dans le systéme. Ceci tend a montrer que les génes v-myc et v-mil

contenus dans les mutants ont gardé les propriétés originelles de chacun
des génes respectifs du virus MH2 sauvage. Cependant, si dans les mutants
v-myct aucun peptide de la protéine v-mil ne peut &tre exprimé, dans chacun
des mutants v-mil*, MH2-PA200 et MH2-LI200, un ARN sous-génomique est
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formé, ARN qui pourrait coder respectivement pour 32 A.A et 220 A.A de la
partie NH2 de la protéine v-myc qui en compte 423 (schéma 15). On ne peut
donc pas exclure formellement un rdle de ces peptides v-myc dans
1'induction de la prolifération des CNR par les mutants ﬂ_i_l_*‘. Cette
éventualité est cependant rendue fort peu probable par des expériences
menées dans notre laboratoire par Christine Dozier qui a fabriqué un mutant
gi__l_+ ne pouvant pas exprimer les peptides v-myc incriminés. Ce mutant
induit la prolifération des CNR (sans les transformer) avec une efficacité

DY

comparable & celle de nos mutants v-milt.

A) Propriétés du geéne v-myc de MH2

Aucune différence entre les effets biologiques du geéne v-myc de MH2 et
ceux du géne v-myc de MC29 n'a pu @tre décelée dans les FEP et dans les
CNR, ni dans les autres cellules testées: fibroblastes embryonnaires de
caille (FEC) ou macrophages de poulet (Graf et al., sous presse).
Les différences de structure du gene v-myc de MH2 par rapport au géne v-myc
de MC29 ne semblent donc pas influencer de fagon détectable les propriétés
biologiques in vitro de ce géne. Ces différences de structures sont de deux
ordres. D'une part, bien que les deux protéines v-myc de MC29 et de MH2
soient des protéines de fusion avec des déterminants du géne de structure
viral gag, la proportion des déterminants gag est différente dans les deux
protéines. La P110939—-YC de MC29 compte 450 AA de la partie NH2 terminale
du géne gag tandis que la p61V"MYC de MH2 n'en compte que 6. D'autre part
dans les séquences v-myc elles-mémes, 38 AA répartis sur toute la séquence
différent entre ces deux protéines (Kan et al., 1984b). Si ces différences
ne semble pas avoir d'influence sur le pouvoir transformant du géne v-myc
in vitro, en ont-elles sur son spectre oncogene in vivo ? Afin de tester
cette hypothése, une étude comparative des spectres oncogénes chez le
poulet du mutant MH2-C125 et du virus MC29 est en cours en collaboration
avec le groupe de Frangoise Dieterlein. '

B) Sélection des mutants biologiques v-myct

Plusieurs mutants comparables au virus MH2-Cl1l25, c'est & dire
correspondant a la propagation de 1'ARN sous-génomique de MH2, ont été
isolés avec une fréquence de 1 pour 10 par rapport au virus sauvage. Ces
résultats indiquent que si 1'ARN sous—-génomique de MH2 est encapsidé dans
les virions, il est nettement défavorisé par rapport a 1'ARN génomique.
Ceci pourrait refléter le fait que 1'ARN sous-génomique a perdu par
épissage des régions supposées étre impliquées dans les phénoménes
d'encapsidation (Pugatsch et Stacey, 1983). Cependant les mutants
biologiques v_—-m_y_c"‘ ont un titre infectieux voisin de celui du virus MH2
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sauvage ce qul suppose que lorsgu'il est propagé seul par un virus
"helper", 1'ARN sous—génomique a une efficacité d'encapsidation comparable

a 1'ARN génomique. L'explication d'un tel phénoméne reste a découvrir.

C) Propriétés du géne v-mil de MH2

Ces travaux ont permis d'associer pour la premiére fois une propriété
intrinséque au gene v-mil de MH2. En effet, dans un autre systéme que nous
décrirons plus loin, le géne v-mil n'a une activité biologigue détectable
que s'il est associé au geéne v-myc. Le géne v-mil est capable seul
d'induire la prolifération des CNR sans les transformer. Cependant la
prolifération des CNR infectées par v-mil est limitée & 20 cycles de
division environ, ce qui est du méme ordre de grandeur que le nombre de
divisions effectuées par des fibroblastes embryonnaires de poulet mis en
culture. Cecli pourrait signifier que les CNR -qui sont des cellules & un
stade de différenciation avancé- seraient bloquées a 1'état guiescent avant
d'avoir épuisé leur potentiel de division et que le géne v-mil induirait
leur prolifération en levant ce blocage. Une telle hypothése pour le mode
d'action de v-mil pourrait expliquer 1'absence d'effet de ce géne sur les
FEP qui eux semblent pouvoir épuiser spontanément leur potentiel de

division gés leur mise en culture.

D) Activité kinase de la protéine v-mil et prolifération

Les oncogénes viraux ont été classés en familles selon des critéres
d'homologie de structure. Le groupe de G.Calothy a montré que tous les
geénes testés appartenant a la famille src¢, dont v-mil fait partie,
induisent la prolifération des CNR. Ces génes ont en commun une activité
kinase qui pourrait étre le moyen par lequel ils induisent la prolifération
des CNR. Cette hypothése est testée dans notre laboratoire par Fabienne
Denhez qui analyse les propriétés biologiques sur les CNR de mutants dans
lesquels l'activité kinase de la protéine v-mil est abolie par des
mutations dirigées affectant le site de fixation de 1'ATP nécessaire a la

phosporylation.

E) Le gene v-mil de MH2 est-il oncogéne ?

Dans nos conditions et pour les critéres utilisés, le géne v-mil n'a
pas d'activité transformante décelable in vitro, ni sur les CNR ni sur les
FEP et des observations laissent suggérer que le pouvoir oncogéne chez le
poulet du mutant MH2-PA200 (v-mil*) est trés réduit (Graf et al., sous
presse). Par contre, l'oncogéne viral v-raf, homologue murin du gene v-mil
(Jansen et al., 1984), est responsable du pouvoir transformant du virus de
sarcome murin MSV-3611 (Rapp et al., 1983b). Les deux génes viraux ont
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pourtant été transduits a partir du méme gene cellulaire phylogénétiquement
conservé (Kan et al., 1984a). Cependant, outre la différence des espéces
dans lesquelles ces deux génes viraux ont été testés pour leur pouvoir
oncogene, des différences de structure existent entre les génes v-mil et
v-raf qui pourraient rendre compte pour une part des différences de
comportement de ces genes. Cette hypothese pourrait étre testée en étudiant
le pouvoir oncogéne chez le poulet (respectivement la souris) du virus
MH2-PA200 (respectivement MSV-3611) dans lequel 1le geéne v-mil
(respectivement v-raf) serait remplacé par le gene v-raf (respectivement

v-mil).

F) Sélection des mutants biologiques v-milt

Le mutant v-mil* MH2-PA200 sélectionné a partir du virus sauvage MH2
est le résultat d'une recombinaison entre le génome du virus "helper" et le
génome de MH2. Un mutant MH2-PA201 du méme type que MH2-PA200 a été detecté
dans une culture a long terme de CNR infectées par un virus MH2 sauvage
(article N° 3). L'analyse des transcrits viraux dans ces cellules montre
gue les ARN du mutant MH2-PA201 sont plus abondants que ceux du virus
sauvage. La détection dans ces cellules d'un seul type de mutant qgui semble
prendre l'avantage sur le virus sauvage suggére qu'un mécanisme sélectif
pourrait &tre responsable de l'émergence de ces mutants, mécanisme
spécifique aux CNR puisque de tels mutants n'ont pas été détectés dans des
cultures de FEP infectées par le méme virus MH2. La pression de sélection
favorisant le maintien des mutants Zﬂ‘* dans les CNR infectées par MH2
pourrait résulter du comportement différents des CNR vis a vis des deux
virus. Ies CNR transformées par MH2 ont une adhérence au plastique de la
boite de culture plus faible que les CNR infectées par les mutants _v—_mi_y',
une proportion importante de ces cellules passe dans le surnageant de

culture et sont ainsi éliminées.

G) Coopération des géenes v-myc et v-mil

Ni le géne v-myc seul ni le géne v-mil seul n'est capable d'induire la
transformation des CNR. Dans le systeme étudié, 1l'induction de la
prolifération des CNR par le géne v-mil est un préalable nécessaire a leur
transformation par le géne v-myc. Cette transformation en plusieurs étapes
pourrait constituer un modéle in vitro pour 1'étude du processus multiétape
observé dans l'apparition des cancers spontanés. Un autre exemple de
coopération implique également les geénes du virus MH2 cette fois dans des
macrophages de poulet (Graf et al., sous presse). Dans ce systéme c'est
1'effet du gene v-mil qui est tributaire de 1l'effet du géne v-myc. En effet
le géne v-mil seul n'a pas d'effet apparent, le géne v-myc seul transforme
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les macrophages qui restent cependant dépendant pour leur prolifération
d'un facteur de croissance, le cMGF ("cnicken Myelomonocytic Growth
Factor"). L'infection par le mutant v-mil* MH2-PA200 rend indépendant du
CMGF la prolifération de ces mémes macrophages transformés qui produisent
alors eux-mémes ce facteur de croissance. Transposée chez l'animal cette
coopération induit les effets suivants: les macrophages transformés par le
géne v-myc sont peu tumorigénes et ne métastasent pas tandis que les
macrophages transformés par le virus MH2 sont hautement tumorigénes et
métastasent (Linial, 1982; Graf et al., sous presse). Ces résultats
montrent que si le gene v-mil seul n'est pas oncogéne chez le poulet, son
association avec le géne v-myc dans le rétrovirus MH2 n'est pas le fait du
hasard puisque cette association apporte au virus un pouvoir oncogene accru
par rapport a un virus ne contenant que le géne v-myc.

L'exemple du rétrovirus MH2 montre que 1'étude des rétrovirus a deux
oncogénes peut conduire a mettre en évidence, et ce dans plusieurs tissus,
des étapes successives de déréglements qui pourraient ressembler a celles
observées dans des cancers spontanés ol ces étapes semblent étre sous la
dépendance de génes cellulaires activés, peut-étre des génes homologues aux

oncogénes viraux.
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III) POUVOIR TRANSFORMANT DU GENE HUMAIN myc:
Afin de tester si ce modele de coopération peut étre étendu aux deux

génes humains activés c-myc et c-mil, il nous fallait tout d'abord
rechercher le mode d'activation capable de conférer aux deux génes clonés
des propfiétés analogues aux oncogénes viraux dans le systéme utilisé. Ce
travail a été en partie réalisé pour le géne humain c-myc. Les données de
la littérature semblaient suggérer qu'une expression constitutive du géne
c-myc pourrait &tre suffisante pour activer ce géne. Nous avons testé cette
hypothése et montré que 1'expression forcée du géne humain normal c-myc
transforme des fibroblastes embryonnaires de caille (FEC) avec une
efficacité comparable a celle du géne v-myc de MH2. Pour réaliser ce
travail, nous avons utilisé un clone du géne humain c-myc que nous avions
isolé d'une banque de génes de foie foetal et dont la séquence
nucléotidique a été déterminée en collabroration avec le groupe de Francis
Galibert (Gazin et al., 1984). Afin d'obtenir 1l'expression du géne humain
c-myc (H-c-myc) dans les cellules aviaires, nous avons fabriqué des

chimeres dans lesquelles les séquences codantes de H-c-myc sont sous le
contrSle de séquences promotrices de transcription virale contenues dans le
LTR d'un rétrovirus aviaire (schéma 17). Certaines de ces chiméres ont été
construites de telle sorte qu'elles permettent l'expression dans les
cellules récipientes d'une protéine c-myc identique a la protéine humaine,
c'est a dire sans fusion avec des peptides de génes de structure viraux.
L'une des chimeres permet l'expression 4'ARN identiques aux ARN myc
observés dans les cellules humaines normales. Les ARN sont initiés dans les
promoteurs usuels du géne c-myc humains activés par les séquences
"enhancer" du LIR viral et se terminent au site de polyadenylation du géne
c-myc (schéma 17A). L'autre chimére a permis d'obtenir 1'expression d'un
ARN susceptible d'étre propagé par un virus "helper”. Cet ARN est initié
dans un promoteur viral et se termine par les séquences U3-R, le signal de
polyadenylation du géne myc ayant été éliminé (schéma 17B).

