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Les rétrovirus oncogènes responsables chez l'animal de l'appariton de néoplasmes variés 

sont le résultat d'une recombinaison entre le génome d'un virus non transformant, et des gènes 

cellulaires phylogénétiquement consex-vés, les oncogènes. 

Nous avons analysé la structure du génome de 7 rétrovirus aviaires responsables de 

l'apparition de leucémies aiguës chez l'animal. Nos travaux ont permis d'isoler 4 oncogènes erbA, 

erbB, mvc et W. -- 
-a et a sont portés par le vins AEV induisant des érythroblastoses; 

-mvc - est présent dans 4 virus (dont MH2) induisant une myélocytomatose; 

-mvb - est porté par deux virus transformant les myéloblastes. 

L'analyse du génome de MH2 nous a amené à supposer l'existence d'un oncogène 

supplémentaire au sein de ce vins, lequel a pu être ulterieurement cloné dans le laboratoire et 

dénomné mil. 
Le clonase moléculaire des oncogènes cellulaires montre que les gènes viraux sont des 

versions tronquées en 5' et en 3' des ces gènes, ce qui suggère que cette amputation peut être un 

des mécanismes de leur activation oncogénique. 

La mesure du taux d'ARN correspondant à ces différents gènes cellulaires nous a permis de 

montrer <lue les cellules hématopoïétiques immatures des différentes lignées érythroïde, myéloïde et 

lymphoïde (mais pas les cellules matures), accumulent les ARN mvc et &. Cela suggére que le 

produit normal de ces gènes est impliqué dans la prolifération de ces cellules indifférenciées, et que 

la transformation des cellules hématopoïétiques par les virus étudiés n'est pas tributaire de 

l'expression de ces oncogènes pour se réaliser. 

Afin d'aborder d'une façon plus biologique les mécanismes de la transformation cellulaire, 

nous avons introduit l'oncogène mvc humain sous le contrôle transcriptionnel d'un promoteur 

viral, dans des fibroblastes embryonnaires de cailles: ces cellules se sont transformées et nous 

avons pu démontrer que la sur expression du produit mvc normal était suffisante pour transformer 

ces celliiles. 

D'autre part, le virus MH2 portant deux oncogènes, nous avons pu montrer à l'aide de 

mutants amputés dans l'un ou l'autre de ces oncogènes que le gène mil possède une activité 

biologique décelable sur des cellules nerveuses quiescentes; le produit du gène mil fait proliférer ces 

cellules que le produit du gène nivc parvient alors h transformer. 

L'étude des rétrovirus transfom-iants s'est avérée essentielle pour aborder les mécanismes de 

la transformation cellulaire, ainsi que les processus fondamentaux que sont ln mitose et la 

diff6renciation. 
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-Activation : modification entrainant le dérèglement d'un oncogène, aboutissant à une 

modificasion quantitative ou qualitative de son produit. 

-ADN polymérase ARN dépendante = Rétropolymérase = Réverse transcriptase = 

Rétrotranscriptase : enzyme d'origine rétrovirale capable de convertir une matrice 

ARN en ADN. 

-ALV : "Associated Leukosis Viruse", rétrovirus aviaire compétent pour la réplication et 

dépourvu de gène oncogène. 

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

-bp : paires de bases d'ADN ; kbp, millier de paires de bases. 

-CSF : "Colony Stimulating Factor", hormone indispensable à la survie, la prolifération 

et la différenciation des cellules hématopoïétiques. 

-Différenciation : Mécanismes biochimiques induisant un changement dans le génotype 

et/ou le phénotype cellulaire. 

-DLV : "Defective Leukemia Viruses", rétrovirus aviaire induisant des leucémies aiguës et 

défectif pour la réplication. 

-"enhencerV: séquence activamce de la transcription. 

-épissure : mécanisme permettant l'élimination des introns d'un ARiU. 

-"helper": ALV auxilliaire, permettant ln propagation de rétrovirus aviaires défectifs pour la 

réplication. 

-kb : kilobases, milliers de bases d'ARN. 

-kd : kilodaltons. 

-LTR : "Long Terminal Repeat", séquence constituée de U3RU5 (350 bp) et présente à 

chaque extrinité de 1' ADN proviral. 

-Oncogène : gène dont le produit peut induire la transformation cellulaire. Par extension, 

gène fréquemment impliqué dans les tumeurs. 

v-onc : gène oncogène viral. - 
c-onc : gène oncogène cellulaire; la dénomination des oncogènes doit rappeler le type de 

maladie induit ( p z  exemple g& pour érythroblastose), le lieu de découverte (mil pour 

Mill Hill), le nom du découvreur (abJ pour Mr Abelson) ou encore une particularité 

biochimique (trk pour tyrosine kinase). Les c-onc humains sont notés ONC. 

-px : protiine x mature. 

-ppx : phospho-protéine x. 

-Px : protéine de fusion x. 

-Pr : protéine précurseiir. 
-PI( : Protéine Kinase. 



-QEC : "Quai1 Embryo Cells", cellules d'embryons de cailles japonaises de 10 jours, 

\ 
\ 

essentiellement constituées de fibroblastes. 

-QNR : "Quail Neuroretina Cells", cellules de neurorétines d'embryons de cailles 

japonaises de 7 jours. 
l 

-Transformation cellulaire : Evénement induisant une perturbation dans la prolifération etrou 

I la différenciation cellulaire, aboutissant à l'apparition d'une tumeur dans un 

organisme. I n  vitro la transformation se traduit par une modification de la 
morphologie et des conditions de croissance. 



Dans l'introduction de ce mémoire nous avons présenté les résultats permettant d'impliquer les 

oncogènes dans la prolifération et la différenciation cellulaire. Nous avons également envisagé les 

divers mécanismes capables de rendre compte de l'activation des oncogènes dans les tumeurs 

spontanées. II est évident que les oncogènes cellulaires ne sont pas là pour transformer les cellules, 

et que ce terme recouvre en fait notre ignorance de leurs fonctions exactes. Devant l'ampleur du 

domaine, nous nous sommes limités la plupart du temps à ne citer que les travaux les plus récents 

et cette introduction est conçue comme un document de travail pour les personnes désirant se 

familiariser avec ces sujets. Ce domaine évoluant très vite, il n'est pas possible d'être exhaustif, et 

nous sollicitons l'indulgence du lecteur . 
Les cancers proviennent de la prolifération anarchique de quelques cellules. Une perturbation de 

des mécanismes susceptibles d'amener une multiplication cellulaire (mitose/différenciation et leur 

régulation, surveillance irnmunologique ...) peut être à la base de leur apparition. Dans de nombreux 1 
tissus, la mitose qui permet la croissance est notamment régulée par la différenciation qui restreint la i 
division cellulaire en modifiant le statut de la cellule. Certaines voies biochimiques permettant 

mitose et différenciation sont très semblables sinon identiques, expliquant en partie pourquoi un 
l même gène peut (selon le type cellulaire) induire l'une ou 1' autre réaction. Certains des gènes l 

l 
cellulaires qui jouent un rôle dans la prolifération s'avèrent également être des gènes oncogènes, 

lorsqu'une anomalie dans leur structure ou leurs éléments de régulation aboutit à leur "activation". 

Les rétrovirus, qui possèdent la remarquable propriété de pouvoir recombiner avec du matériel 

cellulaire ont cloné et activé certains de ces oncogènes qui sont à la base de leur pouvoir 
1 
l 
I 

transformant. Ces virus sont répandus dans le règne animal, un même oncogène pouvant être I 

1 
capturé par des virus d'espèces différentes. Ces virus constituent une source privilégiée d' 

oncogènes, une autre source étant l'ADN de certaines tumeurs spontanées. 1 

Dans ce mémoire, nous présentons un certain nombre de résultats que nous avons obtenus en 

étudiant le pouvoir transformant de rétrovirus aviaires induisant chez l'animal des leucémies I 

aiguës. Nous avons eu la chance de commencer ce travail au moment où le premier oncogène 

cellulaire venait d'être découvert, démasquant ainsi les perspectives de l'ontologie génétique. Ces 

circonstances jointes au fait que ce mémoire rapporte un travail collectif, expliquent que plusieurs 

rétrovirus ainsi que leurs oncogènes soient étudiés. Nous avons tout d'abord analysé la structure 1 

du génome de ces virils, ce qui nous a permis de définir leur analogie avec les rétrovirus dépourvus 

d'oncogènes, puis de mettre en évidence les oncogènes qu'ils contiennent. Ces derniers nous ont 
l 

permis d'accéder à la structure et à l'expression de leurs équivalents cellulaires dans les cellules 

normales, ou transformées par différents agents. Le clonage moléculaire de ces oncogènes 



cellulaires a permis d'en préciser la structure fine et de suggérer quelques mécanismes d'activation 

oncogénique. Nous avons pu montrer, en réintroduisant l'oncogène MYC dans des cellules saines, 

qu'une perturbation des signaux de contrôle de cet oncogène suffisait il transformer les cellules. 

Enfin, certains de ces rétrovirus contenant deux oncogènes, nous avons étudié pour l'un de ces 

virus (MH2), un modèle biologique permettant de mettre en évidence une synergie entre les 

produits viraux dans la transformation de ces cellules. 



De tous les grands problèmes biologiques, celui de la transformation cellulaire maligne 

rencontre actuellement le plus d'échos, à la fois au sein de la communauté scientifique et du grand 

public. Cet intérêt est motivé par la grande complexité du sujet mais également par l'aspect 

dramatique fréquemment revêtu par la maladie qui en découle. Le cancer doit son succès à son 

polymorphisme, à peu près tous les tissus peuvent être atteints, et toutes les espèces concernées. 

La plupart des métazoaires peuvent être affectés par des désordres touchant la croissance et la 

différenciation cellulaire, aboutissant à l'apparition de tumeurs localisées ou disséminées. 

Ces tumeurs, induites par de nombreux agents (Hiatt et al., 1977) peuvent être limitées à 

l'organisme porteur; dans ce cas la tumeur dérive d'une seule cellule transformée (origine clonale). 

La tumeur peut se répandre dans la population par la propagation de virus oncogène (origine I 

polyclonale). D'une façon générale, les tumeurs induites par les différents virus oncogènes sont 

indiscernables des tumeurs induites par les agents non biologiques (physiques ou chimiques) et 
I 

sont largement répandues dans le règne animal (RNA Tumor Viruses, 1982). L'existence de tels 

virus a permis l'étude au niveau moléculaire de l'apparition et de la maintenance de ces tumeurs, I 

travaux qui ont littéralement explosé depuis la fin des années 70. Il était en effet inconcevable de 
I 

l 
"pêcher" au sein d'un génome eucaryote le ou les gènes impliqués dans les processus malins. Par 

contre, le génome rudimentaire des virus oncogènes a pu être directement étudié, et dans le même I 

temps, ces virus ont été utilisés pour "sonder" le génome de la cellule hôte. 

De tous les virus oncogènes, les plus simples font partie de la famille des rétrovirus. Cette 

famille est composée de virus à ARN et se subdivise en trois sous-familles : 

(1) les Oncovirinae qui regroupent tous les virus oncogènes ainsi que quelques représentants 

non oncogènes; 

(2) les Lentivirinae, qui regroupent les virus des affections lentes dégénératives du système 1 
nerveux, tel que le virus visna du mouton, et probablement le virus humain LAV (HIV) 

responsable du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) (Rabson et Martin, 1985); 

(3) les Spumavirinae qui produisent des infections persistantes en l'absence de tout signe 
clinique. 

Tous ces virus possèdent la particularité de dépendre, pour parasiter la cellule hôte, d'un 

intermédiaire ADN synthétisé par un enzyme viral : l'ADN polymérase ARN dépendante encore 

appelée rétropolymérase (Temin et Baltimore, 1972, Verma, 1977). 

B - LES RETROVIRUS 

1 - PRESENTATTON GENERALE 

Tous les rétrovirus ont en commun d'autres caractéristiques : ils possèdent un ARN 
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génomique diploïde (de coefficient de sédimentation de 60-70 S) constitué de deux sous-unités. 

1 L'extrémité 5' de l'ARN porte le classique capuchon (cap) m7 5'Gppp5' Gm (Furuichi et al., 

, 1975) et l'extrémité 3' est polyadénylée (Bender et Davidson, 1976). De polarité positive, 1'ARN 
I peut être directement utilisé pour synthétiser les protéines virales. Cependant, cet ARN semble 

exister sous deux formes (circulaire et relaxée) et c'est la forme relaxée qui servirait à synthétiser les 
I protéines, la forme circulaire étant encapsidée (Darlix, 1986). Le génome des rétrovirus compétents 

pour la réplication est constitué de trois gènes codant pour les protéines de structure; ce sont, de 5' 

l en 3' les gènes gag codant pour les protéines internes, pol codant pour la réverse transcriptase et 

env codant pour les protéines d'enveloppe responsables de l'infectivité du virus. 

- La stratégie de propagation utilisée par tous les rétrovirus est la même (Figure 1) : 

- la particule virale s'adsorbe sur les récepteurs présents à la surface de la cellule hôte; 

- le virus pénètre dans la cellule et son ARN, associé à la réverse transcriptase est 

aussitôt transcrit en ADN double brin linéaire, puis circularisé; 

- cet ADN s'intègre dans le génome de la cellule où il est transcrit par la machinerie 

cellulaire en ARN génomique et éventuellement sous-génomique (produit par l'épissure de 1'ARN 

génornique, afin de permettre la traduction des gènes situés en 3' du génome); 

- les protéines virales sont synthétisées à partir de ces ARN le plus souvent sous la 

forme de précurseurs polypeptidiques, ultérieurement phosphorylés, glycosylés et clivés selon les 

besoins du virus. Le clivage des polypeptides précurseurs se ferait juste avant le bourgeonnement 

des particules virales en certains sites privilégiés de la membrane (sur lesquels seront fixées les 

glycoprotéines d'enveloppe du futur virus). 

Il est à noter que la stratégie idéale, pour un rétrovirus parasite total, consiste à être le moins 

nocif possible pour la cellule et si possible même, passer inaperçu en laissant la cellule le répliquer 

avec son propre génome. De ce point de vue, c'est ce qu'ont réalisé avec succès les rétrovirus 

endogènes qui sont la plupart du temps inoffensifs pour l'animal porteur. 

II - MORPHOLOGIE DES RETROVIRUS 

Ces virus peuvent être classés en 4 types morpholologiques sur la base des observations de 

microscopie électronique (Gross, 1970). Cette classification essentiellement descriptive recouvre 

cependant des différences fonctionnelles. 

a-Les particules de tvwe A : ce sont des particules non infectieuses, intracellulaires, de 

60 à 90 nm de diamètre, avec un centre clair entourées d'une double coque. Ces particules peuvent 

être intra-cytoplasmiques ou intra-cistemales; leur rôle est mal connu. Leur génome est apparenté au 

génome des particules de type B et D (Ono et al,, 1985). 

b-Les particules de tvse B : ce sont des particules de 125 à 130 nm de diamètre dont le 

nucléoïde dense est excentré dans la particule enveloppée. Le virus de la tumeur mammaire de la 

souris (MMTV) est un virus de type B. 



c-Les particules de v e  C : ce type morphologique regroupe la majorité des rétrovirus. 

Les particules enveloppées ont un diamètre de 80 à 110 nm, un nucléoïde clair en position centrale 

qui mature en bourgeonnant à la surface de la cellule. 

d-Les uarticules de type D : ces particules ne se rencontrent que chez les primates; d'un 

diamètre de 100 à 120 nm, elles ont un nucléoïde dense, excentré, mais différent des particules de 

type B par leurs images de maturation. 

Enfin, sur des données de séquences nucléotidiques, un cinquième groupe, E, pourrait être 

créé pour le virus de la leucémie bovine (BLV) et les virus lymphotropiques T humains (HTLV) 

(Sagata et al., 1985). 

III - STRUCTURE DU GENOME VIRAL 

Les rétrovirus sont des parasites cellulaires évolués et très spécialisés. Leur génome est utilisé 

au mieux pour coder les différentes protéines nécessaires à la vie du virus. Une même séquence 

nucléotidique peut servir à coder des polypeptides non apparentés, en utilisant des cadres de lecture 

différents. Les éléments du génome dépourvus de capacité codante (à ce jour du moins) 

représentent environ 10% de I'ARN viral et contiennent les différentes séquences de régulation 

contrôlant la transcription, le mécanisme d' épissure, la rétrotranscription et l'encapsidation du 

génome viral. Certains de ces signaux peuvent avoir un impact important sur la vie de la cellule 

elle-même, par exemple, les séquences contrôlant la transcription du provirus sont capables d'agir 

sur l'expression de nombreux gènes cellulaires. 

Nous allons privilégier, pour les besoins de ce mémoire, un rétrovirus aviaire transformant et 

compétent pour la réplication, le "Rous Sarcoma Virus" ou RSV (Coffin, 1979; RNA Tumor 

Viruses, 1982). Le génome de ce virus (qui est l'un des premiers virus sarcomatogènes découverts 

(Rous 191 l)), est actuellement très bien connu, et sa séquence nucléotidique est déterminée (RNA 

Tumor viruses 1982; 1985; Schwartz et al., 1983). Ce virus sarcomatogène contient les trois gènes 

de structure des rétrovirus, mais également un gène oncogène (Stéhelin et al., 1976a) qui lui 

confère sa capacité transformante (Figure 2). Son génome est composé de deux molécules dtARN 

identiques de 9305 nucléotides (pour le RSV-PR-C) soit 37 S de coefficient de sédimentation, liées 

entre elles par leurs extrémités 5' (Bender et Davidson, 1976) et présentant de nombreuses 

structures secondaires et tertiaires (Darlix et al., 1985; Darlix, 1986). A chaque ARN contenant 

l'information virale est associée une molécule de t-ARN. 

Le terme générique de RSV regroupe en fait plusieurs virus extrêmement proches : les virus 

B77 (Bratislava), CZ (Can-Zilber), EH (Engelbreth-Holm), HA (Harris), PR (Prague), SR 

(Schmidt-Ruppin) et BH pour un autre RSV dépourvu du gène env (le virus Bryan). Les produits 

du gène env permettent une classification du RSV et des virus apparentés en sous classes, selon les 

récepteurs présents à la surface des cellules hôtes. La compatibilité entre les glycoprotéines virales 

d'enveloppe et les récepteurs cellulaires se traduit pour le virus par une infection possible. Les 
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différents sous-groupes déterminés de cette façon sont notés de A à 1. Ainsi, Bratislava est de 

sous-groupe C, Cm-Zilber : D, Engelbreth-Holm : A, Harris : B, Prague selon les isolats : 
l 
I A,B,C,E, et Schmidt-Ruppin de sous-groupe A,B,D, ou E. Le virus Bryan dépourvu d'enveloppe 
1 n'a pas de sous-groupe. Les différents composants décrits plus loin (séquences de régulation et 
1 gènes) du génome viral se décomposent de la façon suivante de 5' en 3' : 
l 5' Cap-R-U5-AT-L-gag-po1-env-src-U3-R-A~200 3' 
1 

l Certains des signaux présents sur la molécule dlARN viral ne seront utilisés que dans la 
1 

réplique ADN de cette molécule. La structure de l'ADN proviral intégré, de par le mode d'action de 
l 

la rétropolymérase, n'est pas strictement semblable à la molécule CI'ARN : les régions U3 et U5 se 
1 retrouvent répétées en 5' et 3' du génome pour aboutir à une structure connue sous le nom de LTR 

l (Long Terminal Repeat). Cette duplication se fait évidemment au niveau des signaux présents sur 

la molécule d'ADN (Shank et Varmus, 1978; Coffin, 1979). Ainsi la structure du provirus est la 
1 

l suivante : 

5' U3-R-U5-AT-L-gag-pol-env-src-U3-R-US 3' 

a-Les séquences non codantes 

1) La séauence R : elle varie selon les virus entre 16 et 80 nucléotides (21 pour 

le RSV-PR-C) et est répétée aux extrémités 5' et 3' du génome viral (Haseltine et al., 1977; Coffin 

et al., 197th). Elle semble avoir un rôle clé lors de la rétropolymérisation de 1'ARN en ADN (voir 

plus loin). 

2) La sé~uence U5 : elle varie selon les virus de 76 à 120 nucléotides (80 pour le 

RSV-PR-C) et ne semble pas avoir de fonction particulière (Dhar et al., 1980; Shimotohno et al., 

1980). Cette région est très strictement conservée au sein des virus d'une même espèce. U5 a 

permis entre les différents virus une classification qui révèle quelques faits curieux d'un point de 

vue phylogénétique : par exemple, la région U5 du virus de la réticuloendothéliose aviaire (REV) 

est plus proche des virus endogènes de singe que des autres virus mammifères ou aviaires. 

3) La séq~ience AT : cette séquence représente le site d'attachement du t-ARN 

sur 1'ARN génomique et elle est complémentaire des 16 à 19 nucléotides de la région 3' du t-ARN 

(18 pour le RSV-PR-C). L'extrémité de ce t-ARN servira d'initiateur pour la rétropolymérase. Le 

t-ARN fixé sur I'ARN génomique est différent selon les virus : le t-ARN des RSV est le t-ARNttp. 

Ce site de fixation de I'ARN de transfert est situé à 101 nucléotides de l'extrémité 5' de I'ARN viral 

du RSV-PR-C. 

4) La séauence L : cette séquence est située à la fin de la région AT et au début 
de la région codante du gène gag. Elle varie selon les virus entre 250 (RSV-PR-C) et 300 

nucléotides (MMTV) (Dhar et al., 1980; Shimotono, 1980). Cette séquence a une grande 

importance par les signaux qu'elle porte : 

-La séquence L serait impliquée dans l'encapsidation des ARN viraux (Shank et 
Linial, 1980; Nishizawa et al., 1985; Darlix, 1986). 

-La séquence L participe à la formation des dimères d'ARN, par l'intermédiaire 



l 
1 , de ponts hydrogènes (Haseltine et al., 1977; Dhar et ai., 1980). 

1 - La séquence L contient les signaux nécessaires à la fixation des ribosomes sur 

la molécule d'ARN (Petersen et Hackett, 1985). 

l 5) La sénuence U3 : Cette séquence fait partie d'une région qui a tout d'abord été 
1 définie comme la région C, à savoir une séquence de 600 nucléotides conservée par les mutants du 
l RSV devenus non transformants après avoir perdu le gène a (td RSV, Wang et a1,.1975). Cette 

séquence est maintenant définie comme étant la partie 3' du génome, réitérée lors de la 

rétropolymérisation de 1'ARN viral en ADN (voir plus loin). Cette séquence particulière varie entre 

250 nucléotides (RSV-PR-C) et 1200 nucléotides (pour le virus MMTV). 

U3 contient au moins deux types de signaux essentiels différents : le signal induisant la 

polyadénylation de I'ARN viral, AAUAAA (nucléotides 9285-9290) ( Montel1 et al., 1983; Chen et 

Barker, 1984) bornant 1'ARN en 3'. Le deuxième type de signal permet de contrôler la transcription 

du provirus et sera utilisé dans l'ADN proviral. La numérotation des nucléotides du LTR 

(U3-R-U5) situé en 5' se fait de façon négative à partir du ler nucléotide de la séquence R (noté lui 

+1) selon le sens utilisé lors de la transcription de l'ADN. Ainsi le signal de polyadénylation 

AATAAA est situé en position -2 à -7 dans la séquence U3 du LTR 5'. Les séquences utilisées 

pour contrôler la production de I'ARN viral sont de 3 types : 

a)Une séauence activant In  transcription de l'ADN et qui agit en cis sur la 

molécule. Elle est située dans le LTR en position -219 à -139 (Luciw et al., 1983; Cullen et al., 

1985a et b). Ce type de séquence (activateur) peut stimuler la transcription de gènes adjacents, à 

plusieurs kilobases près, indépendamment de son orientation ou de sa position (Koury et Gruss, 

1983). Cette structure nucléotidique est présente dans la plupart des éléments de régulation de virus 

(à ADN ou à ARN) d'une façon très conservée (Koury et Gruss, 1983). Des séquences similaires 

existent dans le génome cellulaire (Fried et al., 1983; Scholer et Gruss, 1984) et ces éléments de 

régulation peuvent n'être utilisés que dans certaines conditions (Banerji et al., 1983; Gillies et al., 

1983). Ces séquences fixent probablement des protéines nucléaires, différentes selon les tissus, ce 

qui permettrait une expression tissus-spécifique des gènes qu'elles contrôlent (Davidson et 

al., 1986). 

b) Le second tvpe de séquence résulatrice est constitué par le promoteur de 

transcription situé dans le LTR du nucléotide -135 à -45. Cette région de l'ADN, en l'absence de 

séquences activatices définies plus haut, peut permettre un taux de transcription de l'ordre de 6% 

du taux maximum obtenu avec le LTR complet (Cullen et al., 1985a). L'élimination de cette seule 

séquence promotrice, par contre, réduit de 99% le taux de transcription de l'ADN (Cullen et al., 

1985a). La distinction entre séquence activatrice et séquence promotrice n'est pas artificielle dans la 

mesure où le "pouvoir" de cette dernière séquence s'abolit très rapidement avec l'éloignement du 

point d'initiation de l'ARN, et devient inefficace à seulement 100 bp de ce site (Cullen et al., 

1985a). 

c) Enfin, une troisième séquence, appelée initiateur ou "Hogness box" de 

structure TAT(A ou T)4G, est localisée 24 nucléotides avant le point d'initiation de la synthèse 



d'ARN par 1'ARN polymérase II (Yamamoto et al., 1980; Benoist et Chambon, 198 1; Mathis et 

1 
Chambon, 198 1). Ce signal existe dans tous les rétrovirus (et la plupart des gènes eucaryotes) et est 

localisé du nucléotide -30 à -23 (TTITAAG) dans la séquence du RSV-PR-C. L'initiateur contrôle 

1 l'initiation correcte de I'ARN mais n'a qu'une légère influence sur le taux de transcription 

(Gilmartin et Parson, 1983; Mathis et Chambon, 1981). 

l La structure du LTR dans l'ADN proviral autorise l'utilisation de ces signaux dans la séquence 

U3 située en 5' du génome pour initier la synthèse des ARN viraux. Toutefois la présence de la 
l séquence U3 en 3' de l'ADN intégré, dans le deuxième LTR, peut permettre l'expression de l'ADN 

I cellulaire adjacent au provirus intégré (Figure 2). Cette propriété est particulièrement intéressante 
car elle peut expliquer pourquoi des virus non transformants par eux-mêmes, tels les avian leukosis 

l virus (ALV) peuvent en certains cas induire des tumeurs en activant des gènes cellulaires 

l indésirables par l'intermédiaire de ces séquences régulatrices (Hayward et al., 1981; Fung et al., 

1983; Corcoran et al., 1984). 
1 La séquence U3 ne semble pas posséder de capacité codante en général mais ce point ne 

l semble pas clair pour MMTV qui possède une séquence U3 particulièrement longue. Sa séquence 

montre un cadre de lecture ouvert permettant la synthèse d'une protéine de 36 000 daltons 

(Donehower et al., 1981). Une autre particularité dévolue à la région U3 de MMTV est de posséder 

des sites qui permettent à une hormone glucocorticoïde (la dexaméthasone) d'augmenter de 10 à 
I 

100 fois la concentration d'ARN viral dans les cellules infectées (Ringold et al., 1975). 

Le rôle essentiel de ces séquences dans le contrôle de la transcription permet d'expliquer la 

pathogénie particulière de tel ou tel isolat viral en fonction de ses séquences U3 (Davis et al., 

1985). Lenz et al. (1984) ont pu montrer que ces séquences contrôlaient le pouvoir leucémogène 

d'un rétrovirus murin, et Linney et al. (1984) ont impliqué ces mêmes séquences dans le blocage 

transcriptionnel affectant le virus MuLV dans les cellules de tératocarcinorne F9. Ainsi, des 

expériences de biologie moléculaire ont permis de montrer que la substitution des séquences 

régulatrices de la transcription d'un rétrovirus murin par celles d'un virus à ADN capable de se 

repliquer dans ces cellules, était suffisante pour restaurer l'infectivité du rétrovirus (Linney et al., 

1984 ). Un autre exemple de l'importance de ces séquences dans le pouvoir pathogène de ces virus 

est apporté par l'analyse de virus endogènes devenus leucémogènes et présentant des modifications 

structurales dans leurs LTR, conduisant accidentellement à la création de séquences activatrices de 

la transcription. Cependant, d'autres éléments du génome viral doivent aussi intervenir pour 

conférer aux virus dépourvus d'oncogène leur pouvoir transformant (Robinson et al., 1985; Shank 

et al., 1985). 

b-Les si-naux d'encapsidation 

L'encapsidation de 1'ARN viral est un événement obligatoire du cycle infectieux, et certaines 

séquences virales sont indispensables pour sa réalisation. Les séquences nucléotidiques impliquées 

ont pu être définies avec une certaine précision par l'étude soit de mutants spontanés de rétrovirus 

ayant perdu la capacité d'encapsider leur ARN (Shank et Linial, 1980; Nishizawa et al., 1985; 
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1 \ Darlix, 1986), soit de mutants construits in vitro à l'aide de molécules partiellement amputées de 

, séquences nucléotidiques situées en 5' ou en 3' du génome (Watanabe et Temin, 1982; Pugatch et 
1 

1 Stacey, 1983; Sorge et al., 1983). Ces séquences agissent en cis sur la molécule qui les porte et 

1 sont localisées (en 5') dans la séquence L, avant le début du gène gag et (en 3' de la molécule) dans 
les séquences directement répétées encadrant le gène (Sorgue et al., 1983; Nishizava et al., 

1 1985). La séquence nucléotidique minimale indispensable n'est pas connue. L'interaction de 
1 

I protéines virales avec ces séquences nucléotidiques parait probable. 

c-Les gènes viraux 

1) Le gène eag 

Les gènes gag des différents rétrovirus codent pour un polypeptide précurseur de toutes les 

protéines de la capside interne et variant de 70 000 à 80 000 daltons de poids moléculaire. Le gène 

gag du RSV synthétise un précurseur de 76 000 daltons (Pr76ga9, qui est phosphorylé (mais non 

glycosylé) et associé à la membrane plasmique (Eisenman et Vogt, 1978). Le Pr76gag est synthétisé 

à partir d'un ARN apparemment indistinguable de I'ARN génomique qui est présent dans les 

particules virales (Hayaward, 1977). L'AUG utilisé pour cette synthèse est situé à 379 nucléotides 

de l'extrémité 5' de I'ARN et représente le 4ème AUG présent dans cette séquence (RNA Tumor 

Viruses, 1982). Le gène gag contient également, 15 nucléotides après cet AUG, le signal 

permettant d'épisser I'ARN génomique. 

La maturation du précurseur semble nécessiter l'action d'une protéase cellulaire pour libérer la 

protéine p l 5  douée d'une activité protéolytique du précurseur, car le Pr76gag ne possède pas de 

propriété autoprotéolytique (von der Helm, 1977). Deux sites majeurs de clivage, constitués de 

deux à quatre résidus hydrophobes suivis par une méthionine sont présents entre p27 et p12, et 

entre p l2  et pl5 (Vogt et a1.,1979). L'organisation du Pr76gag est la suivante : 

NH2 pl9-plO-p27-p12-p15 COOH (Figure 3). 

a) La y19 

La p l 9  existe à la fois sous une forme phosphorylée sur une sérine (pp19) et non 
1 

l phosphorylée au sein du virus.Dans le virion, elle est en association avec 1'ARN génomique et avec 
1 l'enveloppe lipidique (Montelaro et al., 1978). 11 semblerait que la pl9  soit physiquement liée à la 
I 
I gp37, une glycoprotéine constitutive de la membrane lipidique de l'enveloppe (Montelaro et al., 
I 1978). La pl9  semblerait également jouer un rôle dans la régulation du taux d'épissage de I'ARN 
l génornique et dans le métabolisme des ARN messagers viraux (Leis et al, 1980). 

b) La010 
1 

Cette protéine est la seule protéine du gène gag à se trouver dans la partie externe de 
1 

l'enveloppe. Sa fonction est inconnue. 



1 
I c) La u27 
i 
l 

Cette protéine hydrophobe représente le composant majeur de la capside virale. Elle pourrait 
l constituer, de par sa propriété à former des assemblages ordonnés, les sous-unités de la capside 

virale ( RNA Tumor Viruses, 1982 ). 

d) La w12 

C'est la deuxième protéine qui s'accroche à I'ARN viral, mais contrairement à la pl9 qui s'y 

accroche de façon spécifique et en petit nombre, la p l2  constitue l'élément essentiel des 

ribonucléoprotéines virales. Cette protéine (qui occupe 4 nucléotides par site) se fixe de façon non 

spécifique sur tous les ARN, sur la base d'une interaction ionique entre I'ARN et ses résidus lysine 

et arginine (RNA Tumor Viruses, 1982). Elle pourrait jouer un rôle lors de l'introduction de I'ARN 

viral dans la capside. 

e) La pl5  

Cette protéine se trouverait dans le virus entre la capside interne et l'enveloppe lipidique (RNA 

Tumor Viruses, 1982). Elle possède une activité protéasique sur le Pr76gag, sur ses intermédiaires 
1 

(von der Helm, 1977; Vogt et al., 1979), ainsi que sur la grande sous-unité de la réverse 

transcriptase (Moelling et al., 1980). 

Enfin, le gène gag pourrait également diriger (dans un autre cadre de lecture que celui utilisé 

pour la synthèse de la p19) la traduction d'un produit activant en trans la production des ARN 

messagers (Broome et Gilbert, 1985). Cet activateur de transcription serait traduit à partir d'un 

ARN utilisant un signal accepteur d'épissure cryptique (nucléotide 68 1) raboutant 1'AUG du gène 

l GAG avec les 401 nucléotides suivants (jusqu'au nucléotide 1080). Un peptide activateur de 123 

acides aminés pourrait ainsi être produit. 

2) Le gène 001 

Le produit du gène pol qui constitue (peut-être) l'originalité des rétrovirus (Varmus, 1985) est 

synthétisé sous la forme d'un polypeptide précurseur de 180 000 daltons de poids moléculaire 

contenant le Pr76s" lié à la rétropolymérase. Le ~ r 1  80g"-pol est traduit à partir d'un ARN de taille 

génomique. Cependant, la séquence du RSV montre qu'un codon ambre (UAG) est situé à la fin de 

la p l5  du gène gag, et la traduction de 1'ARN viral en présence d'un t-ARN suppresseur 

n'augmente pas la quantité de Pr1 80gag-po1 comme on aurait pu s'y attendre, si un mécanisme de ce 

type contournait ce problème, et comme c'est le cas pour le virus MLV (Weiss et al., 1978). De 

plus, même si la barrière UAG peut être franchie, le cadre de lecture de la polymérase étant différent 

de celui du gène gag, le produit synthétisé ne correspondrait pas à la rétropolymérase. Il est plus 

simple de proposer qu'un mécanisme d'épissure supprime 50 à 60 nucléotides entre la fin de p l5  et 

le début de la polymérase, de façon à remettre les gènes gag et pol dans le même cadre de lecture. 

Toutefois, un tel messager n'a pas encore été caractérisé. Jachs et V m u s  (1985) ont récemment 
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rapporté des expériences de traduction de pr180gag-pol in vitro à partir de 1'ARN messager 

génornique. Les auteurs postulent que dans ce cas, c'est le ribosome lui-même qui permet le 

changement de cadre de lecture aboutissant à la synthèse du polypeptide correct. Si ce mécanisme 

de traduction existe également in vivo, l'épissage précédemment postulé n'est plus nécessaire et 

I'ARN génomique conventionnel coderait pour le Pr76 et le Pr180. 

Contrairement au produit du gène gag présent à plusieurs milliers d'exemplaires par vinis, il 

n'y a que 40 à 100 molécules de polymérase par virion (RNA Tumor Viruses, 1982). 

a) La réverse transcri~tase 

La réverse transcriptase est constituée de deux sous-unités notées a et B respectivement de 

58 000 et 92 000 daltons de poids moléculaire, dont l'analyse peptidique révèle que la sous-unité 

a est un produit de clivage de la sous-unité B et que les deux protéines ont la même extrémité NH2 

terminale (RNA Tumor Viruses, 1982). Le dimère B-j3 initial pourrait être clivé (peut-être par la p l 5  

1 du gène gag, Moelling et al., 1980) pour générer le complexe ap, plus un fragment de 32 000 

daltons de poids moléculaire doué d'une activité ADN endonucléasique Mn++ dépendante. Ces 

différents polypeptides sont tous présents dans la particule virale. Le clivage du complexe aB par la 

chymotrypsine produit un fragment de 24 000 daltons de poids moléculaire, correspondant à 

l'extrémité NH2 teniinale de la protéine et présentant une activité ribonucléasique H (RNase H) 
s'exerçant sur les hybrides ARN-ADN et non sur 1'ARN libre ou sur I'ARN double brin (Verma, 

1977). 

La rétropolymérase fait partie du complexe ribonucléoprotéique viral et est probablement fixée 

sur le t-ARN. La présence de la rétropolymérase semble essentielle pour la pénétration du t-ARN 

dans la particule virale. Il existe en effet des mutants de virus aviaires, dépourvus de polymérase, 

qui n'encapsident pas de t-ARN (Levin et Seidman, 1979; Sawyer et Hanafusa, 1979) et des 

mutants de virus murins qui encapsident la rétropolymérase et le t-ARN en absence d'ARN 

génomique. 

b) Mécanisme d'action de la rétropolvmérase (Fisure 4) 

1') La polymérase accrochée au t-ARN fixé sur la molécule d'ARN génomique 

synthétise le "strong stop DNA" comportant R-U5 de polarité négative (donc complémentaire de 

l'ARN, Figure 4). 