Ces chiméres ont été introduites dans des FEC par la méthode de
précipitation au phosphate de calcium (Graham et Van der Eb, 1973). Des
foyers de cellules transformées sont apparus avec une fréquence semblable a
celle de 1'ADN du mutant v-myct de MH2, MH2-C125 ou de 1'ADN du provirus de
MC29. Nous avons vérifié la présence des chiméres dans les cellules
transformées. Les transcrits contenant les séquences codantes de H-c-myc
ont été analysés et ont une structure qui correspond & un épissage correct
attendu (schéma 17). Enfin la protéine humaine c-myc a été détectée dans
les cellules transformées par immunoprécipitation avec des sérums de lapin
immunisé contre des polypeptides c-myc humain produits chez E.Coli.
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Nous avons obtenu un virus porpageant les séquences codantes H-c-myc
en cotransfectant la chimere décrite dans le schéma 17B avec de 1'ADN d'un
provirus "helper", pRAV-1. Ce virus, v-AHM, est capable de transformer en
masse des cultures de fibroblastes aviaires d'une maniére comparable au
mutant v-myc* MH2-C125. Un provirus de v-AHM a été isolé d'une banque de
génes de cellules infectées par le virus v-AHM. Ce provirus est
biologiquement actif, il transforme les FEC avec une efficacité identique i
celle de la chimére de départ. La séquence nucléotidique des régions
codantes H-c-myc du provirus v-AHM a été déterminée par le groupe de
Brigitte Debuire et son analyse a montré gu'aucune mutation n'est

intervenue dans ces régions. L'expression forcée de la protéine normale

humaine myc est donc capable de transformer des cellules embryonnaires de
caille.

IV) DISCUSSION
Nous avons montré que l'expression forcée du géne humain myc est

suffisante pour conférer a ce géne un pouvoir transformant in vitro
semblable au géne v-myc. Ces résultats confirment ceux obtenus dans un
autre systeme par Lee et al (1985). En effet ce groupe a montré que le géne
humain c-myc sous la dépendance de promoteurs viraux est capable tout comme
le géne v-myc de coopérer avec le géne ras activé pour transformer des
fibroblastes embryonnaires de rat. De plus nous avons montré que dans les
processus de transfection et de propagation des séquences codantes c-myc
humaines dans les cellules aviaires n'est apparue aucune mutation qui
aurait pu participer au pouvoir transformant du géne c-myc humain. C'est
donc la protéine normale myc humaine qui, surexprimée dans ces
fibroblastes, est responsable de leur transformation.

Ceci suggére gque le géne humain myc est susceptible de jouer un rdle
dans l'apparition des tumeurs ol il a été trouvé activé par une
dérégulation de son expression sans que la séquence nucléotidique de ses
régions codantes soit modifiée. Cependant ce mode d'activation du géne
c-myc n'est peut-&tre pas exclusif, comme le montre l'exemple du géne c-ras
qui peut acquérir un pouvoir transformant soit par une surexpression soit
par des mutations ponctuelles (introduction, paragraphe: Différences entre
c-onc et v-onc). Les génes v-myc des rétrovirus de la myélocytomatose
aviaire comportent des mutations par rapport & leurs homologues cellulaires
et ces mutations pourraient participer au pouvoir oncogéne de ces virus
(Braun et al., 1985). Est-ce que le pouvoir oncogéne d'un virus propageant
un géne v-myc est différent de celui d'un virus propageant un géne c-myc

humain normal? Afin d'aborder cette question, une étude comparative du
spectre oncogéne chez le poulet du virus v-AHM (c-myc humain) et du virus
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MH2-C125 (v-myc de MH2) est en cours en collaboration avec le groupe de
F.Dieterlein.
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Les travaux présentés dans ce mémoire ont permis de mettre en évidence

une coopération dans la transformation entre les oncogénes v-mil et v-myc

réunis dans un méme virus. Différents modéles de coopération entre des
oncogénes activés dans la transformation de tissus variés pourraient servir
d'approche a 1l'étude des processus multiétape observés dans 1'apparition
des cancers spontanés. Ces modéles ne sont pas encore nombreux mais
quelques observations sont néammois possibles. D'une part un méme couple
d'oncogénes activés est capable de coopérer dans des tissus différents, des
neurorétines et des macrophages aviaires. Cependant le rdle de chaque
partenaire semble différent dans chaque tissu: le produit de v-myc ne
transforme les cellules de neurorétine que si celles-ci sont d'abord
induites a proliférer par le produit de v-mil; le produit de v-mil, par un
mécanisme autocrine, rend indépendant d'un facteur de croissance des
macrophages transformés par v-myc. D'autre part, le choix des partenaires
pour la transformation pourrait dépendre du tissu dans lequel s'effectue
leur coopération: myc et ras dans des fibroblastes de rat et myc et mil
dans des cellules de neurorétines aviaires, bien que dans ce cas la
différence d'espéce semble elle aussi jouer un rdle puisque le géne myc
activé a un comportement différent dans les cellules mammiféres qu'il
"immortalise™ plutdt qu'il ne transforme et dans les cellules aviaires
qu'il transforme sans généralement les "immortaliser". Ces observations
indiquent que les modéles de coopération entre oncogénes activés pourraient
se montrer trés variés, peut-&tre aussi variés que le sont les types de
cancers spontanés. Les autres rétrovirus a deux oncogénes, tout comme MH2,

pourraient eux aussi contribuer a la mise en évidence de tels modéles.

La connaissance de propriétés biologiques des génes v-mil et v-myc
permet de rechercher des modes d'activation de leurs homologues cellulaires

humains. Un mode d'activation du géne myc humain a été déterminé, mode
d'activation qui confére a ce géne des propriétés semblables in vitro &
celles du géne v-myc du rétrovirus MH2. Des modes d'activation susceptibles
de conférer au géne c-mil humain des propriétés semblables & celles du
—géne v-mil de MH2 sont en cours d'étude par C.Dozier. La détermination de
ces modes d'activatioh permettrait de tester si ces deux oncogénes
cellulaires activés sont capables de fournir un modéle de coopération
équivalent i celui fourni par leurs homologues viraux. Dans l'affirmative
nous pourrions utiliser ce modéle pour étudier au niveau moléculaire les
modalités de cette coopération. Par exemple, peut-on mettre en évidence des
génes dont l'expression serait spécifiquement modulée dans les CNR par 1l'un
ou l'autre des deux génes humains activés ? Est-ce que des facteurs de
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croissance sont induits par 1'un ou l'autre des genes activés, comme cela

est le cas dans des macrophages transformés par le virus MH2 ?

Enfin, ce modéle de coopération entre les genes mil et myc activés
a-t-il une valeur prédictive pour des cancers humains spontanés ? En
d'autres termes, peut-on trouver les deux génes humains mil et myc activés
ensembles dans certaines tumeurs ol ils pourraient coopérer pour participer
a l'apparition de ces tumeurs ? La détermination de modes d'activation des
génes cellulaires clonés permettra peut-étre de faciliter la recherche de

telles tumeurs.
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Induction of proliferation or
transformation of neuroretina cells
by the mil and myc viral oncogenes
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& D. Stehelin
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The genome of the avian retrovirus MH2 contains, in addition to
the v-myc oncogene shared with three other avian retroviruses
(MC29, CMII and OK-10), a second cell-derived oncogene, v-mil
(refs 1-3). Like the three other viruses, which contain only v-myc,
MH2 induces mainly liver and kidney carcinomas in fowl and
transforms fibroblasts and macrophages in vitro®. However, MH2
and MC29 differ in their biological properties when assayed on
cultures of chicken embryo neuroretina (NR) cells. Indeed, NR
cells, which normally do not multiply in vitro, are induced to
proliferate and become transformed upon infection with MH2,

cells®®. To analyse the functions of the two oncogenes of MH2,
we isolated spontaneous and in vitro-constructed mutants of this
virus and investigated their effects on NR cell multiplication and
transformation. We report here that expression of v-mil is sufficient
to induce NR cell proliferation, although it does not result in cell
transformation. In addition, viruses expressing only the v-myc
oncogene fail to induce any detectable change in NR cells.
However, cooperation of the two oncogenes is required to achieve
transformation of NR cells by MH2.

Neuroretinas, dissected from 7-day-old chicken embryos,
were dissociated into essentially single-cell suspensions and
plated in Eagle’s basal medium containing 5% fetal bovine
serum. These cultures contain only neurones and glial cells’”®.
Infection of NR cells with MH2 resulted within 7-10 days in
the appearance of actively proliferating cells which could be
readily subcultured for several generations (Fig. 1a). These cells
were morphologically transformed and displayed anchorage-
independent growth capacity (results not shown). In contrast,
NR cells infected with MC29, CMII or OK-10, or with the
helper virus RAV-1 used as a control, retained the morphology
and limited growth capacity of normal cells (Fig. 1a). This lack
of phenotypic response was naot due to a block in virus replica-
tion, because the v-myc products were synthesized in infected
cells and supernatants of infected NR cultures contained virus
that efficiently transformed chicken embryo fibroblasts (results

whereas infection with MC29 has no apparent effect on these not shown).
a b c HE x P Hp X E
= | 1 H
. pMH2 LI zoo-q{r%%r.,g N TR j——L_u
3k o [ i i i
o MH2 K B B P Py K
%, SPA200 lmme‘: shift
a 1) !
i !/ filling} recessed ends
)
2T r H_EL x P Ho | E "
= 1 1 ;Ll |
g . pMH2 _Hd —HL[Agaq [m . [ myc L
3 . f f 1
3 3 K g 8 P X K
dle|etmry' 1kb
iF R I ,/1 =
. > fraEme: Shitt :
MC29 H B Hp S H
; s CMII
”:/_’37//"?)“01 pMH2.0B T o8 ‘,“ /‘« '1"—" |
1 3 55 7 & * B #

Fig. 1 Growth kinetics of virus-infected chicken neuroretina cells. NR cells were infected with MH2 (wild-type), MC29, CMII, OK-10 and
RAV-1 (a) and MH2, MH2-PA200, MH2-cl.16, MH2-cl.25, MH2-OB and RAV-1 (b), then seeded at low density (~2x10° cells per S-cm
dish). Medium was renewed daily and cells from two aliquot dishes were counted as indicated. Viruses used were obtained by RAV-1
superinfection of non-producer clones. (¢) Constructed mutants. B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIIl: Hp, Hpal: K, Kpnl: P, Pstl; Pv, Pvul:
X, Xhol; L, long terminal repeat. Open boxes represent proviral sequences and closed boxes flanking cellular sequences.