2') L'activité RNAse H de la rétropolymérase lui permettrait de libérer l'extrémité 

d'ADN complémentaire de la région R. Cet enzyme a également la propriété d'hydrolyser la queue 

polyadenylée de I'ARN viral, libérant ainsi l'extrémité 3' de la séquence R de 1'ARN (Olsen et 

Watson, 1985). Cet ADN peut s'hybrider avec la région R présente à la fin de toutes les molécules 

d'ARN viral. La polymérase peut alors continuer la synthèse du brin (-) d'ADN jusqu'au site de 

fixation du t-ARN. 

3') La synthèse du brin d'ADN (+) se ferait grâce à la fixation d'une autre 
molécule de la rétropolymérase sur un site riche en purines, présentant un grand degré de 
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\ conservation à travers tous les rétrovirus et situé en 5' de U3 (séquence AGGGAGGGGGA pour 

le RSV-PR-C); les fragments d'ARN (quelques nucléotides) produits par l'activité RNase H de la 

rétropolymérase pourraient également servir de point d'initiation de la synthèse de l'ADN (+) en 
1 s'hybridant avec l'ADN (-) (Varmus et al., 1979). Cet ADN (+) est connu sous le nom de "(+) 

l strong stop DNA" et contient U3-R-US-AT. 

4') Ce fragment d'ADN pourrait être apparié à une chaîne d'ADN (-) synthétisée, une 

hybridation se faisant entre la région AT (+) du "(+) strong stop DNA" et la région AT (-) du brin 

(-) de l'ADN synthétisé initialement (le même brin d'ADN (-) peut être utilisé (comme sur la 

Figure 4), mais un autre brin d'ADN (-) peut également servir de matrice (Gilboa et al., 1979). 

5') Une fois le pont établi entre le "(+) strong stop DNA" et le brin (-) d'ADN, la 

polymérase peut achever la copie complète des deux brins d'ADN en produisant aux deux 

extrémités de l'ADN la structure LTR : U3-R-U5. Ce modèle d'action de la rétropolymérase 

semble général pour tous les rétrovirus (Figure 4). Quelques points de détail ne sont pas encore 

éclaircis, par exemple, la formation du pont entre le "(+) strong stop DNA" et le brin (-) nécessite 

l'élimination du t-ARN fixé sur la molécule en 5', ce qui demande peut-être l'action d'un facteur 

extérieur à la polymérase. 

3) Le gène env 
Les protéines d'enveloppe des rétrovirus sont traduites à partir d'un ARN sous génomique 

produit par l'épissage de YARN viral. La structure de cet ARN est : 

cap-R-US-L-env-src-U3-R-poly A pour le RSV et 

cap-R-US-L-env-U3-R-poly A pour un ALV (Hayward, 1977; Weiss et al., 1977; Lee et al,. 

1979). Le site "donneur" d'épissage se trouve au tout début du gène gag, et le site accepteur se 

trouve dans le gène pol (nucléotide 5078), environ 110 nucléotides avant la fin de ce gène (RNA 

Tumor Viruses, 1982; Figure 5). La localisation membranaire (Lee et al., 1979) des polysomes 

contenant cet ARN est attendue puisque les protéines d'enveloppe sont des glycoprotéines et que 

biosynthèse et transport des produits du gène env suivent le schéma établi pour les protéines 

transmembranaires (Blobel et Dobberstein, 1975). Le peptide signal probablement clivé très vite in 

vivo est ici défini par les six premiers codons du gène gag, la fin du gène pol (dans un autre cadre 

de lecture que celui de la rétropolymérase) et le début du gène env. Le précurseur Pr57env semble 

être très rapidement glycosylé lors de son passage dans le réticulum endoplasmique pour fournir le 

gPr92env, contenant les glycoprotéines d'enveloppe gp85 et gp37 dans cet ordre : 

NH2-gp85-gp37-COOH (Hayman, 1978). De tous les gènes des ALV ou RSV, le gène env est le 

plus polymorphe, ce qui rend compte des différents sous-groupes existants dans ces virus. 

Toutefois, le gène env ne varie pas de la même façon tout au long de sa séquence, et il est possible 

d'individualiser trois régions au sein de ce gène (Coffin et al., 1978b) : CL, S et CR, pour 

common left region, subgroup coding et cornmon right region. C'est la région S (0.7 kb) qui est 

impliquée dans le type du sous-groupe défini par le gène env, et cette région S occupe le centre de 

la séquence dévolue à la gp85. Cette région variable a pu être structurée en deux zones, hrl 



gag s rc  AATAAA 

DR ATG DR c e l  S A  
~3 R ~5 S D 

~3 rn I l 1  R U 5  ADN 

a- I génomique ARN 

n 
Epissure 

l b  ARN 
AUG AUG 

C) sous génomique 
hors phase 

,/ 

F igu re  6 : Le gène src 

Structure e t  expression. 



(débutant au nucléotide 5632) et hr2 (débutant au nucléotide 5846), codant respectivement pour 32 

et 27 acides aminés (hr pour "Host range", Domer et al., 1985) (Figure 5). La portion carboxy 

terminale de la gp37 (codée par la région CR) pourrait être impliquée dans le transport de la 

protéine dans l'appareil de Golgi (Wills et al., 1984). 

Les sous-groupes viraux définis par le gène env sont notés de A à 1. Les sous-groupes de A à 

D appartiennent aux virus leucémogènes aviaires exogènes (ou aux virus endogènes ayant 

recombiné avec le gène env d'un virus exogène), le sous groupe E caractérise les virus endogènes 

du poulet. Toutefois, la grande similitude de séquence présente dans les gènes env codant pour ces 

différents sous-groupes laisse penser que ce gène a pu évoluer, par mutations à partir d'une 

séquence ancêtre, pour pouvoir coder pour les différents types d'enveloppe existants (Fujita et al., 
1978). 

Les sous-groupes F et G appartiennent aux gènes d'enveloppe de virus endogènes de deux 

espèces différentes de faisan (virus RPV et GPV) et ces gènes env n'ont que peu ou pas 

d'homologies avec les gènes env de sous-groupes A à E (Fujita et al., 1978; Hu et al., 1978a). 

Le sous-groupe H appartient à un vims endogène de perdrix Hongroise et le sous-groupe 1 

vient d'être attribué à un virus endogène de caille californienne (Troesch et Vogt, 1985). 

C'est contre les produits du gène env que se fait la réponse immunitaire majeure de l'animal 

infecté, par l'intermédiaire d'anticorps neutralisants (Rubin et al., 1962), ce qui diminue 

considérablement l'efficacité d'infection d'un animal adulte. 

4) Le gène src 

La dénomination des gènes oncogènes doit se faire par trois lettres, et rappelera de préférence 
le type de tumeur induit, ou le nom de l'auteur ou encore le lieu de découverte (Coffin et al., 1981). 

Dans le cas précis, fait référence aux s a ~ o m e s  induits par le RSV. Comme pour le gène env, le 

gène est traduit à partir d'un ARN de taille sous-génomique (Figure 6), produit d'épissure de 

1'ARN 37 S, et de structure cap-R-US-L-src-U3-R-poly A (Hayward et al., 1977; Lee et al., 

1979). Le site "donneur" d'épissure est celui du gène gag, et le site "receveur" semble être situé, 

pour le RSV-PR-C, au tout début du gène m, 70 nucléotides en 5' du codon d'initiation, 

nucléotide 7053 (RNA Tumor Viruses, 1982). Il est à noter que la traduction du gène src 
contrairement à celle du gène env, utilise I'AUG interne du gène et non celui du gène gag . 

La séquence du gène présente un cadre de lecture ouvert de 1590 nucléotides, codant pour 

530 acides aminés, ce qui conduit à prédire un polypeptide de 58 500 daltons de poids moléculaire, 

tout à fait compatible avec celui de la p60SrC mise en évidence dans les cellules transformées par le 

RSV (Brugge et Erikson, 1977). Entre le codon d'arrêt UAG de la fin du gène env et 1'AUG du 

début du gène a il existe 265 nucléotides non traduits pour le RSV-PR-C. De même, entre la fin 

de et le début de la séquence U3, il existe 350 nucléotides non traduits pour le RSV-PR-C. Ces 

régions non codantes sont intéressantes, car elles possèdent une séquence nucléotidique répétée qui 

joue un rôle important dans l'encapsidation du génome viral. Cette séquence répétée est de 120 

nucléotides mais son arrangement est un peu particulier dans la mesure où les 120 nucléotides 

présents en 5' sont en 3' séparés en deux régions (80 et 40 nucléotides) par l'insertion d'une 
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\ L'origine des rétrovirus n'est pas connue, mais il existe dans le matériel génétique des eucaryotes 

des séquences d'ADN répétées ou moyennement répétées qui ont une structure proche de celle des 

rétrovirus (Sun et al., 1984; Baltimore, 1985; Wichman et al., 1985). Ces séquences possèdent en 

effet un promoteur de transcription (pour l'ARN polymérase III) (Adeniyi-Jones et Zasloff, 1985), 

sont encadrées par des séquences directement répétées (Jagadeeswaran et al., 1981; Wichman et 

al., 1985) et sont capables d'une réplication autonome de façon extra-chromosorniqueCes 

séquences pourraient peut-être représenter des ancêtres de rétrovirus. 

L'intégration des rétrovirus dans le génome de la cellule hôte est sous la dépendance de 

facteurs cellulaires gouvernant l'insertion du matériel génétique viral dans l'ADN cellulaire. La 

nature de ces facteurs n'est pas connue, mais dépend notamment du stade de différenciation de la 

cellule infectée. Ce point a pu être montré à l'aide de lignées cellulaires de tératocârcinomes murins: 

les cellules les moins différenciées ne permettent pas l'intégration du provirus infectant, alors que 

cette intégration est rendue possible une fois la différenciation induite (Niwa et al., 1983). Des 

facteurs cellulaires doivent probablement interagir avec des séquences virales pour réguler 

l'intégration des rétrovirus infectants. 

b-Les vinis endogènes 

Des rétrovirus endogènes ont été répertoriés dans de très nombreuses espèces animales, 

l'homme compris (Jaenisch, 1983; Horn et al., 1986). Ils se comportent comme du matériel 

cellulaire génomique. Ces virus peuvent être d'acquisition ancienne et servir dans ce cas de 

marqueur phylogénique, comme par exemple entre les chats et les singes (Benveniste et Todaro, 

1974) soit être d'acquisition plus récente comme chez le poulet (Frisby et al., 1979). Dans l'espèce 

de poulet white-Leghorn, 16 formes différentes d'un virus endogène Rav-O ont été répertoriées, la 

plupart d'entre elles étant défectives pour la réplication (Astrin et al., 1980). Chez l'homme des 

rétrovirus endogènes (essentiellement incomplets) ont été localisés sur les chromosomes 1,5,7,8, 

11, 14, 17 et 18 (Horn et al., 1986). La présence ou l'absence de virus endogène ne semble pas 

affecter les poulets, contrairement à la souris où les virus endogènes peuvent devenir leucémogènes 

dans certaines conditions (Chattopadhyay et al., 1982). 

c-Recombinaison des rétrovirus avec des gènes cellulaires 

L'infection d'un animal à l'aide d'un rétrovirus non transformant peut permettre dans certains 

cas (RNA Tumor Viruses, 1982) l'émergence de virus oncogènes. Ces derniers sont le produit 

d'une recombinaison entre les séquences nucléotidiques des gènes de structure du rétrovirus non 

transformant et une séquence d'origine cellulaire provenant d'un oncogène (c-onc). Cette 

recombinaison a probablement lieu en deux temps, dans l'ADN tout d'abord, puis dans 1'ARN. 

Une suite d'événements aboutissant à la création d'un rétrovirus oncogène est fort bien décrite dans 

la génération du virus aviaire érythroblastosant AEV-H. Dans ce cas, un ALV s'intègre dans le 

locus c-erbB; l'un de ses LTR permet l'expression d'une quantité importante d'ARN de ce gène. 

Un deuxième événement intervenant au niveau de I'ARN suppose un appariement entre des 

séquences nucléotidiques de 1'ALV et des séquences nucléotidiques du gène a. La 
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rétropolymérase "sauterait" ensuite de la matrice virale sur I'ARN cellulaire, puis repasserait sur la 
\ 

matrice virale pour créer une molécule d'ADN hybride capable de s'intégrer (Figure 7). 

La recombinaison entre un rétrovirus et un oncogène ne se fait pas tout à fait n'importe où dans 

le génome rétroviral. Certaines séquences tel le gène gag, semblent privilégiées dans ces 

événements de recombinaison. Le mécanisme précis de ce processus n'est pas connu, mais la 
l 

séquence GAGG semble fréquemment impliquée au point de recombinaison (Besmer et al., 1986). 
I Or cette séquence a déjà été retrouvée lors de recombinaisons chromosomiques dans le génome 
1 

cellulaire (Piccoli et al., 1984). GAGG pourrait représenter un signal reconnu par des enzymes 

I cellulaires chargés des remaniements de l'ADN. 

C-LES ONCOGENES 

Le terme d'oncogène sera utilisé ici au sens large. Cette dénomination sous-entend en fait que 

les produits de ces gènes sont impliqués dans la transformation cellulaire. Cependant, la preuve 

directe de l'activité oncogène n'existe pas pour tous les gènes qui sont pourtant regroupés sous ce 

vocable. Parfois, ce terme sera appliqué à des séquences nucléotidiques dont on sait seulement 

qu'elles sont fréquemment remaniées dans certaines tumeurs. Il faut noter que l'application de cette 

règle amènerait à considérer comme oncogènes les gènes d'immunoglobulines transloqués dans les 

tumeurs lymphoïdes. Accessoirement, les gènes d'immunoglobulines peuvent jouer un rôle indirect 

essentiel dans ces types de transformation, en permettant peut être translocation et expression de 

certains c-onc. 

Le premier oncogène a été isolé à partir d'un virus aviaire sarcomatogène, le RSV-PR-C, en 

1976, (Stéhelin et al., 1976b). Depuis, environ 45 oncogènes distincts ont pu être caractérisés 

notamment par l'intermédiaire de rétrovirus (Bishop, 1985). Ces oncogènes viraux (v-onc) dérivent 

de gènes cellulaires (c-onc) (Table 1) qui se trouvent plus ou moins modifiés après leur capture et 

leur propagation par le virus. L'interîérence du produit d'un v-onc avec le déroulement de la mitose 

etlou de la différenciation cellulaire conduisant à la transformation, suppose une action (directe ou 

indirecte) du produit de ces gènes dans l'exécution de ces programmes. L'étude du mode d'action 

de ces produits dans la cellule nécessite tout d'abord de définir les critères de la transformation 

cellulaire in vitro. 

1-LES CRITERES DE LA TRANSFORMATION CELLULATRE 

a-Transformation des celliiles non hématopoïétiques 

In vivo, la détection du pouvoir transformant d'un virus est simple : l'inoculation de quelques 

particules de virus sarcomatogène (le RSV-PR-C par exemple), dans un animal susceptible, 

provoque en une semaine une tumeur au point d:inoculation (Rous, 191 1). In vitro, les fibroblastes 

aviaires infectés par ce même virus vont présenter, après quelques jours de culture, une série de 

modifications évidentes. Les cellules deviennent rondes et réfringentes, traduisant ainsi les 



changements que subit le cytosquelette (Edelman et Yahara, 1976). De nouvelles caractéristiques de 
\ 

croissance apparaissent. Sur substrat solide, les fibroblastes transformés ont besoin de 

concentrations de sérum moins élevées que les cellules saines pour se multiplier, perdent 

l'inhibition de contact caractérisant les cellules normales (Dulbecco, 1970) et peuvent également 
1 donner naissance à des colonies en milieu semi-solide (agarose ou méthylcellulose (Stoker et al., 

l 
1968)). Des modifications de la membrane plasmique interviennent : des néo-antigènes de surface 

1 

1 surgissent (Kurth et Bauer, 1975) associés à des modifications des glycoconjugués, alors que 

d'autres protéines disparaissent, tel la LETS protéine (fibronectine) (Olden et Yamada, 1977). Des 

modifications du métabolisme apparaissent : le transport des sucres est considérablement augmenté 
1 dans les cellules transformées (Hatanaka, 1974), des protéases sont excrétées, tel l'activateur du 

plasminogène (Reich, 1976). Enfin, au niveau génique, on estime qu'un millier de transcrits 

~ nouveaux sont induits dans les cellules transformées par le RSV (Groudine et Weintraub, 1980). 

La plupart de ces observations sont valables quelque soitJfagent transformant (Kahn et Shin, 

1979) mais apparemment, seul la capacité à former des colonies en milieux semi-solides semble être 
l 

liée (mais pas à 100%) avec la tumorigénicité de ces cellules dans un animal syngénique (ou à 

défaut dans les souris nude, qui ne présentent que très peu de phénomènes de rejets) (Kahn et 

Shin, 1979). Posséder un marqueur fiable de la tumorigénicité est utile, car le degré de 

"transformation" conféré in vitro aux cellules par un même agent peut varier considérablement 

d'un système biologique à l'autre, et il existe certains virus oncogènes (ou certains mutants) ainsi 

que de nombreuses substances chimiques qui peuvent ne conférer aux cellules qu'un phénotype 

transformé partiel (Kahn et al., 1982). 

La part revenant à chacune des modifications décrites plus haut dans l'acquisition de la 

capacité tumorigène est variable d'un système cellulaire à l'autre. C'est le produit de l'oncogène qui 
1 

induit le phénotype transformé, comme l'ont bien montré les mutants de virus oncogènes ainsi que 

les réversions phénotypiques obtenues après disparition ou suppression transitoire du produit du 

gène oncogène impliqué (Quade et al., 198 1; Drebin et al., 1985). Le mode d'action du produit de 

ces gènes est différent selon le type d'oncogène, mais il se dégage actuellement quelques grands 

groupes fonctionnels incluant la plupart des oncogènes connus. Toutefois, si des mécanismes 

initiateurs de la transformation sont établis, on ne comprend pas encore comment toute la cascade 

des événements aboutissant au phénotype "transformé" se met en place. 
l I 

b-Transformation des cellules hémntopoïétiques 

La séparation qui est faite ici, entre les cellules sanguines et les autres, vient de ce que les 

problèmes de différenciation vont dominer ceux de la transformation des cellules hématopoïétiques. 

Ces cellules, qui se multiplient en suspension et poussent de ce fait naturellement dans un milieu 

semi-solide, privent l'expérin~entateur d'un moyen simple de caractériser in vitro leur 

transformation. Les cellules hématopoïétiques transformées proviennent souvent de la prolifération 

d'une cellule immature morphologiquement indistinguable de son équivalent normal. Les cellules 

hématopoïétiques dérivent d'une cellule souche indifférenciée (Figure 8), douée d'un grand pouvoir 

de multiplication afin de pouvoir répondre aux exigences de l'organisme. Cette cellule souche va se 
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différencier, perdre graduellement son pouvoir prolifératif et sa capacité à donner plusieurs types 

cellulaires distincts (Clarkson et a1.,1978). Cette différenciation ne s'effectue pas au hasard, mais 

en réponse à des inducteurs précis émis par différents types de cellules ( Cline et Golde, 1979; 

Whetton et Dexter, 1986). Toutes les substances intervenant dans le contrôle de l'hématopoïèse ne 

sont pas connues, mais un certain nombre d'entre elles ont pu être caractérisées (Table II). 