Methods. Preparation of NR cell cultures and growth assay: Neuroretinas were dissected from 7-day-old chick embryos. Cells were dissociated
and resuspended in Eagle's basal medium (BME) supplemented with 5% fetal calf serum. Dishes (35 mm) containing ~2 % 10° cells were
infected with the various viruses. When proliferation became evident in wild-type MH2-infected cells (7-10 days post-infection), cultures were
passaged once in 5-cm dishes until MH2-infected cells reached confluency, and then seeded at low density for growth assay. [solation of class
I mutants MH2-cl.16, MH2-cl.25: Two viral stocks were used. MH2 (RAV-1) was obtained by superinfecting a non-producer quail embryo
fibroblast (QEF cells) clone, MH2-QB2 (ref. 11), with RAV-1. MH2 (RAV-3) was kindly provided by Dr C. Moscovici. Both viruses exhibited
comparable mitogenic and transforming properties in NR cells and directed the synthesis of P1008*6-™" in transformed cells. QEF cells were
infected at low multiplicity with MH2 (RAV-1) or MH2 (RAV-3) and seeded 6 h later at low density in soft agar-containing medium. Colonies
of transformed cells developed within 2 weeks and were individually transferred to 35-mm dishes. At confluency, RAV-1 was added to rescue
virus from occasional non-producer clones. Supernatants were used to infect NR cells. Media from two such clones, 16 and 25, contained
virus which failed to induce NR cell growth. MH2-cl.16 originated from MH2 (RAV-1) and MH2-¢l.25 from MH2 (RAV-3). The two mutant
viruses were subcloned on QEF cells in soft agar, and virus stocks rescued from non-producer colonies by RAV-1 superinfection were unable
to induce NR cell multiplication, but transformed chicken fibroblasts and macrophages. Isolation of class [I mutant MH2-PA200: MH2-PA200
was isolated by end-point dilution of MH2 on NR cells. NR cells were infected with serial twofold dilutions of MH2 (RAV-1), to determine
the highest dilution of the virus inducing cell proliferation. The reciprocal of this dilution defined the mitogenic titre of the virus in mitogenic
units (MU) per ml. Several NR cultures were then infected with 0.3-0.5 MU per plate and superinfected 1 week later with RAV-1 to rescue
virus from occasional non-producer cells. Virus produced by one such culture was selected for this study because it induced NR cell
multiplication in the absence of morphological transformation. This variant was designated MH2-PA200 (RAV-1). Strategy used for constructed
mutants (c): DNA of pMH2-Hd plasmid' was digested with BamHI, ligated and transfected in Escherichia coli HB101 cells. A clone was
selected, pMH2-OB, which lacked the 1.3-kb BamHI restriction fragment derived from the gag gene. Sequence analysis around the recombination
site indicated that translation of the pMH2-OB RNA should result in the synthesis of a product containing the amino-terminal 52 amino acids
of p19%*8 linked to 5 amino acids derived from the v-mil sequence in a +1 frameshift (C. Henry and B. Debuire, unpublished data). To
construct the MH2-L1200 mutant, DNA of pMH2-Hd plasmid was partially cleaved by Sall endonuclease and cohesive termini were filled
in by treatment with the Klenow fragment of DNA polymerase 1. This generated a new Pyul site as expected, and should result in a +1
frameshift in the translation of the v-myc sequence. Infectious virus (MH2-OB) was rescued from pMH2-OB DNA transfected cells using

: RAV-1 as helper virus.
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To analyse the biological properties of the two oncogenes of
MH2 further, we isolated two classes of virus mutants by their
capacity to alter the phenotype of NR cells. Class [ mutants
were selected because they were unable to induce NR cell
proliferation (see Fig. 1 legend). Two such mutants, MH2-cl.16
and MH2-c¢l.25, were isolated from two distinct viral stocks.
MH2-cl.16 and MH2-cl.25, like wild-type MH2, transformed
chicken embryo fibroblasts and macrophages (T. Graf, personal
communication). In contrast to wild-type virus-infected cultures,
NR cells infected with either mutant were not transtormed, nor
were they stimulated to grow (Fig. 1b). An additional mutant
virus, MH2-OB, possessing similar biological properties
(Fig. 1b), was obtained by deleting most of the gag sequence
in plasmid pMH2-Hd (ref. 1) which contains a biologically
active provirus (this yields a premature termination of the gag-
mil protein, see Fig. 1¢).

Two class II mutants were isolated as follows. Mutant virus
MH2-PA200 was selected because it induced proliferation of
NR cells, without morphological transformation (Fig. 1 legend).
Such cells could be subcultured for many generations but ulti-
mately did senesce (after ca. two month). The second mutant,
MH2-LI200, with similar biological properties, was derived from
plasmid pMH2-Hd (ref. 1) by generating a frameshift mutation
in v-myc, resulting in the premature termination of its translation
product (Fig. 1¢ legend).

The P100=*5™! translation product of v-mil>'" was readily
detected by immunoprecipitation of lysates of **S-methionine-
labelled cells infected with either wild-type MH2 or class II
mutants (that is, MH2-PA200, Fig.2b) using antisera specific
for gag proteins (lanes 2) or for a bacterially expressed v-mil
protein (lanes 3). In contrast, no v-mil specific protein was
detected in fibroblasts transformed by class I mutants ( Fig. 2¢-¢,
respectively).

We next performed blot analyses of RNA isolated from cells
infected with either wild-type or mutant viruses. As expected
from previous studies''!, cells infected with wild-type MH2
synthesized a 5.7-kilobase (kb) genomic RNA detectable with
either a v-mil or a v-myc probe (Fig. 3¢, lanes 1 and 2, respec-
tively) and a 2.8-kb subgenomic RNA detected with a v-myc
probe only (Fig. 3¢, lane 2). The 5.7-kb genomic RNA and the
2.8-kb subgenomic RNA species are known to encode respec-
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Fig. 2 Characterization of gag and mil related proteins synthe-
sized in avian cells infected by wild-type and mutant MH2 viruses.
Chicken NR cells transformed by wild-type MH2 (a), or infected
by MH2-PA200 (b) and fibroblasts transformed by MH2-¢1.25 (¢},
MH2-cl.16 (d) and MH2-OB (e) were incubated for 3 h in the
presence of 30 wCimi™' of L-35S-methionine (specific activity
1,000 Cimmol™"), lysed and immunoprecipitates prepared as
described previously??. Sera used were as follows: lanes 1, preim-
mune rabbit serum; lanes 2, rabbit anti gag serum; lanes 3, rabbit
antiserum prepared to a bacterially expressed protein correspond-
ing to the carboxy terminus of P100#&™! (FD. and J.G., in
preparation). Immunoprecipitated proteins were analysed by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis as described by Laemmli®* fol-
lowed by fluorography on the dried gel.

Fig. 3 Size of virut RNA in MH2 wild-tvpe or mutant infected
chicken tibroblasts und NR cells. Northern blots of polyadenylated
RNA were probed in lanes 1 with a 1.1-kb BamHI- Hpal v-mil-
specific fragment. (see Fig. l¢) and in lanes 2 with a 0.6-kb
Alul/ Haelll- EcoRI fragment derived from the last exon of the
chicken c-mye locus™. The probes were labelled with **P by nick
translation and used as described previously''. Viruses used are
listed across the top of the figure. Lanes a-d, transformed ftibrob-
lasts: lane ¢, MHZ2-PA200-infected NR cells. Transtormed fibrob-
lasts in lane ¢ were obtained after transfection with a molecularly
cloned MH2 provirus (pMH2-Hd)' together with a plasmid con-
taining 4 biologically active RAV-1 provirus (a generous gift from
Dr J. M. Bishop).

tively the P100#¢™! and p60/61™° proteins'*'*. The 2.8-kb
myc-specific RNA was detected in fibroblasts transformed by
MH2-cl.16, MH2-¢cl.25 and MH2-OB at levels similar to those
observed in cells transformed by wild-type MH2 (Fig. 3q, b, d,
lanes 2). No virus-specific RNA hybridizing to the v-mil probe
was detected in cells infected with mutant virus MH2-cl.16 and
MH2-¢l.25, indicating that these mutants had lost most or all
of the v-mil sequences. In addition to the 2.8-kb RNA, cells
infected with MH2-OB synthesized a 4.4-kb RNA that hybrid-
ized to both v-mil and v-myc probes (Fig. 3d ). This, together
with the size of the fragment deleted to generate pMH2-OB
(1.3-kb, see Fig. 1c), led us to conciude that the 4.4-kb RNA
was the genomic RNA of MH2-OB. The 4.0-kb species detected
by the v-mil probe corresponds to the previously described c-mil
endogenous transcript in fibroblasts' and appears on long
exposures (Fig. 3a, b, lanes 1).

In contrast, no RNA hybridizing to a v-myc probe was detec-
ted in NR cells infected with MH2-PA200 (Fig. 3¢, lane 2). The
only virus-specific RNA synthesized in these cells was a 5.7-kb
RNA hybridizing to a v-mil probe (Fig. 3¢, lane 1). This RNA
also hybridized to an env probe (not shown). The MH2-PA200
provirus has been molecularly cloned and the restriction map
of this provirus suggests that it has been generated by recombina-
tion between wild-type MH2 and its helper virus, resulting in
the probable substitution of Agag-pol-Aenv sequences of the
helper by Agag-mil-Amyc sequences from wild-type MH2 (to
be published elsewhere).

MH2-PA200 and MH2-L1200 were as efficient as wild-type
virus in inducing proliferation of NR cells (Fig. 1b). However,
in ccntrast to wild-type virus-infected cells, NR cells infected
with either mutant were not morphologically transformed nor
were they able to form colonigs in soft agar-containing medium.
Both virus mutants also failed to transform macrophages (T.
Graf, personal communication) and chicken embryo fibroblasts
(not shown). The latter is surprising since the mouse virus
MSV3611" that contains v-raf, the mouse-derived counterpart
of v-mil, readily transforms mouse fibroblasts. This may indicate
a structural difference in the two transduced genes or a different
response of the target cells in the chicken and mouse species.
Finally, reconstitution experiments showed that proliferating
NR cells infected with MH2-PA200 became rapidly transformed
on superinfection with MC29 (not shown).
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The results presented here show that the ability to induce
proliferation and transformation of NR cells from 7-day-old
chicken embryos is a characteristic property which distinguishes
MH?2 from the other v-myc-containing viruses. Characterization
of mutants MH2-PA200 and MH2-LI200 demonstrates that
expression of v-mil is both necessary and sufficient to account
for the mitogenic property of MH2 in NR cells. However,
infection of NR cells and fibroblasts with mutant viruses express-
ing only v-mil does not result in cell transformation. That the
mutant MH2-LI200 exhibits similar biological properties indi-
cates that the v-mil sequence of MH2-PA200 is similar to that
of wild-type virus. The v-mil gene shares significant sequence
homology with other oncogenes of the src gene family'* which
induce both proliferation and transformation of NR cells>'.
Interestingly, mutants in the src gene that, like v-mil, induce
NR cell multiplication without transformation, have been
described’. Several oncogenes of the src gene family encode
plasma membrane-associated protein kinases specific for
tyrosine residues, a property also shared by several growth factor
receptors'®'’. In contrast, P100%**-™! appears localized in the
cytoplasm of transformed fibroblasts and is associated in vitro
with a serine/threonine-specific protein kinase activity'®!°. Such
differences in intracellular localization and/or kinase specificity
may explain the lack of transforming capacity of the v-mil
product. Whether the mitogenic signals induced by the
expression of v-mil and v-src in NR cells share common primary
targets remains to be determined.

Mutants of MH2 expressing only the v-myc oncogene fail to
induce transformation and proliferation of NR cells in the
conditions used, although they still transform fibroblasts and
macrophages. Therefore, the v-myc genes of MH2 and MC29
seem to be functionally indistinguishable, despite their structural

differences®*!. However, transformation of NR cells by the

v-myc gene can be established in cells already infected with
mutants expressing only the v-mil gene. These results indicate
that transformation of chicken NR cells by MH2 requires
cooperation of the two oncogenes.
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We have previously isolated, from wild-type MH2 virus that contains the two oncogenes mil and myc,
mutants defective in one or the other oncogene product. We report here the molecular cloning and extensive
characterization of MH2 CL25 provirus lacking the v-mil oncogene. Our results indicate that this virus

corresponds to the propagation of the 2.8-kilobase subgenomic RNA of MH2IL.

The avian retrovirus Mill-Hill 2 (MH2) is a replication-
defective retrovirus that induces liver and kidney carcino-
mas in fowl and transforms fibroblasts, macrophages,
chondroblasts, and neuroretina cells in culture (1, 2, 7). The
genome of MH2 contains two cell-derived oncogenes: v-
myc, also found in three other retroviruses (MC29, CMII,
OK10) (19, 21), and v-mil (4, 12), related to the src gene of
Rous sarcoma virus (RSV) (6, 13). In MH2-transformed cells
v-mil is expressed as a 100-kilodalton polyprotein resulting
from the fusion of gag and mil sequences (11, 17, 19). v-myc
is expressed as a 61- to 63-kilodalton nuclear protein en-
coded by a 2.8-kilobase subgenomic mRNA (9, 17, 22).