La différenciation de la cellule souche produit essentiellement trois classes de cellules : des 

cellules multipotentes, capables de donner naissance aux différentes lignées sanguines, des cellules 

engagées dans une voie de différenciation définie, mais encore immatures, et enfin des cellules 

matures spécialisées qui ne se multiplient plus. La prolifération, l'engagement dans une lignée 

particulière et la différenciation cellulaire sont sous le contrôle d'une famille d'hormones, des 

glycoprotéines, connues sous le nom de "colony stimulating Factors" (CSF) (Table II). Chaque 

CSF est défini par sa capacité à stimuler la croissance de colonies de cellules d'une lignée précise, 

reconnaissable par sa descendance différenciée dans un milieu de croissance semi-solide (Metcalf, 

1977; Cline et Golde, 1979). La complexité de cette régulation est accrue par le rôle que joue le 

micro-environnement, les cellules du stroma produisant également leurs substances régulatrices 

(Cline et Golde, 1979). Parmi les différents CSF, on distingue le M-CSF (ou CSF-1) qui stimule 

spécifiquement la croissance des macrophages et de leurs précurseurs directs, le G-CSF qui stimule 

la prolifération des précurseurs de granulocytes, le GM-CSF (ou CSF-2), stimulant la croissance 

des cellules à l'origine des macrophages et granulocytes et enfin le Multi-CSF (ou interleukine 3 

(IL3), produit par des lymphocytes T activés) qui permet la formation de colonies de précurseurs 

érythroïde, éosinophile, mégacaryocytaire et mastocytaire ainsi que la stimulation de la cellule 

souche elle-même ( Metcalf, 1985; Whetton et al., 1986; Figure 8). Ces CSF sont nécessaires pour 

la survie, la multiplication et la différenciation des cellules hématopoïétiques, montrant par là leur 

effet pléïotropique. Les CSF pourraient provoquer la différenciation de leurs cellules cibles en 

induisant l'expression de protéines (MGI-2, macrophage granulocyte inducing proteins 2 pour la 

lignée myéloïde, peut être similaires au facteur DIF produit par des lymphocytes activés, Leung et 

Chiao, 1985) qui permettraient le bon déroulement de la différenciation. Il semblerait exister une 

anomalie de couplage entre l'action des CSF et l'expression des protéines MGI-2 dans les cellules 

leucémiques (Loten et Sach, 1982; Symonds et Sach, 1982). 

L'intervention des oncogènes dans la transformation des cellules hématopoïétiques ne fait 

aucun doute, puisque la plupart des rétrovirus peuvent être leucémogènes (Figure 21) (Clarkson et 

a1.,1978). Il existe une spécificité entre le type de cellule transformée et le type d'oncogène actif 

(Graf et al., 1980), bien que plusieurs oncogènes différents puissent interférer avec des cellules de 

la même lignée sanguine (c'est par exemple le cas de la lignée érythroïde qui peut être perturbée par 

les oncogènes mvb-ets, erb, ras, abl, et fDs (Graf et al., 1986). Quand leur différenciation peut 

s'effectuer, les cellules hématopoïétiques transformées perdent leur caractéristiques tumorales et 

participent au fonctionnement de l'organisme (Gootwine et al., 1982) imitant ainsi d'autres types 

cellulaires (cellules de tératocarcinomes) où une perturbation de la différenciation est responsable du 

phénotype transformé (Mintz et Illemensee, 1975). De nombreuses études montrent que les 

cellules hématopoïétiques infectées par des rétrovirus sans oncogènes se transforment de façon 



1 
I Cellules de mœlle de souris infectées 
l 

i n v i t r o  p a r  l e  v i rus  F.MuLV 
(d'après Heard et al., 1984) 

Tumori- S tades  
I génici té  I 

l 8  @ : Augmentation du nombre d e  cellules Semaines 
immatures, myélomonocytiques, 
dépendantes d e  fac teurs  d e  croissance. 

36 
semaines @ : Croissance de s  cel lules indépendantes dl - 

facteurs d e  croissance, émergence d e  
clones cellulaires. 

58 
semaines @ : Clones d e  cellules indépendantes d e  

facteurs d e  croissance. 

F i g u r e  9 : Modèle d e  transformation progress ive 

par  u n  rétrovirus.  



Figu re  10 : Le cycle cellulaire. 

(La phase @ est facultative.) 



progressive : elles deviennent, par paliers, insensibles aux différents CSF, puis franchement 
' tumorigènes (Figure 9; Tambourin et al., 1981; Heard et al., 1984; O'Donnell et al., 1985) 

suggérant ainsi l'implication de plusieurs gènes cellulaires dans ce processus. 

II-MODE D'ACTION DES PRODUITS D'ONCOGENES 

On doit distinguer ici le mode d'action (largement inconnu) des produits des c-onc du mode 

d'action des produits des v-onc. Les rôles physiologiques que remplissent les c-onc sont 

indirectement suggérés par le profil d'expression de ces gènes selon les tissus, ou selon les stades 

de différenciation cellulaire pendant lesquels ils sont transcrits, ainsi qu'à partir de la fonction 

attribuée aux v-onc correspondants. Ainsi, de très nombreuses études ont permis de montrer que la 

transcription des c-onc n'était pas uniforme selon les tissus, selon les stades de différenciation et 

selon l'oncogène considéré, suggérant un rôle spécifique pour nombre d'entre eux (Gonda et al., 

1982; Muller et al., 1982; Shibuya et al., 1982; Col1 et al., 1983a; Muller, 1983; Kelly et al., 1983; 

Sheiness et Gardinier, 1984; Mitchell et al., 1985; Pfeifer-Ohlsson et al., 1985). Toutefois, d'après 

le type même de la "maladie cancéreuse", il parait évident que les oncogènes viraux et cellulaires 

interviennent au moins dans le contrôle de la différenciation et dans celui de la mitose. 

a-Les oncogènes et la mitose 

L'étude de la division celiulaire permet de découper la mitose en quatre étapes (Gl, S, G2, M) 

(Figure 10) qui doivent être étroitement régulées. Un certain nombre de polypeptides facteurs de 

croissance sont connus pour induire les cellules à se diviser (Goustin et al., 1986). Ces 

polypeptides extra-cellulaires doivent signaler à la cellule que l'heure de la mitose est arrivée; pour 

cela, une interaction avec des protéines membranaires est indispensable. Une fois fixé sur son 

récepteur membranaire, le facteur de croissance délivre un signal à la cellule par l'intermédiaire de 

modifications touchant la structure du récepteur. Ce signal est probablement véhiculé jusqu'au 

cytoplasme par des protéines membranaires. Ensuite, il doit être relayé jusqu'au noyau, par 

l'intermédiaire des seconds messagers chargés d'acheminer tous les messages de l'environement 

extra-cellulaire. Dans le noyau, s'activeront les gènes effecteurs responsables de la progression 

cellulaire à travers toutes les autres phases du cycle (Figure 10). 

Le produit des oncogènes peut agir à tous les points de la propagation du signal: 

-en étant le facteur de croissance; 

-en étant le récepteur (ou en mimant son action); 

-en transmettant le signal mitogène du récepteur activé; 

-en contrôlant la production des seconds messagers intra-cytoplasmiques; 

-en agissant directement dans le noyau. 

1) Les facteurs de croissance et leurs récepteurs 

Les facteurs de croissance diffèrent des hormones dans la mesure où ils agissent pour la 

plupart sur leur lieu de production. Ils peuvent soit stimuler la croissance de la cellule qui les 



produit (stimulation autocrine) soit stimuler la croissance d'une cellule ne les produisant pas 

(stimulation paracrine). Certaines cellules réagissent à un seul facteur de croissance, d'autres types 

cellulaires demanderont plusieurs facteurs de croissance administrés selon un ordre précis, pour 

que la synthèse d'ADN puisse se faire (Pledger et al., 1978; Stiles et al., 1979; Leof et al., 1982). 

Cette cascade d'événements à été particulièrement bien étudiée dans une lignée de fibroblastes de 

souris (BALB-c 3T3). Ces cellules rendues quiescentes (phase Go) par la privation du milieu de 

culture en sémm, peuvent être amenées à se multiplier si elles sont exposées à du PDGF (platelet 

derived growth factor, facteur de croissance produit en grande quantité dans les plaquettes), mais 

cette induction (encore appelée compétence) ne dépassera le stade G1 situé entre la fin de la mitose 

précédente et le début de la synthèse d'ADN (d'une durée de 12 heures, Leof et al, 1982) que si 

d'autres facteurs de croissance sont fournis à la cellule (EGF: epidermal growth factor, 

somatomédine C ou insuline). Dans ce cas la synthèse d'ADN peut avoir lieu (phase S) et la cellule 

progresse à travers la phase G2 jusqu'à la mitose (M) (Pledger et al., 1978; Leof et al., 1982). La 

cellule exposée au PDGF est compétente, et pendant les 12h de la phase G1 doivent s'exprimer les 

gènes qui lui permettront d'accéder à la phase S (Smith et S tiles, 198 1; Cochran et al., 1983). 

Or la plupart des cellules transformées sont devenues autonomes vis à vis des facteurs 

extérieurs. Deux mécanismes de cette autonomie sont maintenant bien connus : 

-les cellules transformées relachent dans leur surnageant de culture différents types de 

facteurs de croissance auxquels elles répondent en se divisant de façon continue (Sporn et Roberts, 

1985; Ymer et al., 1985); 

-les oncogènes peuvent coder directement pour les facteurs de croissance ou leurs 

récepteurs. 

a)Les cellules transformées par l'oncogène v-mos ou v-Ki-ras produisent des facteurs 

de type PDGF (Bowen-Pope et al., 1984). L'oncogène v-src pour sa part est capable de rendre des 

cellules aviaires de la lignée myéloïde indépendantes de leur facteur de croissance, le cMGF 

(myelomonocytic growth factor, Adkins et al., 1984). Ce même oncogène, introduit dans un virus 

murin, perturbe durablement la différenciation de la cellule souche hématopoïétique de souris, 

peut-être par un mécanisme de même nature (Boettiger et al., 1984). L'action des oncogènes sur la 

mitose s'exerce également en contrôlant la production de peptides qui sont depuis longtemps 

associés à la transformation , les TGF (tumor growth factor). Le TGFa, un peptide apparenté à 

I'EGF et utilisant le même récepteur, est produit par les cellules de rongeurs transformées par 

v-moq ou v-Ki-ras (DeLarco et Todaro, 1978; Kaplan et al., 1982). Le TGFp est paradoxalement - 
doué de propriétés inhibitrices de la multiplication cellulaire (Spom et al., 1986, voir les contrôles 

de l'oncogénèse) mais son mode d'action n'est pas univoque, et dépend du type cellulaire : dans 

certaines conditions (associé au TGFa) il peut permettre la croissance en milieu semi-solide de 

cellules normales (Assoian et al., 1984 ). Il semble que dans ce cas le TGFp agisse spécifiquement 

sur la synthèse des récepteurs de 1'EGF sur lesquels se fixe le TGFa (Assoian et al., 1984). Le rôle 

physiologique du TGFB produit par les plaquettes sanguines pourrait être d'induire la 
différenciation des cellules épithéliales (Masui et a1.,1986). Le contrôle qu'exercent les produits des 



\ oncogènes sur la production des différents TGF est indirect, et probablement situé au niveau 

transcriptionnel ou traductionnel (Sporn et Roberts, 1985). 

b)L'oncogène d'un v ins  de sarcome simien, V A ,  présente une très grande analogie 

avec la chaîne p du PDGF (Waterfîeld et al., 1983) facteur actif sur de nombreux types cellulaires 

sous forme d'un dimère ap. Les gènes codant pour chaque sous-unité, qui possèdent entre elles 

40% d'homologie, sont localisés sur des chromosomes différents: a sur le chromosome 7 (bande 

q22) chez l'homme (Betsholtz et a1.,1986), /3 sur le chromosome 22 (Table VI) . Chacun des 

homodimères est également actif sur les cellules. 

Les oncogènes codant pour des récepteurs sont plus nombreux que ceux codants pour les 

facteurs de croissance; il existe une certaine homologie entre le récepteur du PDGF et l'oncogène 

v-kit isolé à partir d'un virus sarcomatogène félin (Table 1; Yarden et al., 1986). L'oncogène 

v-erbB, isolé d'un virus d'érythroblastose aviaire (AEV), est très semblable à la portion 

transmembranaire et cytoplasmique du récepteur de I'EGF (Downward et al., 1984). Il existe une 

grande analogie entre c-fms, représentant l'équivalent cellulaire de l'oncogène trouvé dans l'isolat 

McDonough d'un virus de sarcome félin (v-fms), et le récepteur du CSF-1 (ou M-CSF), 

indispensable pour le développement des colonies de macrophages sanguins (Sherr et al., 1985). 

Un grand nombre d'oncogènes est rattaché au groupe des récepteurs de facteurs de croissance, à 

cause de l'activité tyrosine kinase présentée par leur produit (Table 1). Or cette activité, rare dans la 

cellule, est elle-même caractéristique de nombreux récepteurs de facteurs de croissance, et il est 

possible qu'elle soit essentielle pour la transmission du signal mitogène par le récepteur 

membranaire activé. Certaines protéines phosphorylées de novo sur la tyrosine se retrouvent 

également présentes après l'action du RSV ou de 1'EGF sur les cellules (Cooper et al., 1982). 

2) La transmission du signal mitotiaue 

La transmission du signal mitotique va mettre en jeu des protéines membranaires 

(phospholipases, protéines kinases..) ainsi que les deuxièmes messagers cytoplasmiques, tels des 

ions ( ~ a + ,  K+, H +, ~a++. . )  et les phospholipides de l'inositol. 

Nous avons vu que certains oncogènes peuvent coder pour les facteurs de croissance ou leurs 

récepteurs, mais une troisième classe d'oncogènes pourrait coder pour les protéines de relais 

transmembranaires du signal mitotique (Sporn et Roberts, 1985). Il se trouve en effet qu'une 

enzyme membranaire, douée de la capacité de fixer le GTP (Cockcroft et Gomperts, 1985), pourrait 

contrôler l'activité de la phospholipase-C . Cet enzyme possède un rôle clé dans la régulation de la 

réponse cellulaire à des stimuli externes impliquant une liaison ligand-récepteur. La 

phospholipase-C module la production de diacyl-glycérol et d'inositol triphosphate qui sont parmi 

les deuxièmes messagers cellulaires. Ces produits vont à leur tour activer (entre autre) la protéine 

kinase-C ce qui induira finalement l'expression des gènes effecteurs. Trois enzymes 

membranaires au moins sont donc impliqués dans la transmission du signal. 

-Réwlation de la phos~holi~ase-C : 

Le produit de l'oncogène qui pourrait agir à ce niveau de propagation du signal doit : 
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-être membranaire; 

-fixer le GTP, 

-inter-agir avec des récepteurs de facteurs de croissance. 

L'oncogène candidat à ce poste de contrôle, Ha-ras, a été trouvé au sein d'un virus murin 

sarcomatogène (Harvey Sarcoma Virus). Il code pour une protéine de 21 kd, fixant du GTP et 

localisée sur la face interne de la membrane plasmique (Furth et al., 1982). Le produit du gène 

c-ras est doué d'une activité GTPasique qui est fortement réduite dans sa forme activée par des - 
mutations ponctuelies (voir le chapitre c-onc et tumeurs, p.30; Sweet et al., 1984), et l'ancrage de 

la protéine dans la membrane est requis pour son activité transfomante (Willumsen et al., 1984). 

Cette propriété GTPasique du produit normal, jointe à une localisation membranaire de la p21ras 

suggère que l'oncogène ras pourrait être la protéine contrôlant la phospholipase-C et intervenir par 

ce biais dans la propagation du message mitogène. 

L'action de la p21ras pourrait s'exercer selon le schéma proposé dans le contrôle de 

l'adénylate-cyclase (Gilman, 1984; Figure 11). L'adénylate-cyclase qui régule la production de 

1'AMPc est contrôlée par deux enzymes membranaires, les protéines Gi (inhibitrice) et Gs 

(stimulatrice). Ces deux protéines sont en contact avec des récepteurs de substances activant ou 

déprimant l'activité de l'adénylate-cyclase (tels des hormones, des neurotransmetteurs, etc..). Gi et 

Gs fment du GTP dans leur sous-unité a ce qui permet la dissociation du complexe aB constitutif de 

ces enzymes, et l'interaction de la sous-unité a activée avec l'adénylate-cyclase. La sous-unité a est 

par ailleurs douée d'une activité GTPasique ce qui permet après hydrolyse du GTP, un retour de 

l'enzyme aux conditions initiales. La famille des protéines G fixatrices du GTP comprend, en plus 

de Gi et Gs une autre protéine, la transducine, qui active par l'intermédiaire d'un photorécepteur 

membranaire (la rhodopsine) la GMPc phosphodiestérase rétinienne (Gilman, 1984). Or, une 

certaine homologie existe entre la séquence nucléotidique de la transducine et celle de l'oncogène 

ras (Locherie et al., 1985). L'analogie entre ras et protéine G est encore renforcée par le fait que - 
dans la levure, le produit de ce gène activé (de façon similaire à l'activation du c-ras chez les 

mammifères) est capable de stimuler l'activité adénylate-cyclase de ces cellules (Toda et al., 1985). 

Toutefois, chez les mammifères, la p21 ne participe pas directement au contrôle de cet enzyme 

(Bekner et al., 1985). 

D'autre part, le fait que 1'EGF augmente l'affinité de la p21ras pour le GTP (Kamata et 

Feramisco, 1984) suggère que cette protéine est capable d'interagir avec des récepteurs de facteurs 

de croissance. Enfin, un rôle direct de la p21C-raS dans l'initiation de la phase S a pu être mis en 

évidence par l'injection d'anticorps monoclonaux anti p21C-ra dans des NIH3T3 (Mulcahy et al., 

1985). 

-Régulation de la ~rotéine kinase-C : 

La phospholipase-C (peut-être contrôlée par ras) est responsable de l'hydrolyse du 

phosphatidyl inositol (43)  diphosphate (un composant des membranes plasmiques) en 

diacylglycérol et inositol triphosphate (Benidge et Irvine, 1984; Nishizuka, 1984). Le 
diacylglycérol permet l'activation de la protéine kinase-C (PK-C, Nishizuka, 1984). 

La PK-C fait partie d'une famille de protéines kinases étroitement apparentées, dont les gènes 
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/ sont localisés cher l'homme sur les chromosomes 17 ( pour PK-Ca), 16 (pour la PK-CD) et 19 

1 (pour la PK-CG) (Coussens et al., 1986a). Ces PK-C fixent le Ca++ et possèdent une activité 
I 

1 sérine et thréonine-kinase. L'existence d'une famille de gènes codant pour ces enzymes reflète 

probablement la multiplicité des effecteurs extracellulaires auxquels ces enzymes auront à répondre. 