We defined distinct effects of the mil and myc oncogenes
by studying the properties of MH2-infected neuroretina
cells. Chicken embryo neuroretina cells which normally do
not multiply in vitro are induced to proliferate upon infection
with MH2 but not with MC29, CMII, and OK10 (2, 3). From
two distinct viral stocks of wild-type (wt) MH2 we isolated
two mutants, MH2 CL16 and MH2 CL2S, lacking the v-mil
oncogene. These mutants failed to transform neuroretina
cells or to induce their proliferation but retained the ability to
transform avian embryo cells. To precisely define the genetic
organization of these v-mil-defective mutants, we molecu-
larly cloned a v-myvc-containing provirus from MH2 CL25-
transformed quail embryo cells. We present here data indi-
cating that this mutant corresponds to the propagation of a
retroviral particle containing subgenomic MH2 RNA spe-
cies.

Molecular cloning of MH2 CL25 provirus. A transformed
quail embryo cell clone containing MH2 CL2S5 provirus was
isolated in soft agar and used as a source of DNA to construct
a gene library. High-molecular-weight DNA was partially
digested with EcoRI restriction endonuclease and ligated
with purified lambda Charon 4A arms, packaged, and ampli-
fied as reported previously (22). Several probes were pre-
pared: a long terminal repeat (LTR) probe was derived from
a provirus of RSV, strain Schmidt-Ruppin A (RSV-SRA) (5).
Fragments of the retroviral gag gene were derived from
Prague strain (RSV-PrA) as previously described (22). Two
myc probes were used: a 5’ v-myc probe (Hpal-Pstl frag-
ment derived from pMH2Hd [4]) and a 3’ ¢-myc probe
representing the 3’ half of chicken exon 3 and described in
reference 23. Agarose gel-purified fragments were labeled

* Corresponding author.
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through nick translation reactions (20) (Amersham hnick
translation kit) in the presence of [*2P]JdCTP according to the
supplier’s instructions. By use of LTR and myc probes, two
lambda phages were isolated, purified, and amplified. From
one of these phages, lambda MH2 CL25, we subcloned a
10-kilobase-pair (kbp) EcoRI fragment containing the com-
plete provirus into the EcoRI site of pKH47 plasmid DNA
(10), yielding plasmid pMH2-CL25. A detailed restriction
map of the provirus is shown in Fig. 1.

The hybridization pattern obtained allowed the following
observations. (i) The subcloned MH2 CL25 provirus con-
tained a Kpnl restriction site within its LTRs as attested by
the 2.2-kbp band hybridizing with LTR, gag, and myc
probes. Such a band was also observed with the DNA of
quail embryo cells transformed by the original isolate of
MH2 CL2S pseudotyped by Rous-associated virus 1
(RAV-1) (Fig. 2). (ii)) By Sacl digestion of the provirus, an
internal 0.30-kbp restriction fragment was found that hybrid-
ized with both gag and 5’ myc probes (Fig. 1). This 0.30-kbp
fragment replaced a 3.2-kbp fragment observed previously in
the provirus of wt MH?2 analyzed similarly, which in addition
hybridized to a mil probe (4), indicating that in the MH2
CL25 mutant the gag and myc sequences had become
proximal. Such a gag-myc junction could be explained by an
extensive deletion of the mil sequences, or it could have
resulted from the integration of a reverse-transcribed spliced
subgenomic viral RNA. We thus analyzed the precise
boundary between the gag and myc portions within the
0.30-kbp Sacl fragment. The fragment was purified on
agarose gel, cleaved by Hinfl restriction endonuclease, and
subjected to nucleotide sequencing by the Maxam and
Gilbert procedure (15). Figure 1 presents our results, com-
pared with the nucleotide sequence of the gag gene of
RSV-SRA (24) (since the similar region in wt MH2 has not
been sequenced before) and with the nucleotide sequence of
the myc gene of wt MH2 (6, 13).

It appears that the gag-myc junction in MH2 CL25 oc-
curred precisely between the splice donor site of the gag
sequence and the splice acceptor site of the myc gene,
bringing the open reading frames together in the correct
phase. Therefore, the MH2 CL25 myc protein may initiate at
the AUG of gag located 18 nucleotides upstream from the
splice donor site (Fig. 1).

The myc gene of molecularly cloned MH2 CL2S5 is biologi-
cally active. We next examined whether our pMH2-CL.25
was biologically active. Supercoiled pMH2-CL25 was used



- 79 -

1192 NOTES J. ViroL.

Sacl

l\ - Kpnl
Kbp EtBr LTR BAG MYCS' MYCY l EtBr LTR GAS MYCS MYCY
I ‘ -
28 » _ e
22 » ws db oo @
072 »
o ®
B Sact Sacl
EcoRt Kpnl Knin Ec4|)RI
o
7~ ~N
1Xbp < ~N
- ~
e ~
d Xhol ~

Sacl Sacl Sall l ~

N I
y © —T

II-——-'I Y - m o
N | o
Kpnl Pst! Psti Clal Kpnl co
Apal e
S0}

sreansnssnasssennnsTGATTT»GT gag RSV

ATGGAAGCCGTCATAAAGGCAGCAGCCE MH2 C1 25

TCCCCCT"CG‘CCGC"‘t:""“"" myc MH2
SA

FIG. 1. Restriction map of pMH2-CL25 DNA. The restriction map of MH2 CL25 phages and plasmids was established with several
endonucleases. The viral domains were located by Southern blot analyses with specific **P-labeled probes corresponding to LTR sequences
from RSV-SRA, the gag gene from Pr-RSV-A. a 5’ v-myc probe derived from wt MH2, and a 3’ c-myc probe. (A) Kpnl or Sacl digestions
were performed on pMH2-CL25 DNA. Fragments were separated on 1% agarose gels, visualized by ethidium bromide (EtBr) staining, and
then transferred to nitrocellulose and hybridized with the probes quoted above. (B) Organization deduced from Southern blot analysis of MH2
CL25 DNA and nucleotide sequence of the gag-myc junction. A 162-nucleotide Hinfl fragment was sequenced by the Maxam and Gilbert
procedure (15). The determined sequence was compared with the gag sequence of RSV (24) and with the v-myc sequence of wt MH2 (6, 13).
Asterisks denote common nucleotides: SD, splice donor site of the gag gene; SA, splice acceptor site of the myc gene. Symbols:

~——, MH2 CL25 proviral DNA, aana, piasmid DNA; wew. cellular DNA; @, LTR.

to transfect quail embryo cells. DNA (30 ug) was precipi-
tated by the calcium phosphate method on 10° quail embryo
cells (8). After overnight exposure, cultures were reseeded
in 100-mm dishes and maintained in low-serum medium
(Dulbecco modified Eagle medium supplemented with 5%
fetal calf serum). Ten days later distinct foci had appeared
(about 1 focus per pug of DNA). Groups of morphologically
transformed cells were picked, pooled, and grown up in
Dulbecco modified Eagle medium supplemented with 10%
fetal calf serum. These cells were checked for the presence
of MH2 CL25 proviral DNA and v-myc protein. Figure 2
shows the Southern blot analyses of DNA from quail embryo
cells transformed by wt MH2 (RAV-1), MH2 CL16 (RAV-1),

and MH2 CL25 (RAV-1) and cells transfected with pMH2-
CL25. After Kpnl restriction endonuclease digestion, known
to cut within the proviral LTRs, a 2.2-kbp myc-hybridizing
band was detected in MH2 CL16- and MH2 CL25-
transformed cell DNAs (in addition to the 5.5-kbp band
corresponding to the endogenous c-myc gene seen in normal
quail embryo cells [data not shown]). After EcoRI digestion
of the same DNAs, a similar 2.2-kbp myc-hybridizing band
appeared in MH2 CL16 DNA but not in MH2 CL25 DNA (in
addition to the 16-kbp endogenous c-myc gene band [23]).
This was expected for MH2 CL16 since this clone was
derived from wt MH2 QB2 cells in which both restriction
sites were found previously in the proviral LTRs (4). The
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FIG. 2. Southern blot analysis of DNA from quail embryo cells
transformed by wt MH2 and mutants. High-molecular-weight DNA
from infected cells was digested with EcoRI (RI) and Kpnl (K).
Size-separated cellular DNA fragments were transferred to nitrocel-
lulose and hybridized with the 3’ c-myc probe. The transforming
viruses used (RAV-1 helper pseudotypes) are indicated on top of the
figure. pMH2-CL25 corresponds to quail cells transformed by the
plasmid containing the molecularly cloned MH2 CL25.

progenitor of MH2 CL25 would be in this respect more
related to the one described by Jansen et al. (12) that
similarly lacks the LTR EcoRI site.

Finally, to determine whether the transformed cells pro-
duced the expected p61-63 myc doublet protein (9),
[*3*SImethionine-labeled total cellular extracts were chal-
lenged with rabbit anti-myc serum prepared by immunization
with a bacterially expressed polypeptide corresponding to
the product of the 5’ part of exon 3 from the human myc gene
(F. Ferre, manuscript in preparation). Immunoprecipitation
was performed as previously described (2). Immunoprecipi-
tated proteins, characterized by their apparent molecular
weight in polyacrylamide gel, are shown in Fig. 3. As can be
seen, the p61-63 doublet was detected in cells transformed
by wt MH2 or the mutants studied (lanes 1); such bands were
not seen with preabsorbed serum (lanes 2).

We concluded from these experiments that the molecu-
larly cloned provirus pMH2 CL25 was biologically active
and apparently indistinguishable from the starting mutant
isolate.

We then addressed whether pMH2-CL2S could produce
recovered infectious virus. Transformed quail embryo cells
obtained upon transfection with pMH2-CL25 DNA were
superinfected with RAV-1 helper virus. Supernatant medium
collected 2 weeks later was titrated for transforming activity
by a focus assay on quail embryo cells (29) and contained 0.6
x 10 focus-forming units per ml. This titer was roughly
similar to those obtained in similar conditions with cultures
infected with wt MH2 (1.5 X 10° focus-forming units per ml),
MH2 CL16 (0.7 x 10* focus-forming units per ml), and MH2
CL25 (0.9 x 10° focus-forming units per ml), all pseudotyped
with RAV-1 helper virus. We concluded from these results
that the virus rescued from pMH2-CL25 provirus was not
defective in packaging.

Our results show that the MH2 CL25 and MH2 CL16
mutants derive from wt MH2 and appear to correspond to
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the encapsidation of subgenomic RNA in viral particles that
can propagate as RAV pseudotypes. .

The conserved infectious titers show that encapsidation
signais are present in these types of moiecules. Three kinds
of encapsidation signals have been characterized in avian
retroviruses. (i) Nishizawa et al. (16) reported packaging
sequences (Ni-PS) in the 5’ leader of a temperature-sensitive
mutant of RSV. These sequences reside between nucleotides
109 and 356, i.e.. between the primer-binding site of the
tRNA and the initiation codon of the gag gene. A mutant
virus. TK15. deleted in this region is defective in packaging.
Previous work by Shank and Linial (25) reported sequences
that may serve similar functions in the first 600 nucleotides at
the 5’ end of the RSV-Pr genome. (ii) Pugatsch and Stacey
(18) mapped packaging sequences (Pu-PS) at the SstIl re-
striction site (545 nucleotides from the 5’ end) in the gag
gene of RSV-SRA. These sequences map 3’ of the splice
donor signal and are lost in env (and src) subgenomic
mRNAs that splice out the intronic gag-pol (env) sequences
from the viral genome. Sequences serving similar functions
have also been reported for spleen necrosis virus (30). (iii)
Sorge et al. (26) reported packaging sequences (So-PS) in the
direct repeat unit 3’ to the src gene of RSV, slightly upstream
from the U3 sequences.