PK-Ca est essentiellement cytoplasmique sous sa forme inactive et étroitement liée à la 
l 

membrane plasmique sous sa forme activée (Nishizuka ,1984; Wolf et al., 1985). Elle semble avoir 

un rôle biologique important (dans l'activité métabolique des plaquettes sanguines par exemple) 

mais son action dans la prolifération cellulaire est suggérée par sa capacité à phosphoryler (et 
l 

réguler l'activité) des récepteurs de facteurs de croissance (Fearn et King, 1985; Jetten et al., 
l 1985). De plus, la PK-Ca est elle-même le récepteur de substances chimiques, connues sous le 

I nom de "tumor promoters" tel le TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate).Le TPA contient 

dans sa molécule la structure du diacylglycérol activateur de PK-C (Castagna et al., 1982; 

Nishizuka, 1984). 

Le TPA est capable de promouvoir la transformation morphologique de cellules "induites" 

(voir le chapitre oncogénèse multiétape et Weinstein et al., 1983). Son rôle très plëiotropique lui 

permettrait également d'agir sur la différenciation des cellules hématopoïétiques soit en la stimulant, 

soit en l'inhibant (Fibach et al., 1980). Certaines de ces activités seraient dues à l'action de PK-Ca 

I activée par le TPA. Les mécanismes d'action précis des esters de phorbol (et de la PK-C) ne sont 
pas connus mais pourraient modifier le pH intra-cellulaire en agissant sur l'activité de l'échangeur 

membranaire Na+/H+ à l'aide de phosphorylations. Une rapide augmentation du pH intra-cellulaire, 

atteignant son maximum d'élevation 5 minutes après le contact de la cellule avec l'agent mitogène, 

est observée en réponse à une stimulation mitogène (Pouyssegur et al., 1985; Swann et Whitaker, 

1985). La rapidité de cette alcalinisation pourrait en faire l'événement métabolique initial de la 

mitose (Rozengurt 1986). PK-Ca pourrait également phosphoryler et activer 1'ATPase de la pompe 

à Ca++ (Nihizuka, 1986). Or, le Ca++ (activateur de PK-C) est également impliqué dans les 

mécanismes prolifératifs (Nishizuka, 1984; Villereal et a1.,1985; Rozengurt,l986). 

L'autre produit du clivage du phosphatidyl inositol(4,5) diphosphate par la phospholipase-C 

est l'inositol triphosphate qui permettrait la mobilisation du Ca++ intra-cellulaire essentiellement à 

partir du réticulum endoplasmique (Streb et al., 1983; Bemdge et Irvine, 1984; Nishizuka, 1984). 

De tels mecanismes contrôlant la prolifération cellulaire doivent être étroitement rétro-régulés . 
Ainsi, l'EGF active le métabolisme du phosphatidyl inositol, ce qui accroit l'activité de PK-C, qui 

en retour induirait une phosphorylation sur les acides aminés sérines et thréonines, notamment la 

thréonine 654 du récepteur de 1'EGF. Cette phosphorylation induirait l'intemalisation du récepteur 

et diminuerait son activité phospho-tyrosine kinase (Lin et al., 1986) permettant une rétroaction 

négative de 1'EGF sur son récepteur. Le produit de v-erbB exprimant de façon constitutive son 

activité tyrosine kinase (Gilmore et al., 1985) échapperait à cette régulation. 

-Interaction entre le produit des v-onc et les deuxièmes messacers de la mitose : 

Les produits de certains oncogènes sont également capables d'interférer avec le métabolisme 

des phospholipides : le produit de v-sis (analogue du PDGFB) est connu pour stimuler le 



métabolisme des lipides de l'inositol (Bemdge et Irvine, 1984). Les protéines kinases codées par 

les oncogènes v-src et v-ros interagissent avec le métabolisme du phosphatidyl inositol 

(43) diphosphate (Macara et al., 1984; Sugimoto et al., 1984). Cette régulation pourrait être due à 

un contrôle des phospholipases par le produit de ces gènes. Une des cibles bien connues de la 

pp60SrC, la p36 vient en effet d'être identifiée comme étant la lipocortine II calcium dépendante, qui 

inhibe l'activité de la phospholipase A2 (Brugge, 1986). Cet enzyme libère l'acide arachidonique à 

partir des phosphatidylcholine et d'autres phospholipides. L'acide arachidonique va notamment 

être métabolisé en prostaglandine de type E qui une fois fixée sur son récepteur stimulera l'activité 

adénylate-cyclase de la cellule (Rozengurt, 1986). Ce système contrôle l'activité de la PK-A AMPc 

dépendante, et cet enzyme (qui phosphoryle également sérine et thréonine) peut s'associer à 

l'activité de PK-C d'une façon positive ou négative selon le type cellulaire (Nishizuka, 1986). 

Enfin, l'oncogène ras pourrait être impliqué, nous l'avons vu, dans la régulation de la 

phospholipase-C, et cette liste n'est probablement pas définitive. 

3) La réaction nucléaire 

Comment le signal mitogène parvient-il au noyau ? Le problème se pose sans doute 

différemment selon que le produit de l'oncogène inducteur de la transformation est nucléaire ou non 

(Table 1). En effet, un certain nombre d'oncogènes code pour des protéines qui se localisent dans le 

noyau et pour certaines, se fixent à l'ADN. C'est le cas des produits oncogènes -ou c-mvc ( 

Donner et al., 1982; Bunte et al., 1983); ou c-mvb et du produit de fusion, v-mvb-ets ( 
Klempnauer et al., 1984; Moelling et al., 1985); c'est également vrai pour le produit de l'oncogène 

v-ski (qui présente la remarquable propriété d'avoir recombiné in vitro avec un ALV non - 
transformant, Stavnezer et al., 1981); enfin, c'est aussi le cas des produits de ou c-fos (Curran et 
al., 1984). Le produit de l'oncogène mvc peut activer en trans la région de promotion d'un gène de 

choc thermique de drosophile (hsp70) (Kingston et al., 1984). L'oncogène v-fos est capable d'agir 

en trans sur la transcription de certains gènes (Setoyama et al., 1986) et cela est également vrai pour 

le produit des gènes transformants de virus à ADN présentant une localisation nucléaire (Kingston 

et al., 1985). On peut supposer que c'est par cette capacité à accroître (ou induire) la transcription 

d'autres gènes que les produits d'oncogènes à localisation nucléaire agissent dans la mitose et dans 

la transformation cellulaire. C'est probablement dans cette catégorie qu'il faut ranger l'oncogène 

v-erbA. Il semble que cet oncogène code pour le récepteur des hormones thyroïdiennes T3 et T4 , 
bien qu'il ait perdu le site de fixation de l'hormone. La localisation de la p75gag erbA codée par le 

virus AEV est nucléaire (Sap et a1.,1986). Les récepteurs d'hormones agissent de façon intra 

nucléaire en activant ou en réprimant l'expression de certains gènes (Yamamoto, 1985). 

L'action du produit de certains oncogènes "non nucléaires" sur la structure même de l'ADN est 

suggérée par l'activité de type topoisomérasique (capable de relaxer, en présence d'ATP, l'ADN 

super-enroulé) présentée par la pp60SrC ainsi que par une autre protéine, présentant une activité 

tyrosine-kinase, tel le récepteur de I'EGF. D'après les travaux de Basu et al. (1985), il semblerait 

que la protéine oncogène interagisse plutôt avec la topoisomérase elle-même. Une telle régulation 

pourrait se révéler importante lors des mécanismes de transcription et de réplication. 



\ 
L'action indirecte du produit de certains ont sur 1'ADN est suggérée par l'accumulation des 

l ARN messagers des oncogènes c-mvc. c-fos et c-mvb très rapidement (de l'ordre de quelques 
l 
1 minutes) après un signal mitogène faisant passer la cellule du stade Go à G1 ( Kelly et al., 1983; 
I Greenberg et Ziff, 1984; Reed et al., 1985; Torelli et al., 1985). En fait, c-mvc semble efficacement 

transcrit dans des fibroblastes pulmonaires de hamster chinois arrêtés au stade Go, mais les ARN 
l 

messagers de ce gène sont extrêmement instables. La présence de facteurs de croissance dans le 
l milieu de culture provoque leur stabilisation (Blanchard et al., 1985). 

Des expériences de micro-injection de protéine c-mvc dans le noyau de cellules 3T3 
1 

quiescentes ont permis de montrer que cette protéine remplaçait l'action du PDGF dans 
1 
I l'établissement de la compétence pour ces cellules (Kaczmarek et al., 1985). Cela suggère que le 

pic d'activation de cet oncogène suivant le contact du PDGF sur son récepteur (Kelly et al., 1983) 
1 est directement responsable de l'activation des gènes rendant ces cellules sensibles aux produits des 

autres facteurs de croissance permettant la synthèse d'ADN. Cependant, il a pu être montré à l'aide 

de mutants cellulaires que l'activation de c-mvc et c-fos (suivant la fixation de 1'EGF sur son 

récepteur) ne requérait pas la mise en route de la mitose pour s'effectuer (Bravo et al., 1985). Il 

s'agirait d'une réponse spécifique à l'activation du récepteur par son ligand suivant toute la cascade 

des événements biochimiques décrits dans la Figure 12; l'accumulation d'ARN c - m ~ c  en réponse à 

un signal mitogène étant notamment sous la dépendance de PK-Ca. 

Cette activation en cascade de plusieurs oncogènes dont les produits agissent sur plusieurs 

voies métaboliques complémentaires dans le déroulement de la mitose, laisse la porte ouverte à la 

possibilité d'une action synergique de ceux-ci dans la transformation. 

Ainsi, oncogènes cellulaires et viraux sont étroitement inmqués dans les voies métaboliques 

conduisant à la prolifération, mais le nombre des oncogènes impliqués dans la propagation du 

signal se resserre d'autant plus que le signal transformant initial est plus près du noyau. Par 
exemple, y& utilisera en tant qu'analogue du PDGF, toute la cascade des événements cellulaires 

qu'utilisent les facteurs de croissance pour délivrer leur signal. v-src. v-fms ou v-fes (v-oc dont 

les produits présentent des similitudes avec les récepteurs de facteurs de croissance) sont 

dépendants du produit de c-ras pour propager leur signal mitotique, alors que les produits de v-mos 

et a f  supposés situés plus en amont de la cascade (du fait de leur activité sérinelthréonine-kinase 

pouvant peut être mimer celle de PK-C) ne le sont plus (Smith et al., 1986 et Figure 12). 

b-Les oncotrènes et la différenciation cellulaire 

La mitose est étroitement liée à la différenciation cellulaire dans la mesure où les cellules qui se 

différencient arrêtent très souvent de se diviser (Le Douarin, 1979). De façon concomitante avec la 

réduction du potentiel mitotique, s'expriment à la surface de la cellule différenciée certains antigènes 

caractéristiques de son nouvel état (Feizi, 1985), ainsi que s'activent les gènes spécifiques codant 

pour les substances que cette cellule spécialisée aura à produire. Plusieurs systèmes cellulaires 

permettent d'étudier in vitro les mécanismes de la différenciation et l'interaction du produit des ~ 
oncogènes avec celle-ci (Graf et Beug, 1978; Alema et al., 1985a; Falcone et al., 1985; Jaye et al., 

1985; Mitchell et al., 1985; Muller et Wagner, 1985; Weissman et Aaronson, 1985). 



L'introduction du produit d'un oncogène (viral ou cellulaire) dans une cellule immature peut soit 
\ 

empêcher sa différenciation ultérieure (Graf et Beug, 1978 ; Falcone et al., 1985 ; Fusco et al., 

1985 ; Coppola et Cole, 1986) soit au contraire induire sa différenciation dans des conditions de 

l 
culture où ce phénotype n'apparait pas (Muller et Wagner, 1984; Alema et al., 1985a). Cet effet 

n'est pas lié au produit d'un oncogène détexminé mais dépend du programme de différenciation de 
l la cellule considérée. 
I Le produit de v-src peut inhiber la différenciation de myoblastes (Fiszman et Fuch, 1975; 

Falcone et al., 1985) ou de préadipocytes (Langer-Safer et al., 1985) mais peut par ailleurs induire 
l 

la différenciation de cellules de phéochromocytome de rat PC12, d'origine nerveuse (Alema et al., 
I 1985a). Contrairement à son rôle dans la plupart des cellules, le produit du gène serait impliqué 

~ dans la différenciation plutôt que la prolifération des cellules nerveuses. Ii faut noter que le produit 

de l'oncogène est particulièrement exprimé dans les cellules nerveuses différenciées qui ne se 
l 

divisent plus (Cottan et Brugge, 1983; Sorge et al., 1984). Les cellules de phéochromocytome 
1 PC12, qui sont capables de se différencier sous l'action du facteur de croissance NGF (Nervous 

I growth factor) se différencient sans NGF, sous l'action de la p21 codée par des virus portant 

I 
l'oncogène ras (Noda et al., 1985). La participation de la p21C-raS dans le processus normal de 

différenciation de ces cellules a également été rapportée par Hagag et al. (1986). Ces auteurs ont pu 

montrer que la micro-injection d'anticorps anti p21C-'a dans ces cellules bloque leur différenciation 

en réponse au NGF. D'autres oncogènes peuvent n'avoir soit aucun effet sur la différenciation, soit 

un effet modéré (Graf et al., 1980; Alema et al., 1985b). 
, Les cellules hématopoïétiques constituent un modèle privilégié pour étudier l'interférence entre 

les oncogènes et les phénomènes de différenciation. De nombreux virus oncogènes animaux ainsi 

que l'existence d'un certain nombre de marqueurs bien connus ont permis de montrer que le produit 

des v-onc influe sur la dépendance des cellules hématopoïétiques vis à vis des CSF et sur leur 

processus de différenciation. Trois situations peuvent se présenter : 
l 

1) la cellule infectée (dont la prolifération est stimulée) reste dépendante de CSF pour se 

différencier; 

2) la cellule infectée est indépendante de CSF pour se différencier; 

I 3) la cellule infectée est bloquée dans sa différenciation en présence ou en absence de CSF. 
l 
I Par exemple, le produit de v-ras est capable de stimuler la croissance de précurseurs de 
l 

1 cellules érythroïdes murines. Ces cellules, comme leur équivalent normal, sont dépendantes d'une 

glycoprotéine (l'érythropoïétine) pour se différencier (Figure 8). Par contre, cette hormone n'est 
1 
I plus nécessaire pour induire la différenciation des cellules transformées par le produit de m. La 
1 
I surinfection par le virus Abelson des précurseurs érythroïdes transformés par le virus Ha-MSV I 

1 
(donc par v-ras) permet à la différenciation érythroïde de se produire en l'absence d'hormone. I 

l 

L'érythropoïétine est devenue superflue sous l'action du produit de v-ab1 (Waneck et al., 1986). 1 
L'effet du produit de l'oncogène sur la dépendance cellulaire en CSF peut s'exercer selon deux l 

voies distinctes : dans le cas des cellules infectées par le virus Abelson, l'indépendance vis à vis de 

l'érythropoïétine s'obtient sans production de l'hormone (Wanek et al., 1986); dans le cas des 
l 

cellules myéloïdes infectées par le virus MH2, le produit de l'oncogène v-mil rend ces cellules l 
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indépendantes de cMGF (indispensable pour leur croissance) d'une façon autocrine (les cellules 1 \ 

infectées produisent leur propre facteur de croissance, Graf et al., 1986). 

Le troisième type d'interaction entre v-onc et système hématopoïétique est fourni par le virus 

AEV qui contient deux oncogènes v-erbA et v-erbB; i'étude de mutants isolés in vivo ou construits 
1 

in vitro a permis de montrer une action complémentaire entre v-erbA et v-erbB dans le blocage de 

I différenciation des cellules érythroïdes transformées par AEV. Une étude récente réalisée par Kahn 
et al. (1986) et portant sur la coopération entre le produit v-erbA et le produit d'autres oncogènes 

dans la transformation des érythroblastes a pennis de définir deux étapes dans cette transformation. 

Les produits des oncogènes v- src, v-erbB , v-ras, v- sea permettent la prolifération des 

érythroblastes d'une façon indépendante de l'érythropoïétine (Figure 13) (il faut noter ici que ces 

cellules restent dépendantes de l'hormone pour se différencier). Toutefois, ces cellules exigent un 

milieu de culture complexe (fenêtres de pH et de force ionique très définies, T.Graf et H.Beug, 
l communication personnelle) pour proliférer. La surinfection de ces cellules par un virus portant 
l l'oncogène v-erbA seul (Frikberg et al., 1983) permet leur prolifération en milieu standard et 

bloque leur maturation en érythrocyte même en présence d'hormone. Ces résultats suggèrent que 

v-erbA agirait sur le contrôle de la différenciation des érythroblastes transformés (en contrôlant peut 

êre le pH et/ou la force ionique), et v-erbB et les autres oncogènes cités agiraient sur le contrôle de 

la mitose (Graf et Beug, 1983; Frykberg et al., 1983; Yamamoto et al., 1983; Kahn et al., 1986). 

Ce modèle montre que plusieurs événements génétiques (fournis par le produit des v-onc) peuvent 

être requis pour que la cellule acquière son phénotype transformé maximal : le premier stade 

dissocie l'effet des hormones de croissance sur la prolifération et le second bloque la 

différenciation. 
1 

Une autre voie d'approche pour obtenir des informations sur le rôle du produit des oncogènes 

cellulaires dans les programmes de différenciation consiste à mesurer les variations du taux 

d'expression d'un c-onc donné après induction de la différenciation. Ainsi, c-fos est rapidement 

exprimé durant la différenciation de monomyélocytes ou de monocytes en macrophages, mais ne 

montre aucune induction lors de la différenciation des monomyélocytes en granulocytes suggérant 

ainsi un rôle spécifique de cet oncogène dans la différenciation monocytaire (Mitchell et al., 1985). 

I L'induction de c-fos est également observée lors de la différenciation des cellules de 

I phéochromocytome PC12 (Curran et Morgan, 1985). De façon opposée, l'effondrement du taux 
I d'ARN des oncogènes c-myc et c-mvb est observé lors de la différenciation in vitro de cellules 
1 myéloïdes (Gonda et Metcalf, 1984) alors que le taux d'ARN de l'oncogène lui ne varie pas. 

L'oncogène c-mvc, introduit sous le contrôle d'un promoteur viral dans des pro-érythroblastes 

murins transformés par le SFFV (virus dépourvu d'oncogène), empêche la différenciation de ces 

cellules sous l'action du DMSO (Coppola et Cole, 1986). Cette observation va tout à fait dans le 

sens de l'activité mitogène attribuée au produit de c-mvc. Dans un autre système, une chute du taux 

des ARN de l'oncogène p& est observée au cours de la différenciation in vitro de cellules 

endothéliales des parois de vaisseaux sanguins (Jaye et al., 1985). 

Les voies métaboliques qui sont utilisées pour mener à bien la mitose fonctionnent également 

dans le cas de la différenciation cellulaire. Le fait qu'une cellule choisisse de se diviser ou de se 
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, différencier en réponse au même inducteur dépend probablement du programme génétique de cette 
I cellule au moment où elle reçoit le signal. Les oncogènes qui interagissent avec la mitose seraient 
i 
I donc également capables, en intervenant par les mêmes mécanismes biochimiques, d'induire la 

différenciation cellulaire (Figure 12). 