Although no direct evidence is yet available, wt MH2 is
likely to contain all three packaging signals described, since
the leader and gag sequences are well conserved among
most avian retroviruses and since the direct repeat unit that
may encompass the So-PS signal was found in wt MH2 by
Kan et al. (13), although the U3 sequences appeared quite
distantly related to RSV. In contrast, the mutant MH2 CL25
(and MH2 CL16) corresponds to subgenomic RNA that
should lack the putative Pu-PS signal lost during the splicing
process. This is also true for the env subgenomic mRNA
described by Stacey (27). Since the titers of our mutants
MH?2 CL25 and MH2 CL16 are still about half of the wt MH2
titer, we conclude that the Pu-PS signal, if present, does not

MH2  MH2 MH2  pMH2
€16 C125 CI25
12 12 T2 1 2 ’35.

s

FIG. 3. Immunoprecipitation of v-myc proteins in quail embryo
cells transformed by wt MH2 and mutants. Cells were labeled for 45
min with {**S]methionine, lysed, and incubated with rabbit anti-
human c-myc serum prepared with a bacterially expressed polypep-
tide (lane 1) or the same antiserum preincubated with the corre-
sponding polypeptide (lane 2). Lane 3 corresponds to rabbit preim-
mune serum. Standard molecular size markers from Bethesda
Research Laboratories, Inc. (Gaithersburg, Md.) are listed on the
left of the figure (Kd, kilodaltons).



- 81_

1194 NOTES

play a decisive role in the packaging process of wt MH2 or
the mutants.

The titers measured separately for wt MH2 and the
mutants in similar conditions would predict a ratio of ca. 60
to 40% of the corresponding particles present in routinely
passaged stocks of MH2 virus. Instead. we never detected
more than 10% mutant particles in such stocks. Clearly,
when promiscuously mixed in such stocks. wt MH2 appears
to exhibit a selective advantage over the mutant particles, an
observation for which we have as vet no clear explanation.

The isolation and characterization of the MH2 CL2§
mutant represents the first demonstration of transmissible
pseudotype particles containing an oncogene embedded in a
subgenomic mRNA. An analogous situation may have been
encountered with src-containing deleted proviruses in Syrian
hamster tumor cell lines such as H-19 (28) or deletion
mutants described by Koyama et al. (14). Such experiments
might help in finding the minimum structural genetic ele-
ments required to allow the propagation of a retrovirus, and
our results may be used for the construction of vectors for
the introduction of foreign genes into host cells. Finally, the
tumorigenic potential of our mutants is currently being
investigated.
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ABSTRACT

We have previously reported that a virus, MH2-PA200, lacking the
ability to transform quail embryo cells, could be isolated from wild type
(wt) MH2 stocks passaged on chicken neuroretina cells. We report here the
molecular cloning and extensive characterization of this MH2-PA200
provirus. Molecularly cloned MH2-PA200 DNA was found to stimulate the
growth of neuroretina cells by transfection assays and our results
indicate that this recombinant virus was derived from the RAV-1 helper
virus, 1in which v-mil and a small part of v-myc of MH2 were acquired at
the expense of helper (Agag-pol- Aenv) sequences. In order to assess the
precise boundary between the myc and env genes we determined the nucleotide
sequence of the junction fragment and showed that 11 nucleotides out of 13

nucleotides of the env gene were identical to the myc sequence at the

recombination point. The nucleotide sequence of the myc-env junction
fragment of another similar and independently generated MH2 mutant showed
similarly 9 nucleotides of homology between the env and myc sequences at
the recombination point that took place at another site , suggesting that a
homologous recombination occurred between MH2 and RAV-1 viruses to generate
MH2-PA200 and similar mutants.
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INTRODUCTION

The avian retrovirus Mill-Hill N°2 (MH2) is a replication defective
retrovirus that induces carcinomas in fowl and transforms several cell
types in culture (GRAF and BEUG, 1978). The MH2 genome contains the v-myc
oncogene also found in three other retroviruses (MC29, CMII, OK10) and a
second cell-derived oncogene m (COLL et al., 1983 ; JANSEN et al.,
1983) related to the src gene of RSV (GALIBERT et al., 1984 ; KAN et al.,
1984). In MH2 transformed cells, v-mil is expressed as a 100 kd
polyprotein (HU et al., 1978) resulting from the fusion of gag and mil
sequences (BECHADE et al., 1985). This cytoplasmic protein exhibits an in
vitro phosphothreonine/phosphoserine kinase activity (MOELLING et al.,
1984) . v-myc is expressed as a 61-63 kd protein doublet encoded by a 2.8 kb
subgenomic mRNA (HANN et al., 1983 ; MARTIN et al., 1986). We recently
distinguished some biological properties of the mil and myc oncogenes by
studying the properties of virus-infected avian fibroblasts and embryo
neuroretina cells (NR cells). wt-MH2, MC29, CMII and 0K10 which contain
v-myc are able to transform avian fibroblasts whereas wt-MH2 which contains
both v-mil and v-myc has in addition the ability to induce the
proliferation of avian embryo NR cells (BECHADE et al., 1985). From MH2
producing chicken NR cells we isolated MH2 mutants which are unable to
morphologically transform avian embryo cells and do not contain the
functional v-myc oncogene. In order to define the genetic organization of
such v-myc defective mutants, we molecularly cloned a v-mil containing
provirus from MH2-PA200 proliferating quail NR cells (BECHADE et al.,
1985). Our results suggest that MH2-PA200 was generated by homologous
recombination between the RAV-1 helper virus and MH2, resulting in the
replacement of most of the helper gag-pol-env sequences by v-mil and part
of v-myc of MH2.
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MATERTALS AND METHCDS

Cells and viruses

MH2-PA200 was previously characterized (BECHADE et al., 1985), and was
derived from a MH2 (RAV-1) pseudotype virus obtained by superinfection of
a non-producer quail fibroblast clone MH2 QB2 with RAV-1. Another MH2
mutant (MH2-PA201) was isolated from 7-day-old chicken embryo neuroretina
(CNR) cells infected by a virus produced by quail embryo cells (QEC)
co-transfected with wt-MH2 DNA, pMH2-Hd (COLL et al., 1983) and helper DNA
PRAV-1 (a kind gift of J.M.Bishop).

Transfection procedure

7-day-old quail embryo neuroretina (QNR) cells were transfected with phage
DNA according to the calcium method developed by GRAHAM and van der EB
(1973) . Precipitated DNA (35 ug) was added in 1 ml volume to 100 mm dishes
containing 107 cells. After 1 hour incubation, cells were fed with 10 ml
of Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10 % fetal
calf serum (FCS). Ten days later, proliferating cells were observed and
were grown up in DMEM 10 § FCS.

Nucleic acids analysis

High molecular weight DNA was isolated as described (COLL et al.,
1983). Cellular or cloned DNAs were digested with restriction endonucleases
(Boehringer Mannheim, FRG and BRL inc, USA) according to the supplier's
instructions. Fragments were size-separated by agarose gel electrophoresis
and transferred to nitrocellulose according to SOUTHERN (SOUTHERN, 1975).
Total cellular RNA was extracted and fractionated on oligo (dT)-cellulose
as described (SAULE et al., 1983). Polyadenylated fractions were denatured
by glyoxal treatment, submitted to electrophoresis in 1 § agarose gels and
transferred to nitrocellulose. Blots were hybridized to 32p-labelled DNA,
washed and subjected to autoradiography at — 70°C as previously described
(SAULE et al., 1983).

Cloned DNA probes
DNA fragments for the preparation of 32P probes were obtained from

suitable recombinant plasmids by endonuclease digestions and agarose gel
purification.

The LTR probe was from the RSV-SRA genome and represented the 0.36 kbp
EcoRI fragment containing the LTR sequences. The gag probe (SacI-~EcoRI),
the pol probe (EcoRI-KpnI), the 5' env probe (KpnI-EcoRI) and the 3' env
probe (EcoRI-Sacl) were derived from Pr-RSV-A and previously described
(SAULE et al., 1983). myc probes included : a 5' v-myc probe (HpaI-PstI)
derived from pMHX-Hd (COLL et al., 1983) and a 3' c-myc probe
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corresponding to the 3' half of chicken exon 3 (SAULE et al., 1984). The
v-mil probe was obtained from the 1.1 kb BamHI-Hpal fragment of plasmid
PMH2BS (COLL et al., 1983). The purified fragments were labelled through
nick-translation reaction (Amersham nick-translation kit) in the presence
of (32P) 4CTP according to the supplier's instructions.

Cloning procedures

MH2-PA200 (RAV-1) growing ONR cells were used as source of DNA and a
partial EcoRI gene library was prepared in a Charon 4A vector, as reported
(COLL et al., 1983), with a minor modification in the preparation of Charon
4A arms by purification on a sucrose gradient. MH2 (RAV-1) proliferating
CNR cells were used similarly as source of DNA in order to isolate v-myc
deleted MH2 CNR provirus from a partial Sau3A gene library prepared in
EMBL 4 vector. One such recombinant was called MH2-PA201.

Protein labelling and immunoprecipitation

Labelling was performed on semi-confluent cultures seeded in 100 mm
Petri dishes by incubation in 3 ml of Modified Eagle Medium lacking
methionine (Met) followed by the addition of 0.25 mCi 35S methionine for 60
min. Cells were lysed in 3 ml of 0.1 % SDS, 1 % triton, 0.5 % deoxycholate
and 1 % trasylol, Tris-HC1l 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM buffer
(RIPA) and clarified at 100,000 g for 1 hour. 0.25 ml of the supernatant
was then incubated for 3 hours at 4°C with 3 ul rabbit antiserum prepared
with a bacterially expressed protein corresponding to the carboxy terminal
part of P100‘£9_‘m_i_}_ (FD and J.GHYSDAEL, in preparation). 10 mg of protein A
sepharose beads were added to each sample for 3 hours at 4°C. Beads were
washed in RIPA buffer, then in a buffer containing Tris-HCl 10 mM pH 7.4,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM. Radioactivity was recovered by elution from beads
by 5 min. boiling in electrophoresis loading buffer (1 % SDS, 5 $%
mercaptoethanol, 10 % glycerol, 50 mM Tris-HCl pH 6.8) and loaded onto 10 %
acrylamide gels, followed by fluorography of the dried gels (BECHADE et
al., 1985).

Preparation of the env-myc fragment and nucleotide sequencing

Subcloning of the EcoRI Agag milOmycAenv fragment of the MH2-PA200

provirus was performed in the EcoRI site of pKH47 (HAYASHI, 1980).
Subcloning of the BamHI-EcoRI mil-Amyc-Aenv fragment of MH2-PA201 was
performed similatly in BamHI-EcoRI sites of pKH 47. MH2-PA200 plasmid DNA
was digested with HincII, digests were loaded onto a 1 % agarose gel and

electrophoresed overnight. The 0.4 kbp Amil-Amyc-Aenv fragment from
MH2-PA200 was then recovered and digested with Haelll. For MH2-PA201,
plasmid DNA was digested with HpaI- Xbal and the 0.4 kb A mil-Amyc-Aenv
fragment was recovered from a 1 % agarose gel and subjected to HaeIIl

enzymatic digestion. Mucleotide sequencing was performed by the MAXAM and
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GILBERT procedure (MAXAM and GILBERT, 1980). The fragments were
dephosphorylated and labelled with ( & 32p) ATP and polynucleotide kinase
as described (HERISSE et al., 1980). To separate the two labelled strands,
fragments were denatured at 92°C in 30 % dimethylsulfoxide and fractionated
in a polyacrylamide gel. 5' labelled single stranded fragments were
recovered from the gel and subjected to chemical degradation with reagents
specific for G, AG, CT, C and AC.
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RESULTS

Molecular cloning of MH2-PA200 provirus
ONR cells were infected with biologically cloned MH2-PA200 (RAV-1)

pseudotype virus. DNA from these cells was used as a source of DNA for
the preparation of a gene library. High molecular weight DNA was partially
cut with EcoRI restriction endonuclease, ligated with purified lambda
charon 4A arms, packaged and amplified. One lambda phage which hybridized
with the v-mil and 3' env probes was isolated, then purified and
amplified. Phage DNA was prepared and digested with different restriction
enzymes. Fragments were run on agarose gels, transferred to nitrocellulose
and hybridized with different (32P) nick translated probes. A detailed
restriction map of the provirus is shown in Figure 1.

The hybridization patterns obtained (Figure 1), allowed the following
observations : first, the cloned MH2-PA200 provirus contained a LTR-gag
sequence probably derived from RAV-1 helper virus, since the Kpnl
endonuclease site present in wt-MH2-LTR but absent in RAV-1 was not found
in MH2-PA200. In addition the Pst I site located in the 5' part of the gag
sequence in both MH2-PA200 and the RAV-1 helper virus was not present in
wt-MH2 (Figure 1). Second, the MH2-PA200 provirus hybridized to the 5°'
v-myc probe but not to the 3' v-myc probe suggesting that part of the
v-myc gene was present in this recombinant virus. Finally, both the 5' and
3' env  probes hybridized to the MH2-PA200 provirus DNA. The pol probe
did not anneal (data not shown). Therefore it appeared that the 3!
recombination point occurred between 5' myc sequences of wt-MH2 and 5' env
sequences of RAV-1 helper.

MH2-PA200-like mutants are revealed by neuroretina cells

The use of a specific biological assay (NR cell proliferation) apears
reveals rapidly and efficiently MH2-PA200-like mutants. This was
illustrated by analysing proviral DNA from NR cells freshly infected with
virus produced from QEC transfected with pMH2-Hd and pRAV-1 DNAs; this
wt-MH2 (RAV-1) virus was passaged only once on quail embryo cells (QEC)
after transfection. Chicken NR cells were passaged twice 20 days after
infection with cloned wt-MH2 (RAV-1) virus in order to select proliferating
cells before proviral DNA analysis. Southern blots of DNAs cleaved with
EcoRI or other endonucleases allowing to distinguish between parental and
mutant viruses were hybridized to a v-mil probe (Figure 2). For example,
EcoRI endonuclease which cuts in the LTRs of wt-MH2 DNA revealed a
provirus-sized band of 5.5 kbp in QEC transformed by wt-MH2 (first lane).
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No band corresponding to recombinant mutants (expected around 3.5 to 4 kbp
if the internal EcoRI site in the helper env gene were acquired) was
detected, indicating that such mutants, if present, represented a minor
fraction of the proviruses. A similar experiment performed on chicken NR
cells (Figure 2, third lane) readily revealed a strong 4.0 kbp band
corresponding to recombinant molecules, in addition to a faint 5.5 kbp
wt-MH2 proviral band. The mutant molecules at 4.0 kbp differed in size from
the EcoRI fragment of 3.6 kbp seen with MH2-PA200 mitogenized (quail) NR
cells (Figure 2 lane 2) suggesting that distinct recombination events had
occurred in these two separate experiments. These results were confirmed by
using other restriction endonucleases like Pstl or XhoI + HindIII (Figure
2) or other probes like gag or 5' myc (data not shown). Bands without
arrows in Figure 2 represent fragments of the cellular mil DNA. We thus
conclude that molecularly cloned wt-MH2 can rapidly recombine with the
RAV-1 helper to yield mutants lacking most of v-myc that appear to bear a
selective advantage on chicken NR cells.

Next, we examined the transcription patterns of the MH2 mutants
detected in Figure 2 lanes 2 and 3. Polyadenylated mRNAs extracted from
MH2-PA200 QNR and MH2 CNR cells were hybridized on northern blots with
v-mil and other probes. Results in Figure 3 show that the MH2-PA200 virus
exhibited a 5.6 kb genomic RNA which also hybridized with the LTR, 5' myc
and 3' env probes. In addition, the LIR and 3' env probes detected a 8.4
kb and a 3.2 kb viral RNA encoded by helper RAV-1 as well as a 2.4 kb band
which also hybridized to the 5' myc probe but not to the v-mil or 3' myc
probes. These results suggest that the splice acceptor site of the myc
gene is conserved in this provirus and leads to the expression of a small
subgenomic myc-env RNA. When analysing MH2 CNR cells , a 6 kb MH2-RAV-1
recombinant genomic RNA was detected with a 3' env probe in addition to
the 8.4 and 3.2 kb helper mRNAs, confirming that this was a recombinant
distinct from MH2-PA200. The existence of a putative subgenomic mRNA could
not be demonstrated for this recombinant since its expected size was close
to that of the RAV-1 helper env mRNA at 3.2 kb (Figure 3 last lane).
Nucleotide sequence of the myc-env junction in the recombinants

For further analysis of recombination,we molecularly cloned the
above-described recombinant. A Sau 3A DNA library from MH2 CNR cells in
lambda EMBL4 was screened with @1_1 and env probes and a recombinant lambda
phage (MH2-PA201) containing a DNA insert which hybridized to both probes
was isolated . The precise boundary between myc and env sequences was then
determined in MH2-PA200 as well as MH2-PA201.
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The 0.4 kbp HincII fragment from MH2-PA200 provirus and the 0.4 kbp
HpaI-Xbal fragment from MH2-PA201 provirus were purified on agarose gels,
cleaved with Haelll endonuclease and subjected to nucleotide sequence
determination by the MAXAM and GILBERT procedure. In Figure 4 we compare
the relevant nucleotide sequences to the wt-MH2 myc and SRA env sequences.
In these two mutants it appeared that the recombination points were
different but exhibited several similarities. In MH2-PA200, 11 homologous
nucleotides divided into two stretches of 5 and 6 nucleotides were found
between the env and myc sequences, whereas 9 homologous nucleotides
divided into two stretches of 4 and 5 nucleotides, were observed in
MH2-PA201. This suggested a similar mechanism of recombination for these
two viruses.

The mil gené of the molecularly cloned MH2-PA200 is biologically active

We examined whether the molecularly cloned MH2-PA200 was biologically
active. Lambda MH2-PA200 DNA was used to perform transfection on QNR cells.
DNA (30 ug) was transfected together with RAV-1 plasmid DNA (5 ug) onto
107 QNR cells . Ten days later, growing cells were detected and propagated.
These cells were checked for the presence of MH2-PA200 by protein analysis
using specific antisera derived from bacterially expressed v-mil
polypeptide. 35S Met labelled total cellular extracts were challenged with
rabbit anti-mil as well as rabbit anti-gag sera. Immunoprecipitated

proteins characterized by their apparent molecular weight in SDS
polyacrylamide gels are shown in Figure 5. The P10029_‘E fusion protein
was detected in these growing NR cells. Virus produced by the cultures
induced the growth of fresh CNR cells (data not shown). Thus we concluded
that cloned MH2-PA200 provirus was biologically active.
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DISCUSSION

We reported previously that defined biological systems allowed to
reveal distinct activities for the two oncogenes v-mil and v-myc of wt-MH2

(BECHADE et al., 1985) and to isolate mutants expressing only one or the
other oncogene product. We have described mutants expressing the
p61/63V-MYC protein that transform QEC but do not induce NR cells
proliferation (MARTIN et al., 1986). We now report the characterization of
mutants expressing the P100£9_"f_“_ii gene product that induce the
proliferation of NR cells, but not transformation of QEC. Two such mutants
MH2~-PA200 and MH2-PA2071 were molecularly cloned and the 3' recombination
points were sequenced. The mutants appear to have arisen through homologous
recombination between wt-MH2 and the RAV-1 helper virus used. The mutants
consist of RAV-1 molecules having acquired v-mil and 200-300 nucleotides
of v-myc from wt-MH2 at the expense of A gag-pol-Aenv helper sequences.

In both cases, the 3' recombination points occurred between myc and env
sequences, but at distinct location in both genes. Little information was
obtained concerning the precise 5' recombination points that occurred
probably within the gag sequences between the PstI restriction site in
wt-MH2 at nucleotide 1542 (GALIBERT et al., 1984) and the beginning of _mil
since this Pstl site is present in wt-MH2, absent in RAV-1 and also absent
in both recombinants. Finally, both mutants are expected to still produce a
subgenomic mRNA (ie 2.4 kb for MH2-PA200 in Figure 3). The smallest deduced
protein (for MH2-PA201) would include 6 amino acids of gag joined to 16
amino acids of myc. Although unlikely, we cannot formally exclude a
participation of such a product to mitogenicity. Recombinant viruses may
have occurred through reverse transcription of viral RNA, as proposed by
COFFIN (1979). The quite high frequency with which mutants seem to
segregate in wt-MH2 transformed CNR cells could relate to two factors.
First, CNR cells induced to proliferate by MH2-PA200 like viruses remain
attached to cell-culture plates whereas wt-MH2 infected cells are
transformed and easily released into the culture medium. They could have
lost N-CAM-mediated adhesion as shown for CNR cells transformed by Rous
Sarcoma Virus (BRACKENBURY et al., 1984). Second, recombinant mutants
appear to propagate much more efficiently than wt-MH2, since titers were
found to be over 106 mitogenic units for MH2-PA200 (RAV-1) as compared to
only 103 focus forming units for wt-MH2 (RAV-1). These two factors concur,
separately or together to favour_the selection of MH2-PA200 like mutants in
infected CNR cells . Such a selection does not occur in chicken fibroblasts
which may explain why this type of mutant was not observed previously.
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Finally, with its mil oncogene MH2-PA200 resembles the mammalian
retrovirus MSV 3611 that includes the mouse analogue raf (JANSEN et al.,
1984) of v-mil and has been shown to induce sarcomas in mice. We are thus
currently testing the in vivo properties of our mutants.
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Figure 1 : Characterization of cloned MH2-PA200 proviral DNA
A) Lambda MH2-PA200 phage DNA was digested with EcoRI, EcoRI-PstI, PstI,
BamHI-HindIII restriction enzymes. Digests (1 ug/lane) were separated on

1 % agarose gels, transferred onto nitrocellulose and hybridized with the
nick-translated probes listed across the top of the figure. Sizes of
significant hybridization positive MH2-PA200 bands are indicated (arrows).

B) Organization of MH2-PA200 DNA : a restriction map of the recombinant
virus can be compared with that of the cloned MH2 Hd (lane 3). Restriction
endonucleases used were RI : EcoRI, K : KpnI, S1 : SstI, P1 : PstI, B1 :
BamHI, X1 : XhoI, B2 : BglII, H2 : HincII, P2 : Pvull, H3 : HindIII. Only
the restriction sites different from those of MH2-PA200 have been indicated
on wt-MH2 provirus restriction map. The first HincII site present in
MH2-PA200 was also a Hpal site. SD : splice donor site, SA : splice
acceptor site. lambda arm DNA 1 ; cellular DNAA/YV ; LTRCH.

Figure 2 : Southern blot analysis of integrated proviruses from wt-MH2 and

mutant infected cells

High molecular weight DNA from infected cells was digested with
EcoRI, Pstl and Xhol-HindIII endonucleases. Size separated cellular DNA
fragments were transferred to nitrocellulose and hybridized with the
BamHI-Hpal v-mil probe. Cell types and viruses are listed across the top of
the figure. p indicates v-mil containing DNA fragments.

Figure 3 : Size of viral transcripts in proliferating NR cells

Poly At containing RNA was denatured, separated on 1 % agarose gel
and transferred to nitrocellulose. Blots were hybridized with the probes
listed across the top. The size of the viral transcripts is indicated in
the left and right hand columns of the figure. Bands at 8.4 and 3.2 kb with
the 5' myc probe were unexpected and probably due to a small contamination
of the myc fragment by other MH2 related sequences.