III-ONCOGENESE MULTT-ETAPE 

Un oncogène c'est bien, mais deux oncogènes, c'est mieux ! Ou encore, Attention ! Un 

oncogène peut en cacher un autre ! Cette formule s'est révélée particulièrement vraie dans les 

études tendant à isoler les gènes transformants actifs dans les tumeurs spontanées (ou induites par 

différents agents (Figure 14) (Cooper et Neiman, 198 1; Lane et al ., 1982; De Lapeyriere et al., 

1984). Toutefois, cette notion d'étapes multiples dans la transformation était déjà connue en 

cancérologie clinique, ou en cancérogénèse chimique (Cairns , 1975; Henning et al., 1983). Cette 

association de gènes est également connue dans la transformation induite par les virus à ADN 

(Rassoulzadegan et al., 1982; Yang et al., 1985). L'étude de l'interaction de plusieurs oncogènes 

dans la transformation cellulaire s'est trouvée facilitée par l'utilisation de systèmes cellulaires 

"induits", ne produisant pas de tumeurs chez la souris nude, tout en ayant acquis une capacité de 

multiplication infinie, ce que ne peuvent pas faire des cellules normales (Macceira-Coelho et 

a1.,1977). De telles lignées cellulaires ont permis de dégager deux groupes d'oncogènes, les 

premiers sans action transformante sur ces cellules, les seconds au contraire doués de ce pouvoir. 

Par contre, les oncogènes du premier groupe sont capables d'induire sans changement 

morphologique l'immortalisation des cellules saines, liée à une réduction de leurs exigences vis à 

vis des facteurs mitogènes du sérum, alors que les oncogènes du deuxième groupe sont sans action 

sur ces cellules. Il semble en fait que l'irnmortalisation ou la transformation cellulaire dépende (dans 

un système donné) plus d'un problème quantitatif que d'un effet spécifique de l'oncogène. 

En effet, le produit de mvc semble capable, quand il est exprimé par l'intermédiaire de LTR 

murin, de transformer des fibroblastes et des macrophages normaux de souris (Vennstrom et al., 

1984) alors qu'il est immortalisant sur ces cellules quand il s'exprime par l'intermédiaire d'autres 

types de séquences activamces de la transcription (Mougneau et al., 1984). Cette capacité à 

transformer les fibroblastes ou les cellules sanguines était déjà connue depuis fort longtemps pour 

l'oncogène v-mvc présent dans les virus aviaires (Langlois et al ., 1967). D'autre part, le produit de 

l'oncogène RAS activé semble immortalisant quand il est faiblement transcrit et transformant quand 

il est placé sous le contrôle transcriptionnel de séquences virales (Spandidos et Wilkie, 1984). Cette 

observation est également valable pour le produit d'un autre oncogène (p53) immortalisant quand il 

est faiblement transcrit, et transformant s'il est fortement transcrit sous le contrôle d'un promoteur 

viral (Jenkins et al., 1984; Eliyahu et al., 1985). 

Un autre exemple des effets multiples du produit d' un oncogène dans la transformation a été 

apporté par l'oncogène ras activé dans les tumeurs induites par les cancérogènes chimiques. Nous 

avons vu que deux stades cellulaires peuvent être individualisés dans la transformation induite par 



les carcinogènes chimiques: un stade d'initiation où les cellules non tumorigènes présentent une 

propension élevée à dégénérer sous l'action des promoteurs chimiques (TPA), représentant ainsi le 

deuxième stade tumorigène. c-Ha-ras peut être activé par mutation ponctuelle (sur l'acide aminé 

61) par le DMBA (7,12-diméthylbenz(a)anthracène) dans les kératinocytes murins "initiés" formant 

des papillomes bénins susceptibles de dégénérer en carcinomes squameux sous l'action des esters 

de phorbol (Balmain et al., 1984; Brown et al., 1986; Harper et al., 1986). Ainsi la p21ras activée 

parait capable de prendre en charge l'étape d'initiation où la cellule est suffisamment "anormale" 

pour se transformer au contact des substances promotrices, et présenter in vitro une anomalie des 

phases tardives de la différenciation (Harper et al., 1986). C'est probablement par le biais de cette 

perturbation que les cellules induites sont capables de former les papillomes bénins; un deuxième 

événement stimulé par le TPA interviendrait alors pour transformer ces cellules. Bien que le 

traitement de la peau par le DMBA conduise à l'apparition de papillomes dont 85% possèdent une 

anomalie du c-Ha-ras, et sont sensibles aux esters de phorbol, un petit pourcentage de ceux-ci 

parait initié sans que ce gène soit activé; ces papillomes progresseront vers la transformation d'une 

façon indépendante du TPA (Harper et al., 1986). 

Or, l'introduction du gène v-ras dans ces cellules "initiées" établit la phase de progression en 

les rendant tumorigènes (Harper et al., 1986). Ces résultats montrent que le produit d'un même 

gène peut être impliqué dans l'initiation des cellules (les cellules non tumorigènes ne montrent 

qu'une perturbation des phases terminales de la différenciation) mais également dans l'étape de 

progression à l'issue de laquelle les cellules sont franchement transformées. Les voies métaboliques 

permettant d'atteindre ces différents stades sont multiples : l'initiation peut se faire par 

l'intermédiaire de la voie métabolique détaillée dans le chapitre oncogènes et mitose, incluant 

l'oncogène ç-ras et la PK-Ca (ce qui expliquerait pourquoi les papillomes où le c-ras est activé sont 

sensibles aux esters de phorbol, la PK-C étant, nous l'avons vu, un des récepteurs de ces 

substances); ce stade peut également être atteint par un autre mécanisme mal connu, mais qui permet 

au produit de de se révéler transformant. 

Des études menées in vitro suggèrent que l'oncogène mvc serait également capable d'induire 

l'étape "d'initiation" dans des fibroblastes d'embryons de rats, le TPA permettant ensuite leur 

transformation morphologique (Connan et al., 1985). Ainsi, il est clair que les carcinogènes 

chimiques utilisent l'arsenal des c-onc pour transformer les cellules mais que les produits de 

plusieurs gènes sont dans tous les cas nécessaires. 

La démonstration de l'action synergique du produit d'oncogènes a été apportée par Land et al., 

(1983) dans la transformation de fibroblastes embryonnaires de rat. Dans ce système, l'oncogène 

v-mvc n'induit pas sur les cultures cellulaires de modifications décelables; de son côté, le produit de 

l'oncogène Ha-RAS activé, qui est transformant sur différents types de cellules immortalisées 

(Newbold et Overell, 1983), s'avère incapable de rendre ces cellules tumorigènes; l'action 

simultanée du produit des deux oncogènes y parvient. Les actions synergiques ont été activement 

étudiées depuis en associant plusieurs produits d'oncogènes. Ainsi, une action synergique a pu être 

observée entre la p21RAS et la p53 (Parada et al., 1984). Le gène codant pour cette protéine n'est 

pas isolé d'un rétrovirus; la p53 est présente à des taux fréquemment élevés dans différentes 
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1 cellules transformées mais également dans des cellules normales (Rotter et Wolf, 1985). 
1 \ 

l Observation très interessante, sa localisation de cytoplasmique dans les cellules normales devient 

nucléaire dans les cellules transformées (Rotter et Wolf, 1985). Le clonage moléculaire de YARN 

codant pour cette protéine (Oren et Levine, 1983) a permis d'étudier directement son potentiel 

oncogène et de montrer que la a est capable d'immortaliser les cellules normales (Jenkins et al., 

1984). Cette protéine pourrait intervenir in vivo dans l'établissement des tumeurs (De Lapeyriere et 

al ., 1984). L'existence d'une synergie du même type a également été rapportée pour les oncogènes 

N-MYC et RAS (Schwab et al., 1985). N-MYC également dépourvu d'équivalent parmi les 

oncogènes de rétrovirus a été isolé sur la base de son homologie limitée avec mvc et de son 

amplification importante dans les cellules de neuroblastomes (Schwab et al., 1983a). Ce gène 

code, comme MYC. pour un doublet protéique (p62-64) à localisation nucléaire (Slamon et al., 

1986). 
1 

Un autre moyen de mettre en évidence une synergie entre oncogènes est fourni par des 

rétrovirus contenant naturellement plusieurs oncogènes. Nous avons vu dans le chapitre oncogènes 

et différenciation cellulaire, le cas du virus AEV au sein duquel v-erbA et v-erbB coopèrent pour 

transformer les cellules érythroïdes aviaires immatures (Figure 13). Un autre exemple de 

coopération peut être fourni par l'action des oncogènes v-mil et v-mvc (tous deux portés par le 

rétrovirus aviaire MH2), sur des cellules de neurorétines aviaires (Béchade et al., 1985). Les 
1 

cellules de neurorétines d'embryons de poule de 7 jours ne se multiplient pas in vitro tout en 

survivant. Nous avons pu montrer, en utilisant des mutants du virus MH2, isolés biologiquement 

ou construits in vitro, que le produit du gène v-mil était capable d'induire la multiplication de ces 

cellules. Les virus n'exprimant que le produit de l'oncogène mvc sont sans effet décelable sur ces 

cellules. Après multiplication de ces cellules sous l'action du produit de v-mil, le produit de 

l'oncogène v-myc est capable de les transformer. 

Enfin, une action synergique ou complémentaire peut être supposée pour certains oncogènes 

trouvés simultanément activés au sein d'une même cellule transformée. C'est ainsi le cas des 

oncogènes MYC et N-RAS identifiés dans des cellules promyélocytiques humaines (cellules HL60) 
et dans au moins une lignée cellulaire de lymphome de Burkitt (Murray et al ., 1983). L'oncogène 

1 N-RAS pour sa part a été isolé selon la technique de transfection de l'ADN de cellules 

1 transformées sur les cellules NIH3T3 (Figure 14, Table IV) et moléculairement cloné à partir de 

l cellules de neuroblastomes; il fait partie de la famille des oncogènes RAS, mais contrairement à 

Ha-RAS et Ki-RAS, N-RAS n'a pas d'équivalent connu dans les rétrovirus (Shimizu et al ., 
1983a). 

IV- LES CONTROLES DE L'ONCOGENESE 

La constitution d'un organisme nécessite de fac;on harmonieuse, croissance et différenciation 

cellulaires ce qui suppose un contrôle étroit de ces mécanismes. Ainsi, des facteurs de croissance) 

sont responsables de la multiplication cellulaire, d'autres subtances sont capables de prévenir 

celle-ci. De tels facteurs ont été obtenus à partir de tissus normaux et à partir du surnageant de 



! , culture de cellules (Table III). En règle générale, leur action s'exerce sur les cellules saines mais 
l 
I pas sur les cellules transformées. Ces facteurs sont constitués par des polypeptides (souvent reliés 

par des ponts disulfures) et certains sont des glycoprotéines (Table III). Le mode d'action précis de 

tous ces facteurs n'est pas connu, mais il pourrait, comme le TGFB par exemple, moduler l'activité 

des facteurs de croissance en agissant sur leurs récepteurs, ou encore induire la différenciation de 

certains types cellulaires. 

Un mécanisme de balancier activant des gènes induisant la mitose, puis activant des gènes la 
l réprimant, peut même être supposé. En effet, le PDGF semble induire très rapidement l'expression 
1 

l d'une famille de gènes (dont c-fos et c-mvc) dans des fibroblastes de souris, mais cette première 

vague d'activation (de gènes supposés être mitogènes) est suivie d'une deuxième vague où figurent 
1 

le gène du j3-interféron fibroblastique et le gène de la 2'-5' oligoadénylate-synthétase qui sont 

anti-mitotiques (Zullo et al., 1985). Le B-interféron contrôlant le gène c-mvc semble être également 

capable d'induire la différenciation de cellules hématopoïétiques (Resnitzky et a1.,1986); un tel 

produit pourra ainsi réguler la prolifération de ces cellules en les induisant à se différencier. Un 

mécanisme de balancier semble également exister dans la fonction de PK-C, qui tout en induisant 

une série d'événements aboutissant à la mitose dirige également (dans certains types cellulaires) un 

certain nombre de mécanismes régulateurs aboutissant à la dégradation de récepteurs membranaires 

et/ou à l'inactivation du système adénylate cyclase (voir le chapitre sur la mitose). PK-C est 

également capable d'activer la 5'-phosphornonoesterase, responsable de la dégradation de I'inositol 

triphosphate déprimant ainsi la cellule en second messager (Figure 12, Connolly et al., 1986). On 

peut supposer que la rupture de cet équilibre entre "activation" et "répression" puisse induire la 

transformation cellulaire. 

D'autre part, l'existence de séquences nucléotidiques capables de contrôler l'expression de 

phénotypes transformés a clairement été montrée dans le cas de certaines tumeurs particulières, les 

rétinoblastomes. Dans ces tumeurs, un gène RB1, présent sur le chromosome 13 (bande q14) doit 

être fonctionnellement perdu sur ses deux allèles (Cavenee et al., 1983), pour que la tumeur se 

développe. RB 1 pourrait (par exemple) être essentiel dans l'induction de la différenciation des 

cellules visées. Le contrôle exercé par le gène RB1 sur la prolifération cellulaire déborde le cadre 

des cellules de la rétine, car il a été montré récemment que la présence des deux allèles RB1 non 

fonctionnels était responsable de la fréquente survenue d'ostéosarcomes chez les individus atteints 

de la forme héréditaire du rétinoblastome (Hansen et al., 1985). D'autres tumeurs (tumeur de 

Wilms, carcinome pulmonaire à petites cellules, carcinome rénal à transmission familiale et les 

neuroblastomes) semblent également devoir perdre pour se développer les deux allèles d'un gène 

unique (Klein et Klein, 1985). L'existence de tels gènes "anti-oncogènes" est également suggérée 

par les études menées sur des hybrides somatiques non transformés, résultants de la fusion de 

cellules transformées et de cellules normales (Graig et Sager, 1985). 

Par exemple, un contrôle négatif s'exerçe sur la capacité de v-src à induire des tumeurs in vivo 

dans des embryons de poule (Dolberg et Bissell, 1984). Les cellules embryonnaires infectées se 

transforment après culture in vitro ce qui suggère que les facteurs contrôlant la différenciation 

pendant la vie embryonnaire sont également capables dans ce cas de dominer le phénotype 



transformé. Les mécanismes régulateurs ne sont pas tous connus, mais on peut supposer, sur la 

base des résultats actuels, au moins quatre types de contrôles différents pouvant affecter un 

oncogène : un contrôle transcriptionnel, un contrôle post-nanscriptionnel, un contrôle régulant la 

traduction et un contrôle régulant l'accumulation du produit cible de l'oncogène. 

Ainsi, il est clair que l'expression transcriptionnelle de certains oncogènes peut être régulée de 

façon tissu-spécifique par les séquences nucléotidiques adjacentes en 5' ou en 3' du gène. 

L'oncogène MOS (qui présente par ailleurs la particularité, unique chez les oncogènes, d'être 

dépourvu d'introns, Watson et al., 1982) possède en 5' une séquence nucléotidique qui empêche 

son expression transcriptionnelle après transfection dans des fibroblastes (Wood et al., 1984). Une 

séquence analogue est également retrouvée dans le gène c-mvc de souris (Remmers et al., 1986) et 

le gène codant pour la fl (Bienz-Tadmor et al., 1985) suggérant ainsi un rôle général de ce type 

de contrôle dans la régulation des c-onc. Ces séquences pourraient être la cible de protéines se 

fixant sur l'ADN (Siebenlist et al., 1984) et on peut imaginer une expression définie selon les 

tissus ou les stades de différenciation. 

Un contrôle post-transcriptionnel est suggéré dans le cas de l'oncogène c-myc, la stabilité de 

I'ARN synthétisé étant sous la dépendance de facteurs cellulaires (Dani et al., 1984). Ce type de 

régulation existe également dans le cas du gène c-fos, qui doit être amputé de 67 nucléotides riches 

en adenines et thymidines (-189 à -123 nucléotides du signal de polyadénylation du gène, Meijlink 

et al., 1985) pour être traduit dans des fibroblastes. Or, en réponse à un signal de différenciation 

(esters de phorbol) des monocytes expriment d'importantes quantités d'ARN FOS pendant une 

centaine d'heures, alors que la protéine correspondante devient indécelable dans les deux heures qui 

suivent l'induction (Mitchell et al., 1985). Un facteur cellulaire intervient donc de façon transitoire 

pour permettre l'expression de la protéine. 

Enfin, on peut supposer d'après les expériences de Noda et al. (1983) qu'un contrôle peut 

s'exercer sur l'accumulation du produit cible pour un oncogène donné. Ces auteurs ont pu montrer 

que des révertants morphologiques de cellules de souris transformées par l'oncogène v-ras ne 

pouvaient plus être transformés par certains autres (v-fes et v-src) alors que la transformation par 

v-mos ou v-sis était toujours possible. On peut supposer que le produit cible du gène v-ras a 

disparu de ces cellules. 

Intervenant probablement par un autre biais, les gènes du complexe majeur d'histocompatibilité 

(essentiels dans les mécanismes immunologiques de rejets modulés par les lymphocytes 

cytotoxiques) peuvent empêcher une cellule transformée d'être tumorigène (Wallich et al., 1985). 

L'importance de leur rôle dans la transformation est attestée par l'inhibition de ces gènes sous 

l'effet du produit E1A de l'adénovirus type 12, ce qui permet à la cellule de devenir tumorigène en 

échappant au contrôle de ces lymphocytes cytotoxiques (Bernards et al., 1983). Situé sur la même 

voie de régulation, il faut signaler le rôle du "Tumor Necrosis Factor" (TNF) synthétisé par les 

macrophages activés. Ce produit de 156 amino acides est lytique et induit une nécrose tumorale in 

vivo, et une mort cellulaire préférentielle des cellules transformées in vitro (Fransen et al., 1985). 

Ce produit pourrait également agir par l'intermédiaire de mécanismes de différenciation : une 

complète homologie vient d'être observée entre DIF responsable de la différenciation des cellules 



/;. " 

1 O n c o g è M  1 Produits 1 Cellules d'origine 

1 N-RAS / e t  GTPase) 1 Sic-N-ÇH: Neuroblastome 

~2 1 

(Fixe le GTP 

EJ: carcinome de l a  vessie 

Carci nome pu1 monai r e  

B-1gm 

T-lym-1 

R A F  * 
neu 

T R K  

I I 1 me1 1 1 NK 14: mélanome. 

P 8  
apparentée aux 
transférines 

1 MET /Tyrosine kinase? 

I I 

dhl  ( Lymphome 0 diffus. 

RP9: lymphome 6 aviaire. 

S49T: Lymphome murin de type T 

Carci nome pu1 monai r e  

p 185 
Tyrosine kinase 

~ 6 4  
Turosine kinase 

MNNG-HOS; Lignée cellulaire humaine 

transformée par un carcinogène chimique. 

Neurobl astome. 

Carcinome du colon ascendant. 

r e t  1 Lymphome de type T. 

mcf-2 

R O S  * 

1 hst  1 

1 I 

MAS 

1 Carcinome Gastrique. 

Turosine kinase? 

Références 

HCF-7: Carcinome mammaire. 

~ 3 3  
Transmembrane? 

Santos e t  al., 1982 

Carcinome épi dermoïde. 

D e r  e t  al., 1982 

Taparowsky et al., 1983 

Goubin et al., 1983 

Lane e t  al., 1984 

Shimizu e t  al., 1985 

Bargmann e t  al., 1986 

Martin-Zanca e t  al., 1986 
- -- 

Cooper e t  al., 1984 

Padua e t  al., 1984 

Eva et Aaronson, 1985 
-- 

Takahashi et  al., 1985 

Fasano e t  al., 1984 b 

Birchmeier et al., 1986 

Young e t  al., 1986 

Sakamoto et al., 1986 

* Oncogène déja trouvé au sein d'un rétrovirus. 

TABLE PZ : Oncogènes isolés par transfect ion 

de l ' A  nhl da r a l l i r l  oc f r~çancfnrdac  



TABLE V : Amplif ication des c-onc. 

---- - 

I 

- 

Tumeurs ou l ignées 
HL60 (Lignée promyélocytique 

humaine) 

COL0 320 (Carcinome colique 
humain) 

Adénocarcinome gastrique 
humain 

SCLC (Carcinome pulmonaire 

humain à petites cellules) 

SCLC 

Neurobl astomes (Lignées ou 

tumeurs humaines) 
Y79 ( Lignée de rétinoblastome 

humain) 

MCF7 (Carcinome mammaire 
humain) 

Y 1 (Tumeur adénocorticale 
de souris) 

K562 (Lignée de leucémie 

myél oïde chronique humaine) 

CO L O  20 1 /205 (Carcinome 
colique humain) 

A 4 3  1 (Carcinome épidermoïde 
humain) 

Gliobl astomes humains 

MAC117 (Carcinome mammaire 
humain) 

- - 

Références 

Nowell e t  al., 1983 

Alita10 e t  al., 1983 

Shibuya e t  al., 1985 

L i t t l e  et al., 1983 

Nau e t  al., 1985 

Schwabet al., 1983a 

Schwabet al., 19848 

Fasano e t  al., 1984 

Schwabet al., 1983b 

Collins e t  Groudine, 1983 

Alita10 e t  al., 1984 

Linn e t  al., 1984 

Libermann et al., 1985 

King e t  al., 1985 
1 

Amplif i-  
cation 

20 

50 

15 à 30 

2 0 6 7 6  

10 à 20 

140 

20 

10 

50 

10 

10 

10 

10 à 60 

10 

Oncogène 
amplif ié 

MYC 

HYC 

HWC 

HYC 

L-MYC 

N-HYC 

N-Hyc 

N- R A S  

c-l<i-ras 

ABL 

MYB 

ERB 

ERB B 

NEU 

Produit 

p64/67 

Nucléaire 

p62/64 
Nucléaire 

p2 
F i x e  GTP 
GTPase 

pl45 

P 8 3  
Nucléaire 

~ 7 0  

Tyr. k.  

pl85 
Tyr. k .  ? 



3 I Local isat ion 1 Oncoqène 1 Références  i 

1 

1 - 

3 P 25 
4 

P 15 1 Ha- R A S I  1 O 'Br ien e t  al., 1983 1 

Cen.-p2 1 
P 32 

1 P 32 
II 36.1 -O 36.2 
q 12 - q te r .  

2 p 2 3 - p t e r .  

H I L l / R A F l  

M IL2 /RAF 2 
G r o f f e n  e t  al . ,  1984 b 

Sakaguchi  e t  al., 1984 
Nagara jan  e t  al., 1986 
Harpe r  e t  al., 1983 

S p u r r  e t  al., 1984 
Cooper e t  al., 1984 
Caubet e t  al., 1985 
Neel e t  al., 1982 

- 1 

5 3 4  
p 2 3 - q 1 2  

6 q 16 - q 2 2  
q 22  - q 24 

p t e r  - q 22 7 p 1 1  -q t e r  

q 1 1  
q 2 4  

q 2 3 - q 2 4  1 ETSI* 1 D e T a i s n e  e t  al., 1984 1 

N- R A S  
B- L Y H  
L- HYC 

FGR 
SKI 

N - H Y C  

Bonner  e t  al., 1984 I 

9 q 3 4  1 ABL 1 Go f f  e t  al., 1982 

FMS 

K i -RAS1  
ROS 
MYB 

ERB B 
MET 
NOS 
MYC 

I 

D a v i s  e t  al., 1983 
M o r t o n  e t  al., 1984 
Nau e t  al., 1985 
T r o n i c  e t  al.. 1985 
Ba lazs  e t  al., 1984 

Schwab  e t  al., 1984b 

14 q 2 1 - q 3 1  1 FOS 1 B a r k e r  e t  al., 1984 1 

Casey e t  al., 1986 
T s u j i m o t o  e t  al., 1984 

q 13 
l1 q 1 3  

12 p 1 2 - p t e r  
q 1 4 - q  t e r  

1 5 a 2 s  - 26 1 FES/FPS I ~ a r p e r  e t  al., 1983 I 

I N T ~ *  
BCLI* 

P 13 1 ~ 5 3  1 l sobe e t  al., 1986 1 

K i - R A S 2  

I N T  l* 

O'Br ien  e t  al., 1983 

Nusse e t  al., 1984 

17 q l l - q l 2  

r18 4 2 1  

1 4 1 1 - 4 2 2  ' NEU S c h e c h t e r  e t  al., 1985 
ERB A *  

- -- -- - 

B C L ~ *  ( T s u j i m o t o  e t  al., 1985 
L 

* : pas d 'év idence d i r e c t e  d'une a c t i v i t é  t r a n s f o r m a n t e  

Sheer  e t  al., 1985 

,TT'.. 
+ < . Y .  . . 

TABLE : Localisation chromosomique d e s  'oncogènes 

Le Beau e t  al., 1984 

Watson  e t  al., 1986 
20 S l 2 - S l 3  
21 q 2 2  

SRC 

E T S 2  * 
q 1 1  

22 q 1 2 - q  13 
p21 -  q 1 1  
1 2 - 1 3  

BCR * 
S I S  

A- RAF  1 
H a - R A S 2  

H e i s t e r k a m p  e t  al., 1985 
B a r t  r a m  e t  al., 1984 

H u e b n e r e t  a l . ,  1986 
O'Br ien  e t  a l . .  1983 



4- 

y5 
TABLE SZlI : Translocations chromosomiques e t  c-onc. 

Translocations ou 
remaniements 

5-B 5 q -  

t (9 ; 22) ( q 3 4  ; q l l )  
(Chromosome Phi lade lph ie)  

t ( 7; 9 )  ( q 3 6  ; q 3 4 )  

t (9 ; 1 1 )  ( p 2 2 ;  q 2 3 )  

t ( 8  ; 1 4 )  ( q 2 4 ;  q 3 2 )  
t ( 8  ; 22) ( q 2 4  ; q l  1)  
t (2 ; 8 )  ( p l  1 à p l 3  ; q 2 4 )  

t ( 4 ;  1 1 )  ( q 2 1  ; q 2 3 )  
t (8 ; 2 1 )  ( q 2 2  ; q 2 2 )  

t ( 1 4  ; 1 8 )  ( q 3 2  ; q 2 1 )  

t ( l 1  ; 1 4 )  ( q 1 3 ;  q 3 2 )  

t ( 1 5  ; 1 7 )  ( q 2 2  ; q 2 1 )  

t ( 3 ;  8) ( p 1 4 ;  q 2 4 )  

Références 

Nienhuis  e t  al., 1985 

Sh t i ve lman  e t  al., 1985 

- 

'destbrook e t  al., 1987 

Diaz  e t  el., 1986 

B e r g e r  e t  Bernheim, 1985 

Sacc:hi e t  al., 1986 

T s u j i m o t o  e t  al., 1985 

T s u j i m o t o  e t  al., 1985 

Le Beau e t  al., 1985 
- 

Dra t l k in  e t  al., 1985 

Cancer 
associé 

Leucémie myélo ïde aigüe. 
Anémies. 

Leucémie myélo ïde chronique. 

Lymphome T 

Leucémie monocyt ique aigüe. 

Lymphome de B u r k i t t .  

Leucémies aigües. 

Lymphome fo l l i cu l a i r e .  

Lymphome B d i f f us .  
Leucémie 1 ymphoïde chronique. 

Leucémie p romyé locy t ique  aigüe. 

Carcinome réna l  héréd i  ta i re .  

1 c-onc 
\\ 

impliquéG 

FMS 

ABL 

BCR 

ABL 

ETS 1 

MYC 

ETS 1 
ETS2 

BCL2 

BCLl 

~ 5 3  

MYC 



F i o u r e  15 : 

c e l l u l e  + 

n o r m a l e  2- -13kuc 

Chromosomes  d o n t  l a  t r a n s l o c a t i o n  
e s t  i m p l i q u é e  d a n s  l e s  Lymphomes 
d e  B u r k i t t .  

T r a n s l o -  
c a t i o n  J1 

14 

- L o c a l i s a t i o n  d e  l'al1 è l e  t r a n s l o q u é  
du g è n e  M Y C  

14 14q+ 8 8q- 

- L o c a l i s a t i o n  d e s  a l l è l e s  t r a n s l o q u é s  
d e s  g è n e s  d ' immunoglobul ines  

5' O r i e n t a t i o n  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  
'3- d e s  g è n e s  



1 myéloïdes humaines et le TNF (Takeda et a1.,1986). Quel que soit le type de contrôle utilisé, 

1 ' l'expression des oncogènes est étroitement surveillée dans l'ontogénèse et au cours de la division 
l 

1 cellulaire. Au même titre que l'activation d'oncogènes, la suppression "d'anti-oncogènes" doit être 
1 

prise en compte pour expliquer l'installation d'une tumeur. 

IV-C-ONC ET TUMEURS 

Depuis la caractérisation des équivalents cellulaires d'oncogènes trouvés au sein de rétrovirus, 

de nombreuses études ont été entreprises pour déterminer si les c-onc pouvaient être impliqués 

d'une façon quelconque dans l'apparition de tumeurs spontanées. Et de fait, bien que le rôle exact 

du produit de ces gènes dans la transformation ne soit pas clairement établi, leur implication dans 

ce processus est maintenant certaine. L'activation d'un c-onc, c'est à dire l'événement génétique 

détournant le produit de ce gène de son rôle physiologique et aboutissant à la transformation 

cellulaire, peut se faire selon des voies différentes. Trois grands types de modifications (non 

mutuellement exclusifs) peuvent induire l'activation de c-onc : 

1) des modifications touchant le nombre de copies (amplification) ou la localisation 

(translocation) d'un oncogène dans le génome; 

2) des altérations ponctuelles des séquences nucléotidiques régulant l'activité transcriptionnelle 

d'un oncogène; 

3) des altérations nucléotidiques (mutations) affectant la structure et l'activité du produit codé 

par cet oncogène. 

Les deux premiers points impliquent l'expression accrue d'un produit cellulaire normal, alors 

que le dernier point suggère l'expression nonnale d'un produit modifié. La démonstration de 

l'existence de gènes activés dans certaines tumeurs a été apportée par les expériences de transfection 

de l'ADN de tumeurs sur des cellules réceptrices non transformées (Figurel4, Table IV). La 

transformation de ces dernières, et le clonage moléculaire du gène impliqué a permis d'identifier un 

certain nombre de nouveaux oncogènes dépourvus d'équivalent viraux. Certaines tumeurs ont 

permis de redécouvrir des oncogènes déjà connus (Table IV) et elles ont également permis de 

préciser les mécanismes d'activation de telles séquences. 

a-Amdification des c-onc 

L'amplification d'un gène est un moyen utilisé par la cellule pour augmenter la production 

d'un enzyme pour faire face à un produit toxique par exemple : amplification du gène codant pour 

la dihydrofolate réductase lors du traitement des cellules par le méthotrexate et amplification du gène 

codant pour l'aspartyl transcarbamylase dans les cellules devenues résistantes à des inhibiteurs de 

cette fonction enzymatique (Schimke, 1982). Cette amplification induit deux types de modifications 

caryotypiques décelables. La première, appelée HSR (homogeneously staining regions), est 

visualisée après coloration par l'apparation sur les chromosomes de bandes anormalement larges là 

où l'amplification intervient (ce type d'amplification est stable). La seconde se fait par 

l'intermédiaire de "Double Minute Chromosomes" (DMC) et s'accomplit de façon 



extra-chromosomique (ce type d'amplification est instable). 
\ 

De tels types d'anomalies ne sont pas rares dans les cellules transformées, et récemment il a pu 

être montré que certains gènes oncogènes pouvaient être amplifiés par ce biais. Différents 

oncogènes dans différentes cellules sont susceptibles d'être amplifiés de cette façon (voir Tableau 

V). Dans tous les cas examinés, l'augmentation génique induit une surexpression de l'oncogène 

l concerné qui pourrait être liée au pouvoir tumorigène de la cellule (Schwab et al., 1984a). 

l L'amplification de N-MYC dans des neuoblastomes se voit dans les tumeurs ayant le plus mauvais 

pronostic, ainsi que l'amplification de MYC dans les carcinomes pulmonaires (Little et al., 1983). 
l 

L'amplification de N-MYC dans les neuroblastomes est responsable du pouvoir métastatique élevé 
l 

de ces cellules. Or, le gène N-MYC amplifié est responsable dans ces cellules de la répression de 
I 

l 
l'antigène de classe 1 du complexe majeur d'histocompatibilité (Bernards et a1.,1986). Cela 

permettrait à ces cellules d'échapper à la survillance des lymphocytes cytotoxiques. Un modèle 
l 

d'étude in vitro permet de correler amplification et transformation : une lignée fibroblastique de 
l 

souris transfectée avec de l'ADN d'un plasmide dans lequel est inséré le gène v-src, voit cet ADN 
l 

s'amplifier (x50) et les cellules devenir tumorigènes quand elles sont cultivées en basse densité de 

population. Si la densité de la culture est maintenue à un niveau élevé, le phénotype transformé est 

perdu ainsi que l'amplification du v-src dans le génome cellulaire (Glanville, 1985). L'amplification 

des oncogènes pourrait se faire tout d'abord sous forme de DMC, lesquels pourraient ensuite 
1 regagner l'ADN chromosomique par recombinaison homologue créant ainsi les structures HSR sur 

les chromosomes (Schwab et al., 1984a). 

b-Translocations chromosomiaues et activation d'onco~ènes 

A côté des anomalies caryotypiques représentées par les amplifications d'ADN, le génome des 

cellules transformées contient souvent des translocations ou des remaniements (amputations, 

inversions de fragments) affectant les chromosomes. Ces anomalies sont souvent observées sur des 

lignées cellulaires et il peut être difficile de déterminer celles qui sont la cause ou la conséquence de 

la transformation (Yunis, 1983). Cependant, l'association constante de certaines translocations avec 

certains types de cancers, et plus récemment la découverte d'oncogènes aux points de translocations 

suggèrent que les remaniements chromosomiques, comme les amplifications, sont à la base de 

l'expression inopportune d'oncogènes. La localisation des oncogènes sur les chromosomes 

(humains et murins essentiellement) a grandement facilité les études menées sur la relation 

oncogènes/translocation (voir Tableaux VI et VII). 

Les chromosomes sont caractérisés dans les cellules en métaphase ou prométaphase (les études 

menées sur les translocations sont donc tributaires de la division des cellules cancéreuses, ce qui 

explique la plus grande fréquence des leucémies par rapport aux tumeurs solides dans les 

expériences rapportées). Après traitement par la trypsine, les préparations chromosomiques sont 

colorées au giemsa, ce qui permet d'obtenir le long du chromosome, une alternance de bandes 

sombres et claires caractéristiques (Harnden et al., 1981). Ce type de coloration permet de repérer 

précisément les chromosomes impliqués dans la translocation et, par la bande concernée, le niveau 

où l'anomalie intervient. Peu d'oncogènes connus ont pu être impliqués dans ce type de processus, 



mais il n'est pas douteux que cette liste va s'allonger dans un futur proche. L'étude des 

translocations a d'ailleurs permis de découvrir de nouveaux oncogènes potentiels (Table VII) , et il 

est à supposer que leur nombre va croître. Les translocations les plus étudiées et les mieux connues 

concernent l'oncogène MYC dans les lymphomes de Burkitt, et l'oncogène ABL dans la leucémie 

myéloide chronique. 

1) Le lvm~home de Burkitt 

En 1958, Burkitt publiait la première description d'un lymphosarcome de la mâchoire frappant 

l'enfant africain avec une fréquence de 41100 000 (Burkitt, 1958). Ce lymphome prédomine dans 

les régions à paludisme endémique, et une association avec un virus à ADN (Herpès-virus de 

Epstein et Barr) était fréquemment trouvée (Kaplan et Szajnert, 1985). Il semblerait actuellement 

que l'infection de ces cellules par le virus d'Epstein-Barr permette aux cellules lymphoïdes 

proliférantes d'échapper au contrôle des lymphocytes T cytotoxiques ce qui faciliterait l'émergence 

d'un clone tumoral (Rooney et al., 1985). Le lymphome de Burkitt représente une prolifération 

monoclonale maligne de lymphocytes B présentant une translocation (8 ; 14) ou plus rarement 

(8 ; 22) ou (2 ; 8) (Kaplan et Szafnert, 1985, Figure 15). Les cellules transformées produisent 

une chaîne d'immunoglobuline différente selon le type de translocation: 

-t (8 ; 14), les cellules produisent les chaînes lourdes d'immunoglobuline (dont les 

gènes ont pu être localisés sur le chromosome 14, bande q32) et l'un ou l'autre type des chaînes 

légères; 

-t (8 ; 22) les cellules produisent des immunoglobulines dont les chaînes légères sont 

exclusivement de type lambda (dont les gènes sont localisés sur le chromosome 22, bande q l  1); 

- t (2 ; 8), les cellules produisent des immunoglobulines dont les chaînes légères sont 

de type kappa (leurs gènes sont localisés sur le chromosome 2, bande p13). 

Le point commun de toutes ces translocations vient du chromosome 8 invariablement clivé à la 

bande q24. La découverte de l'oncogène MYC au point de fracture à permis de l'impliquer dans la 

translocation (Taub et al., 1982).Le rôle de l'oncogène MYC dans l'étiologie du lymphome de 

Burkitt n'est pas évidente, mais semble essentiel sur la base de plusieurs observations. En effet, ce 

lymphome chez l'homme a son équivalent dans les autres espèces animales, et l'oncogène c-mvc se 

retrouve impliqué à chaque fois (Klein, 1983): 

-dans les plasmocytomes murins (Shen-Ong et al., 1982); 

-dans des immunocytomes spontanés de rat (translocation (6 ; 7); le gène mvc étant 

porté dans cette espèce par le chromosome 7) (Sümegi et al., 1983). 

-chez le poulet, de nombreuses études ont montré une activation du c-myc dans des 

lymphomes de type B induits par toute une série de rétrovirus (Hayward et al., 1981; Noari-Daloii 

et al., 1981; Payne et al., 1982 ). Enfin des lymphocytes bursiques, infectés in vitro par le virus 

HB 1 portant le gène v-myc, réimplantés dans un animal chimiquement bursectornisé, induisent des 

lésions prénéoplasiques dans l'organe reconstitué (Neiman et al., 1985). Cette observation suggère 

un rôle pour le produit de m, au moins dans les stades précoces de la transformation lymphoïde, 

car il est probable que l'activation d'autres oncogènes est nécessaire pour développer ce type de 
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lymphome (Cooper et Neiman, 1981; voir le chapitre oncogénèse multi-étape. 