Figure 4 : Nucleotide sequence of the myc-env junction fragment
The determined nucleotide sequences of MH2-PA200 and MH2-PA201 (shown

in Figure 2 in MH2 CNR lanes) myc -env junction were compared to the myc
sequence of wt-MH2 (GALIBERT et al., 1984) and env sequence of RSV
(SCHWARTZ et al., 1983). For both recombinants, we have indicated the
structure of the BamHI-EcoRI fragment used to determine the sequence. For
MH2-PA200 the nucleotide sequence was determined by the MAXAM and GILBERT
procedure (1980) on both strands, whereas one strand was sequenced for
MH2-PA201. ll represents myc ; asterisks represent nucleotides of myc-MH2
(upper line) and/or env-RSV (lower line) homologous to the nucleotides of
myc-env junction of the mutants. Stretches of nucleotides common in the
three sequences are boxed. '
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Figure 5 : Immunoprecipitation of p1009ag-mil protein in QNR cells
transfected with lambda MH2-PA200 DNA
Growing cells were labelled for 1 hour with 35S methionine, lysed and

incubated with : rabbit anti-gag serum prepared with the bacterially
expressed xhoI-BamHI fragment of the gag gene (F.FERRE, unpublished data)
(lane 1) ; rabbit anti-mil serum (lane 2) ; and the same serum
preincubated with the corresponding polypeptide (lane 3). Cell types used
are indicated on top of the figure.
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ABSTRACT

We have constructed avian retroviruses expressing the human c-myc
oncogene. These viruses morphologically transformed primary guail embryo
fibroblasts upon transfection and infection. Transformed cells produced
viruses harboring a spliced c-myc gene and contained high levels of
p64-67C-MYC protein. One of these infectious viruses, vSX-AHM, was
molecularly cloned and the nucleotide sequence of the spliced c-myc insert
determined. No mutation was found within the c-myc coding sequence of this
transforming clone when compared to the normal genomic progenitor. Thus, we
concluded that no mutation within the human c-myc gene is required to
induce primary avian embryo fibroblast transformation.
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INTRODUCTION

Two types of mechanisms, not mutually exclusive, have been shown to
be involved in activation of cellular oncogenes (c-onc). The first one
refers to disorders inducing an overexpression of these genes by insertion
of promotor/enhancer sequences (Hayward et al., 1981 ; Cohen et al.,
1983 ; Fung et al., 1983). The second one is characterized by the presence
of mutations within the coding sequence of c-onc genes (Santos et al.,
1982 ; Capon et al., 1983 ; Gambke et al., 1985). These two types of
" activation are often found together in transforming retroviruses carrying
v-onc (Santos et al., 1982). The mechanism by which the c-myc oncogene is
activated remains unclear since : 1) transcriptional activation of c-myc
by viral promotors/enhancers (Hayward et al., 1981 ; Payne et al., 1982 ;
Swift et al., 1985) or cellular enhancers (Corcoran et al., 1985) has been
reported, but in several cases point mutations were also found within the
activated c-myc gene (Rabbitts et al., 1983 a and b ; Westaway et al.,
1984 ; Rabbitts et al., 1984 ; Showe et al., 1985 ; Battey et al., 1983)
2) in one case the translocated c-myc gene was free of mutations but a ras
oncogene was activated precluding any conclusions about the transforming
role of c-myc (Murray et al., 1983 ; Wiman et al., 1984) 3) the v-myc
sequence from transforming avian retroviruses exhibits several mutations as
compared to its normal cellular counterpart (Alitalo et al., 1983 ; Watson
et al., 1983 ; Kan et al., 1984). In order to gain some insight on the
mode of oncogenic activation of c-myc we constructed several recombinant
plasmids in which the normal human c-myc gene was linked to viral promotors
or enhancers. We report here that these recombinants are able to transform
primary quail embryo cells as efficiently as a molecular clone of an avian
v-myc containing provirus and that the nucleotide sequence of the activated
c-myc insert was found free of mutations comparatively to the normal human
c-myc gene. This suggests that an overexpression of the normal c-myc
product is sufficient to induce transformation of primary avian embryo
cells.
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RESULTS

Strategy of expression of the human c-myc gene in avian cells

In order to express the normal human c-myc gene into avian cells we
used two distinct strategies. First we introduced human c-myc into the
gename of an avian retrovirus so that the expression of c-myc was under the
control of, and initiated at, a viral promotor ; second, we inserted
enhancer sequences (by use of an inverted LTR) in the upstream part of the
c-myc gene. In that case c-myc expression was initiated at c-myc promotors.

Using a pKH47 vector we constructed four recombinant plasmids
containing human c¢c-myc sequences linked to viral sequences derived from a
molecularly cloned AEV provirus (Vennstrdm et al., 1981).

In three of these recombinants (px-AHM, pSX-AHM and pSm—~AHM) the human
c-myc gene was under control of a viral promotor. Two of them (pX-AHM and
PSX-AHM) contained the XhoI-EcoRI 7 kbp c-myc fragment (Figure 1). In
pX-AHM this fragment was linked to the 2.3 kbp EcoRI-xhol fragment of AEV
proviral DNA which includes the LTRs together with the ATG and splice donor
site of the gag gene (Samarut J. and Xhio J.H., unpublished nucleotide
sequence data). In pSX-AHM, the gag ATG and splice donor site were removed
(see Figure 1). Therefore in this case the normal c-myc initiation codon
was to be used. A third recombinant plasmid (pSm-AHM) was constructed by
inserting the AEV-LTR in the first c-myc intron ; this led to a complete
deletion of the first c-myc exon (see Figure 1). Expression of the c-myc
gene from its own promotors was obtained by construction of a fourth
recombinant vector pEP-AHM which resulted from the insertion, in an
inverted (3' 5') orientation of the AEV-LTR in the upstream part of the
c-myc promotors (Pvull site).

The transforming activity of these recombinant plasmids was assayed by
transfection on quail embryo cells (QEC) using the Ca PO4 coprecipitation
method (these cells are known to be efficiently transformed upon infection
by v-myc containing retroviruses or transfection with the corresponding
proviral DNAs).

Biological activity of the activated human c-myc gene

The four c-myc recombinants were found to induce transformation of QEC
at levels (0.2 -0.5 transformants per ug of DNA) similar to those observed
for molecular clones of wt MH2 (pMH2-Hd) (Coll et al., 1983) and wt MC29
(pMC 38) (Vennstrdm et al., 1981) . No foci were found in QEC transfected
with the non activated human c-myc gene. When the pX-AHM, pSX-AHM or
pSm-AHM c-myc inserts were purified after Bcli endonuclease digestion (in
order to remove the two cellular polyadenylation sites of the c-myc gene
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(Gazin et al., 1984) and allow the retroviral propagation of c-myc RNA)
and transfected together with pRAV-1 DNA on QEC , fully transformed cell
cultures producing transforming viruses were obtained (Figure 2). As shown
in Figure 2C, the morphology of QEC transformed with pEP-AHM was
indistinguishable from that of cells transformed with the other
recombinants. We concluded from these experiments that primary quail
embryo cells can be transformed when the human c-myc oncogene is
overexpressed (see below).

Transcription pattern of the human c-myc recombinants

We next characterized the transformed cultures for c-myc expression
at the RNA level. The QEC used were transformed upon cotransfection with
pX-AHM, or pSX-AHM or pSm-AHM purified inserts and pRAV1 DNA. Each
transformed cell culture produced a transforming virus named vX-AHM,
VSX-AHM and vSm—-AHM respectively. QEC transformed by pEP-AHM resulted from
a pool of ten transformed foci, picked from transfected cultures and grown
up together. Figure 3 represents the autoradiograms of northern blots
hybridized with probes specific of respectively the first, second and
third c-myc exons. Our results clearly indicate that the spliced myc RNAs
predicted in Figure 1 for each recombinant on the basis of nucleotide
sequence data (Gazin et al., 1984) are found in cells transformed by these
recombinants. vX-AHM transformed cells synthesized a 3.4 kb genomic RNA
hybridizing with the three myc probes and a major subgenomic RNA (2.8 kb)
lacking exon 1 and probably generated by the splicing events (described
in Figure 1) joining the splice donor site of the gag sequence to the
splice acceptor site of exon 2. In cells transformed by vSX-AHM, deletion
of the splice donor site of the viral gag gene resulted in the synthesis
of a single 2.9 kb genomic RNA hybridizing with the three myc probes. This
RNA was smaller in size than the expected one (3.2 kb ; see Figure 1).
Nucleotide sequence analysis of the cloned sX-AHM proviral DNA showed that
a deletion of 300 nucleotides occured in the remaining AEV env sequence
presumably during the transfection process (see Figure 5). In cells
transformed by vSm-AHM we only detected a 2.8 kb RMA hybridizing with the
myc exon 2 and exon 3 probes (Figure 3). This suggest that in these cells
the propagated transforming RNA was the spliced transcript of the vSm—AHM
predicted in Figure 1. The pool of cells transformed upon transfection with
pPEP-AHM DNA synthesized the expected doublet of 2.4~2.5 kb mRNAs starting
at the c-myc promotors located in exon 1 as deduced from S1 mapping
experiments (data not shown).
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Proteins synthesized by the human c-myc recombinants

We determined whether cells transformed by our c-myc recombinants
synthesized the previously described p64/67€~MYC proteins (Hann and
Eisenman, 1984) . Extracts of (35S) methionine labelled cells were
immunoprecipitated with a rabbit anti-myc serum. As shown in Figure 4,
vSX-AHM and pEP-AHM transformed cells synthesized a p64/67 doublet
similar to that previously described in the control SCLC N 417 human cells
(Hann and Eisenman, 1984). In vX-AHM and vSm-AHM transformed cells, a 66
kilodaltons (kd) protein was observed. This difference in size can be
explained by the fact that these cells synthesize a c-myc containing mRNA
which can promote translation of a p66 protein initiated at the gag AUG
instead of the c-myc AUG (Figure 1). In addition, Figure 4 shows
immunoprecipitation of the endogenous QEC c-myc protein in similar
conditions. A single faint band of 58 kd molecular weight previously
described by Hann et al. (1983) is detected.

Nucleotide sequence analysis of the c-myc insert of SX-AHM provirus

We next examined whether mutations in the c-myc part of the provirus
had been selected for during the selection procedure. Southern blot
experiments demonstrated that only one type of provirus was present in the
vSX-AHM (RAV-1) transformed QEC. We molecularly cloned this provirus and
its transforming activity was confirmed by transfection on QEC and found
similar to that of MC29 proviral DNA. Figure 5 shows the restriction map
of the cloned provirus and the strategy used to determine its nucleotide
sequence by the Maxam and Gilbert procedure (1980). Comparison of this
sequence with that of the normal genomic c-myc gene (Gazin et;. al., 1984)
indicated that no mutation had occured within the c-myc coding sequence
during the propagation of this virus.
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MATERIALS AND METHODS

Construction of human c-myc recombinants

The human genomic c-myc clone used was isolated from a normal human
DNA library as described and sequenced by Gazin et al (1984). Construction
of human c-myc recombinants was made as follows. A 2.4 kbp Pvutl-xhoil
fragment, including the 3' part of the Amp gene of pKH 47 (Hayashi, 1980)
the end of the env gene, two functional LTRs and the beginning of the gag
gene (with the splice donor sequence) of a cloned AEV provirus (pAEV 11,
Vennstrdm et al., 1980) was purified by agarose gel electrophoresis. This
fragment was introduced into p c-myc (pKH47 containing the 12 kbp EcoRI
c-myc fragxnént) by ligation in the Pvul (plasmidial)-xhol (c-myc) sites of
this plasmid. This generated the plasmid named pX-AHM. The nomenclature
used to refer to the recombinant molecules is p for plasmid, v for virus,
followed by the initial of the endonuclease used to generate the
recombinant (when two enzymes are used, the first refers to the
restriction site of the retroviral sequence, the second refers to the
restriction site of the c-myc sequence) ; AHM refers to Activated Human
Myc. The pSX-AHM DNA derived from the pX-AHM DNA by removing the
Sst1-xhol gag-myc junction fragment. The following procedure was used :
the pX-AHM DNA was digested with Sst1 endonuclease and treated with DNA
polymerase I, large fragment (Klenow polymerase). The same amount of this
plasmid was digested with Xho1l endonuclease and similarly treated with
Klenow polymerase. These two DNAs were then digested with HindIII
endonuclease (located in the plasmid) and the large SstI-HindIII fragment
and the small XhoI-HindIII fragment were purified and ligated to generate
pSX-AHM DNA. pSm—-AHM was generated by deletion of the small SmaI-Smal
insert gag-myc exon 1 fragment of pX-AHM. pEP-AHM was obtained in four
steps, and detailed strategy is available upon request. This recombinant
plasmid contained an inverted (3' 5') AEV-LTR inserted in the Pvull site
located upstream from c-myc exon 1.
Transfection procedure

Primary cultures of quail embryo cells (QEC) were prepared from 10
days-0ld japanese quail embryos ; 2 days later the cells were passaged, and
106 cells were seeded onto 60 mm petri dishes in Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10 % heat inactivated fetal calf
serum (FCS). Transfections were carried out as described by Graham and Van
der Eb (1973) using 30 ug of purified Bcll insert of c-myc recombinant and
5 ug of pRAV] plasmid DNA (a gift of J.M.Bishop). In experiments without
helper pRAV1 DNA, we used 30 ug of ‘plasmid DNA. After 16 h, the
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transfected cells were seeded in two 100 mm petri dishes and propagated
until complete transformation. Transformed foci which appeared in
transfection experiment without pRAV1 DNA were picked, pooled when
necessary and grown up in DMEM 10 % FCS.

Nucleic Acid Analysis

Total cellular RNA was extracted and fractionated on oligo
(dT)-cellulose. Polyadenylated fractions were denatured by glyoxal
treatment, submitted to electrophoresis in 1 % agarose gels and
transferred to nitrocellulose. Blots were hybridized to 32p-labelled DNA,
washed and subjected to autoradiography at - 70°C as previously described
(Coll et al., 1983).

Cloned DNA probes
DNA fragments for the preparation of 32p probes were obtained from

suitable recombinant plasmids by endonuclease digestion and agarose gel
purification. Human c-myc probes corresponding to exon 1 (Xhol1-Sst1
fragment), exon 2 (Sst1-Sst1 fragment) and exon 3 (Clal-EcoRI fragment) are
depicted on top of Figure 1.
Cloning procedures

QEC infected with virus produced from QEC cotransfected with pSX-AHM
and pRAV1 DNAs were used as source of DNA, and a partial EcoRI gene library

was prepared in Charon 4A vector, as reported (Coll et al., 1983).
Subcloning of the SX-AHM provirus was performed in the EcoRI site of pKH
47 (Hayashi, 1980).

Protein labelling and immunoprecipitation

Labelling was performed on semi-confluent cultures seeded in 100 mm
petri dishes by incubation of the cells in 3 ml Modified Eagle Medium
lacking Methionine and 0.20 mCi 35S Methionine for 45 minutes. These
cells were lyzed in 3 ml of O.1 % SDS, 1 % triton, 0.5 % deoxycholate and
1 % trasylol, Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM buffer (RIPA)
and clarified at 100.000 g for 1 hour. 0.25 ml of the supernatant was then
incubated for 3 hours at 4°C with 5 ul rabbit antiserum prepared with a
bacterially expressed polypeptide corresponding to the carboxy terminal
part of the human ¢-myc protein (Martin et al., 1986). 10 mg of protein A
sepharose beads were added to each sample for 3 hours at 4°C. Beads were
washed in RIPA buffer, then in a buffer containing Tris HCl 10 mM pH 7.4,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM. Radioactivity was recovered from beads by 5
minutes. boiling in electrophoresis loading buffer (1 % SDS, 5 %
mercaptoethanol, 10 % glycerol, 50 mM Tris-HCl pH 6.8) and loaded onto 10 %
acrylamide gels, followed by fluorography of the dried gel (Martin et al.,
1986).
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Nucleotide sequencing of SX-AHM c-myc insert

Plasmid DNA containing the SX-AHM molecularly cloned provirus was
digested with restriction endonuclease (see Figure 5). Fragments were
recovered from a 1 % agarose gel and subjected to nucleotide sequencing by
the Maxam and Gilbert procedure (Maxam and Gilbert, 1980). The fragments
were dephosphorylated and labelled with 32p ATP and polynucleotide kinase
as described (Herisse et al., 1980). To separate the two labelled strands,
fragments were denatured at 92°C in 30 % dimethylsulfoxide and fractionated
in a polyacrylamide gel. 5' labelled single stranded fragments were
recovered from the gel and subjected to chemical degradation with reagents
specific for G, AG, CT, C and AC.
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DISCUSSION

The studies described above were aimed at determining whether
mutations were required for the acquisition of oncogenic properties by the
human c-myc gene. Among the myc alleles available , only v-myc genes in
retroviral genomes exhibit a readily observed, single-step oncogenic effect
in cell culture. This may be due either to the presence of mutations in the
v-myc alleles (Papas and Lautenberger, 1985) or to the overexpression of
this gene by retroviral promotors or to the peculiar reaction of tested
biologicalv systems towards the myc product. For example, expression of
v-myc in rat fibroblasts induces a subtle although detectable transformed
phenotype measured by immortalization of these cells (Mowgneau et al.,
1984). However introduction of v-myc into a murine retrovirus leads to a
recombinant able to transform rodent fibroblasts and macrophages in vitro
(Vennstrdm et al., 1984). In another system v-myc induces preneoplastic
transformation of avian lymphocytes in a bursal transplantation assay
(Neiman et al., 1985) whereas it transforms fibroblasts and macrophages of
the same origin (Graf and Stehelin, 1982). Thus, it appears difficult to
appreciate the respective part of transcriptional activation, somatic
mutation and the biological system used in the transforming potential of
the myc product.

A biological assay described by Land et al (1983) for c-myc oncogene
transformation requires conditions in which a second oncogene is present.
This type of assay allowed Lee et al (1985) to show that augmented
expression of the normal human c-myc gene was sufficient for
cotransformation of rat embryo cells with an activated ras gene. Our
results clearly support the idea that in appropriate biological systems an
overexpression of the normal c-myc gene is sufficient to induce cellular
transformation since we did not find any mutation in the c-myc coding
sequence isolated from avian fibroblasts transformed by the vSm-AHM
recombinant retrovirus described in this paper.

Two sets of proteins are synthesized by these recombinant
retroviruses : the normal myc doublet p64-67 found in SX-AHM and pPEP-AHM
transformed cells probably initiates at the c-myc AUG because these
fecombinants do not contain any gag sequence. The second type of myc
protein, the p66 protein found in vX-AHM and vSm—AHM transformed cells is
probably translated from the gag AUG, first AUG codon in phase with the myc
gene sequence in these viruses. As a reshlt, the p66 protein probably has
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six gag derived amino acids at its amino terminus ; this could explain the
difference in molecular weight between the two species, p64 and pé66.
Therefore, as the p66 protein and the p64-67 doublet exhibit the same
oncogenic properties, the 6 amino acids derived from the gag gene in p66
presumably do not play an important role in fibroblast transformation.
Similar results have been obtained by Shaw et al (1985) with deletion
mutants of MC29 confirming that gag sequences are not required for
fibroblast transformation by v or c-myc. »

Tumorigenesis in vivo 1is probably a more complex process than
transformation of a cultured cell in vitro and it is likely that diverse
alterations of c-myc can confer a growth advantage to cells in vivo. Thus
we injected vSX-AHM with RAV1 helper viruses into chick embryos.
Preliminary data revealed that this virus induces endotheliomas and solid
tumors in the chicken (F.Dieterlein, personal communication). In summary,
our results demonstrate that an overexpression of the human c-myc gene
product is sufficient to induce avian primary embryo cells transformation

and tumor formation.
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FIGURE 1 : Construction of human c-myc recombinants

The restriction map of the human c-myc genomic DNA used is depicted on
top of the figure.

For each human c-myc recombinant we successively depicted the

structure of the construction (retroviral LTR as an open box) and the
structure of the ligated Bcl1 insert (except for pEP-AHM) transfected on
quail cells and the expected mRNAs. The RNAs for vX-AHM vSX-AHM and vSM-AHM
recombinants (as illustrated by the prefix v) initiate at viral promotors
present in the LTR sequences and correspond to spliced RNAs able to be
virally propagated ; pEP-AHM mRNAs initiates at the c-myc promotors.
Pr, promotor sequence ; Ly transcriptional direction ; SD, Splice donor
site ; SA : splice acceptor site ; P.A.S, polyadenylation site ;g= exon ;
== intron ';:]- LTR, retroviral sequence ;w, pKH 47 ; exl delineates the
extent of the probe corresponding to exonl (Xhol-Sst1), ex2 (Sst1-Sst1) the
probe corresponding to exon2, ex 3 (ClaI-EcoRI) the probe corresponding to
the third exon ; AUG, AUG 1in phase with the c-myc sequence ; (brackets)
in (Sst1-xXho1) and (EcoRI-Pvull), means that the restriction sites were
filled-in with DNA polymerase I (Klenow fragment) prior to ligation.

FIGURE 2 :Transforming ability of recombinant c-myc constructs

Quail embryo cell cultures were transformed as described in Materials
and Methaods.
a : normal QEC, b : QEC transformed upon cotransfection with pMC38 (v=myc)
and pRAV-1, c¢,d,e,: QEC transformed upon cotransfection with pRAV1 and
respectively X-AHM, SX-AHM and Sm-AHM Bcl1 inserts ; f : QEC transformed
upon transfection with pEP-AHM DNA (magnification X200).

FIGURE 3 : Size of myc transcripts in quail embryo cells transformed by
hunan c-myc recombinants

Poly At containing RNA was denatured, separated on agarose gel and
transferred to nitrocellulose as described (Coll et al., 1983). Blots were
hybridized with the 32p nick translated probes described in Figure 1 and
indicated on top of each lane. The transforming viruses or DNA are
indicated on top of the figure. p Ribosomal RNA markers.

FIGURE 4 : Immunoprecipitation of human myc proteins in QEC transformed by
c-myc recombinant

Labelling was performed on semi confluent cultures seeded in 100mm
Petri dishes and described in Materials and Methods. Transforming viruses
or DNA are indicated on top of the figure. As a control the c-myc product
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in human cell line SCLC N-417 and in QEC were immunoprecipitated in similar
conditions ;-—» standard molecular weight markers from BRL Inc. are listed
on left of the figure.

FIGURE 5 : Restriction map and strategy of sequencing of the c-myc insert

of vX-AHM provirus

The restriction sites relevant in the provirus are indicated. Gel purified
restriction fragments used for DNA sequencing (restriction enzymes in the
left hand column) were labeled at their 5' termini using (32p) ¥ATP and
polynucleotide kinase and sequenced according to the Maxam and Gilbert
procedure. Closed circles indicate the cleavage points inside of each
insert and horizontal arrows the direction and length of the sequenced DNA
strands. A
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RESUME

Le rétrovirus oncogéne MH2 (Mill Hill N°2) contient deux génes, v-mil
et v-myc, qu'il a transduit dans son génome a partir des séquences

cellulaires distinctes c-mil et c-myc conservées phylogénétiquement.

Nous avons déterminé une propriété spécifique a chacun des genes de ce
virus et montré que ces génes étaient capables de coopérer pour la
transformation de cellules d'origine nerveuse.

Pour réaliser ce travail, des mutants du virus MH2 n'exprimant que le
géne v-mil ou que le géne v-myc étaient nécessaires et ils ont été obtenus
par deux voies différentes: nous avons fabriqué de tels mutants a partir du
provirus cloné de MH2 et parallélement, a partir du virus MH2 sauvage, ont
été sélectionnés des mutants dont nous avons ensuite caractérisé le génome.

Enfin nous avons déterminé un type de modification capable de conférer
au gene myc humain cloné un pouvoir transformant in vitro semblable a celui

du géne v-myc du virus MH2.

I1 est bien établi que l'apparition des cancers spontanés est un
processus multi-étape. La mise en évidence de la coopération des génes

v-mil et v-myc dans la transformation pourrait suggérer que leurs

homologues cellulaires humains, s'ils étaient activés ensembles dans une
méme cellule, seraient susceptibles de coopérer et participer de cette
facon a l'apparition de cancers chez 1'homme. La détermination de modes

d'activation des génes c-mil et c-myc clonés pourrait faciliter la mise en

évidence de tumeurs ou ces genes cellulaires seraient activés ensembles.