Actuellement deux autres oncogènes activés dans des lymphomes B ont pu être caractérisés; il 

s'agit du gène B-LYM, identifié dans certains lymphomes de Burkitt (Diamond et al., 1983) ainsi 

que du gène N-RAS, également trouvé dans un lymphome de Burkitt (Murray et al., 1983). 

L'étude des lymphomes de Burkitt a permis de montrer la complexité du mode de régulation 

d'un gène tel que MYC et font de cet oncogène l'un des mieux connus actuellement. Nous avons 

déjà présenté quelques uns des mécanismes régulateurs de l'expression des c-onc (voir les 

contrôles de l'oncogénèse. Ce gène pouvant être activé par la perturbation de l'un quelconque de 

ses éléments de contrôle, nous détaillerons ceux-ci. 

La régulation de son expression semble pouvoir s'exercer au cours de la transcription du gène, 

au niveau de SARN synthétisé, et enfin sur les protéines traduites (Figure 16). 

-Contrôles transcriutionnels : 

La séquence nucléotidique complète du gène MYC est connue (Colby et al., 1983; Gazin et 

al., 1984); deux promoteurs de transcription situés au début de I'exon 1 (Pl et P2) permettent la 

synthèse de deux ARN différant de 160 bp (Taub et al., 1984) qui dirigent tous les deux 

l'initiation de la traduction sur I'AUG présent au tout début de l'exon 2 (nucléotides 4521-4523, 

Gazin et al., 1984). Ces deux promoteurs pourraient peut-être (comme cela a déjà été vu pour 

d'autres gènes, Shaw et al., 1985) être utilisés différemment au cours de l'ontogénèse et/ou de la 

différenciation (ce qui pourrait constituer un premier mode de contrôle transcriptionnel sur 

l'expression de ce gène). Un autre groupe de promoteurs (PO) situé 600 bp en amont de P l  et P2 

semble coder pour au moins deux types d'ARN minoritaires dont la fonction n'est pas connue, 

mais qui pourraient traduire le cadre de lecture ouvert de l'exonl (Bentley et Groudine, 1986). Les 

ARN initiés sur PO sont plus stables que ceux initiés sur P l  et P2 (Bentley et Groudine, 1986). 

Deux régions particulières situées en 5' de ce gène ont pu être identifiées en utilisant des 

expériences d'hypersensibilité à la DNAse 1 (qui permettent de mettre en évidence les sites actifs de 

la chromatine). Une première région sensible semble se confondre avec les deux promoteurs du 

gène (ce qui refléterait leur utilisation dans l'ADN génomique), alors qu'une deuxième région située 

plus en 5' du gène serait activée lorsque cet oncogène n'est pas transcrit. Ce site contiendrait une 

séquence de contrôle négatif, agissant peut-être par l'intermédiaire de la fixation d'une protéine 

régulatrice (Siebenlist et al., 1984; Figure 16A). Une séquence nucléotidique désactivatrice de la 

transcription a récemment été mise en évidence en 5' du le' exon de ce gène chez la souris 

(Remmers et al., 1986); une régulation par arrêt de l'élongation a été trouvée dans le premier intron 

du gène MYC (Bentley et Groudine, 1986). Co-existant avec ces différentes sequences de contrôle 

négatif, deux sites de contrôle positif ont pu être localisés devant le promoteur Pl(Chung et 

a1.,1986). Ainsi, la présence d'éléments activateurs de la transcription des gènes codant pour les 

chaînes lourdes des immunoglobulines, en perturbant ce type de régulation après translocation, 

activerait MYC dans cerains lymphomes de Burkitt (Hayday et al., 1984). 

-Contrôles post-transcriptionnels : 

-la séquence nucléotidique de l'exon 1 pourrait permettre l'élaboration d'une structure 

tridimensionnelle au sein de I'ARN, ce qui pourrait influer en retour sur l'efficacité de sa traduction 
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(Saito et al., 1983); 

~ 
l 
I -une modulation de la stabilité des ARN a également été proposée (Dani et al., 1984; 

Piechaczyk et al., 1985). Ce type de mécanisme, en stabilisant I'ARN, serait responsable de 
I 

l'accumulation accrue des messagers provenant des loci remaniés après translocations, (Adams et 
l 

I 
al., 1983; Perry, 1983) sans modification du taux de transcription (Piechazyck et al., 1985; Figure 

, 16B). 

I Le mécanisme inverse (déstabilisation) serait responsable de la réduction du taux d'ARN 

observé dans les cellules en réponse à l'administration de B-interféron (Knight et al., 1985). 

L'interféron agirait en activant la synthèse du gène de la 2'-5' oligoadénylate synthétase qui 

participerait avec la RNAse L à la création d'une activité endonucléasique qui dégraderait 

sélectivement les ARN possédant une structure partiellement double brin (Knight et al., 1985). 

Cette régulation, contrôlant l'activité d'un gène par une stabilisation modulable de son messager, 

pourrait être assez générale et a déjà été observée pour d'autres gènes dont le taux d'ARN 

messagers varie avec la différenciation (Mangiarotti et al., 1985). 

-Contrôles à la traduction du gène : 

-Le gène MYC induit la synthèse d'au moins quatre protéines légèrement différentes par 

leur poids moléculaire (64 à 68 kd) dont le degré de phosphorylation varie. Les phospho-protéines 

pp64 et pp67 ont une durée de vie courte. Les protéines p65 et p68 ne sont pas phosphorylées, p65 

a une demie-vie courte, et pourrait être le précurseur de la p68 à durée de vie longue (Persson et 

a1.,1986). Toutefois, le rôle biologique de ces différentes protéines n'est pas encore connu 

(Ramsay et al., 1984). 

Les différents éléments de contrôle de l'oncogène MYC, remanié ou non sont tributaires du 

degré de différenciation de la cellule lymphoïde pour pouvoir s'exprimer. Ce point a pu être 

démontré grâce à la construction d'hybrides somatiques résultant de la fusion de cellules de 

lymphome de Burkitt avec différents types de cellules murines : lymphoblastes, plasmocytes ou 

fibroblastes (Croce et al., 1984; Nishikura et al., 1984; Feo et al., 1985; Nishikura et al., 1985). 

Ainsi, dans ces hybrides somatiques, l'oncogène remanié après translocation (8 ; 14) peut 

s'exprimer si les cellules de lymphome sont fusionnées avec des cellules de plasmocytome murin, 

mais il reste silencieux si la fusion est réalisée avec une cellule lymphoblastoïde humaine (Croce et 

al., 1984; Nishikura et al., 1985). Ainsi, la diversité des mécanismes mis en cause dans l'activation 

de MYC pourrait être notamment due au fait que les cellules transformées ne sont pas toutes au 

même stade de différenciation . 
Le mécanisme de translocation conduit toujours MYC à la place qu'occuperaient les séquences 

codant pour les régions variables des gènes d'immunoglobulines (à des distances très variables 

selon le type de la translocation). Or, ces régions variables sont le siège de nombreuses mutations 

somatiques destinées à augmenter la diversité des anticorps synthétisés; les séquences MYC 

placées dans cet environnement pourraient muter de façon importante ce qui pourrait perturber la 

régulation ou la fonction de ce gène (Rabitts et al., 1983). 

D'autres types de lymphomes n'impliquant pas l'oncogène MYC, mais les gènes des chaînes 
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lourdes d'immunoglobulines ont été décrits. Il s'agit des lymphomes B diffus ainsi que de certaines 

leucémies lymphoïdes chroniques de type B dans lesquelles une translocation chromosomique 

caractéristique a pu être mise en évidence, (1 1 ; 14) (q13 ; q32). Un autre type de lymphome 

(lymphome folliculaire) présente lui une translocation (14 ; 18) (q32 ; q21). Dans ces deux cas, 

la translocation permet l'expression d'une séquence cellulaire dont l'implication dans le processus 

oncogène est fortement suggérée par la fréquence de ce type de remaniement dans les leucémies 

citées. Ces séquences ont été appelées BCLl (B ce11 lymphoma) pour la translocation (1 1 ; 14) et 

BCL2 pour la translocation (14 ; 18) (Tsujimoto et al., 1985). L'implication des gènes codant 

pour les chaînes (lourdes et légères) d'immunoglobulines dans les translocations chromosomiques 

est peut-être la conséquence des remaniements spectaculaires qui affectent ces gènes lors de la 

différenciation des lymphocytes en cellules productrices d'immunoglobulines (Milstein, 1985). 

2) Le chromosome uhiladeluhie 

La leucémie myéloïde chronique est caractérisée par la prolifération et l'accumulation de 

cellules myéloïdes et de leurs précurseurs. Cette maladie est cliniquement divisée en deux phases. 

La première étape, d'une durée de 3 à 4 ans voit augmenter le compartiment cellulaire des 

précurseurs myéloïdes. Cette étape de leucémie chronique est suivie d'une crise blastique de 3 à 6 

mois caractérisée par la diminution du potentiel de différenciation de ces cellules, ainsi que par leur 

incapacité à répondre aux CSF. 90 à 95 % des patients possèdent dans leurs cellules leucémiques 

une anomalie chromosomique spécifique représentée par un raccourcissement du chromosome 22 

qui est alors appelé chromosome Philadelphie (Yunis, 1983). Ce chromosome 22 particulier (229) 

est le produit d'une translocation (9 ; 22) (q34 ; q11) (Figure 17). Deux oncogènes sont proches 

du point de translocation, l'oncogène ABL (9q34) et STS (22q12) (Table VI). 

Une étude attentive des taux d'expression et de la structure de ces oncogènes dans les 

leucémies myéloïdes chroniques a permis d'impliquer l'oncogène ABL, dans la translocation 

(Heisterkamp et al., 1983). Sur le chromosome 22, la translocation affecte toujours une région 

d'ADN de 5.8 kb, qui a été appelée BCR (pour break point cluster region) (Groffen et al., 1984a). 

L'implication de cette séquence nucléotidique, en plus de l'oncogène ABL dans l'étiologie de la 

leucémie myéloïde chronique parait probable du fait de son constant réarrangement même en 

l'absence du marqueur chromosomique (Bartram et al., 1985). L'association des séquences ABL 

et BCR en une seule unité transcriptionnelle est la conséquence de cette translocation (Shtivelman 

et al., 1985, Figure 17). Le rôle exact de l'un et de l'autre de ces deux gènes dans la transformation 

myéloïde n'est pas connu, mais il est possible que le produit de la séquence puisse servir à 

activer l'oncogène ABL dans la protéine de fusion (Heiskerkamp et al., 1985). En effet, le produit 

de l'oncogène ABL remanié possède une activité tyrosine kinase (mimant en cela le produit de 

l'oncogène v-abl), alors que le produit de l'oncogène ABL normal en est dépourvu (Konopka et al, 

1984). 

Ainsi, les translocations peuvent affecter l'intégrité (comme dans le cas d'ABL) ou la 

régulation (comme dans le cas de MYC) d'un oncogène. D'autres modes d'activation moins 



TABLE EUI : Activat ion de gènes par  des promoteurs viraux. 

urigirie au 
promoteur viral  

ALV (RAV- 1, RAV-2, td-SRA) 

C.P.A ( I n t r a  C is te r ra l  Par t i cu le  A )  

HCF 

MLV 

FeLV 

ALV (RAV-1) 

MLV 

C.P. A 

HCF 

MHTV 

MMTV 

MLV 

MLV 

C.P.A 

GLV 

F- MLV 

'n 
b 

Références 

Hayward e t  al., 198 1 

Greenberg e t  al., 1985 

Corcoran e t  al., 1984 

Tsichlis e t  al., 1985 

Neil e t  al., 1984 

Raisnes et al., 1985 

Shen-Ong, 1986 

Canaani e t  al., 1983 

Cuypers e t  al., 1984 

Peters et al., 1984 

Garcia e t  al., 1986 

Tsichlis e t  al., 1985 

Jolicœur e t  al., 1985 

Ymer e t  al., 1985 

Chen e t  al., 1985 

Sola e t  al., 1986 
7, 

- - 

Espèce 

pou1 e t  

souris 

r a t  

chat 

poulet 

souris 

souris 

souris 

souris 

r a t  

r a t  

souris 

singe 

souris 

- Delle 

act ivé 

c-mye 

c-erb 6 
C-myb 

c-mos 

p i m l  

i n t  1 

i n t 2  

i n t  41 

Mlvi  1 

Mlvi  2 
Mlvi 3 
Mis 1 

IL-3 
IL-2 

f i m  1 
f im 2 

- iumeur ou 
l ignée 

Lymphome B 

Lymphome T 
. 

Pl asmocytome 

-- 

Lymphome T 

~rythroblastose 

Tumeurs myéloïdes 

Plasmocytome 

Lymphome T 

~ a r c i n o h e  mammaire 

Carcinome mammaire e t  rénal 

Lymphome T 

Lym~home T 

Promyélocytique (WEHI  3B ) 

Lymphome T (MLA- 144) 

Leucémies Myéloblas tiques 



l 
l spectaculaires peuvent aboutir à des résultats semblables. 
l 

l c-Activation tnnscri~tionelle des c-onc 
l La translocation d'un oncogène à proximité d'une séquence activatrice de la transcription peut 
l être responsable de sa surexpression dans la cellule. Ce mode d'activation a déjà été observé pour 
I 
1 l'oncogène c-mvc (Hayday et al., 1954; Corcoran et al., 1985). Un autre mode d'activation 
l transcnptiomelle des oncogènes est indépendant des translocations chromosomiques. Il s'agit dans 

ce cas de l'insertion dans l'environnement du c-onc d'un promoteur fort, d'origine virale, et plus 
I particulièrement d'un LTR rétroviral. L'oncogène peut être intact ou intenompu par l'insertion du 

1 LTR. Le LTR peut fournir son propre promoteur, ou uniquement ses séquences activatrices de la 

transcription. Dans ce cas, l'insertion du LTR peut se faire en 3' du c-onc, l'activation 
1 transcnptionnelle étant possible sur des distances de plusieurs kilobases. La LTR activation est 

essentiellement produite par des rétrovirus dépourvus d'oncogènes . Plusieurs oncogènes connus 

(c-erbB, c-mos, c-mvc ...) ont ainsi pu "bénéficier" de ce mode d'activation (Tableau VIII). L'étude 

des séquences nucléotidiques sans équivalent viral connu, activées par les LTR de rétrovirus à 

permis d'impliquer dans la transformation un certain nombre d'autres gènes dont l'activité 
1 

onçogène directe ou indirecte est suspectée. 
& 
-% 

1) Activation des c-onc par des LTR de rétrovinis endo,' e en es 
1 

'activation de gènes cellulaires par les LTR de virus endogènes a pu être observée 
l 

iellement dans l'espèce murine où ces virus sont très abondants et peut-être capables de se 

transposer dans le génome cellulaire (Kuff et al., 1983). Deux gènes oncogènes "authentiques", 

c-mvc et c-mos ont ainsi pu être impliqués dans des plasmocytomes murins (Tableau VIII). Un -- 
auue gène cellulaire, codant pour un facteur de croissance de cellules hématopoïétiques (facteur 

IL3) est également activé par un LTR de particule A intra-cistemale dans une cellule de souris 

promyélocytique produisant une grande quantité de ce facteur (Ymer et al., 1985). L'activation 

transcriptionnelle de gènes codant pour des facteurs de croissance peut être l'un des mécanismes 

l amenant une cellule à devenir tumorigène. En effet, l'émergence de cellules hématopoïétiques dont 
1 

I la croissance est indépendante de ces facteurs est un événement fréquemment observé dans la 

l progression de ces cellules vers la tumorigénicité (Heard et al., 1954; Sporn et Roberts, 1985 

1 Figure 9). Récemment, Lang et al. (1985) ont pu montrer que l'infection de cellules 
hématopoïétiques non tumorigènes, dépendantes de facteur de croissance GM-CSF pour proliférer, 

avec un rétrovirus constmit irz vitro et posséd,mt le gène codant pour ce facteur, rendait ces cellules 

tumorigènes. 

2)Activation de c-onc par les LTR de rétrovinis exocènes 

De nombreuses espèces animales sont susceptibles de présenter une activation 

transcriptionnelle de gènes cellulaires dans certains types de néoplasmes et ce, pour plusieurs vinis 

diffirents (Tableau VIII). L'oncogkne le plus fréquemment activé se trouve être c-mvc qui est 
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essentiellement impliqué dans les lymphomes T du chat, du rat et de la souris, induits 

respectivement par les vims FeLV, MuLV et MCF . L'activation transcriptiomelie de c-mvc par les 

LTR de rétrovirus exogènes à également été signalée dans des lymphomes de type B, chez la souris 

et le poulet. L'activation de ce gène est en effet, ainsi que nous l'avons vu, un événement très 

précoce de la stimulation des cellules lymphoïdes B et T par différents agents mitogènes. 

L'activation transcriptionnelle d'un autre oncogène (c-erbB déjà identifié au sein d'un rétrovirus 

aviaire) a été vue dans le cas d'érythroblastoses induites par le virus Ravl dans la souche de poulets 

L15 (Raines et al., 1985). L'insertion du LTR rétroviral se faisant à l'intérieur du gène, seule la 

partie 3' de celui-ci se trouve exprimée. 

D'autres gènes candidats au statut d'oncogène ont pu être identifiés dans des lymphomes 

thymiques de rat (Tableau VIII). Ces oncogènes n'ont pas d'homologies avec des oncogènes 

connus et sont situés sur des chromosomes distincts (Jolicoeur et al., 1985; Tsichlis et al., 1985). 

Toutefois ils n'ont pas encore pu être impliqués de façon causale dans l'apparition de ces 

lymphomes. Dans les tumeurs solides, trois régions de l'ADN sont les sites d'insertion privilégiés 

du virus de la tumeur mammaire de la souris (MMTV) dans les carcinomes induits par ce virus 

(Peters et al., 1984; Garcia et al., 1986). La synthèse d'un ARN correspondant à l'activation 

transcriptionnelle de la région int-l et int-41 est observée (Fung et al., 1985; Garcia et al., 1986) 

quand le virus s'insère à cet endroit . Une intégration du virus MMTV avec activation 

transcriptionnelle du site int-41 a également été observée dans le cas d'un carcinome rénal. Cela 

suggère l'implication d'un produit codé par ce gène dans l'apparition de la tumeur. 

Dans certaines tumeurs, une activation simultanée des gènes int-l et int-2 a même été vue, ces 

deux oncogènes pouvant peut-être coopérer dans la transformation cellulaire (Peters et al., 1986). 

En effet, le produit du gène int-1, artificiellement exprimé dans des cellules épithéliales, semble 

capable d'induire une transformation partielle de ces cellules (Brown et al., 1986). 

Enfin, un gène cellulaire codant pour un facteur de croissance (IL2) produit par des 

lymphocytes T activés se trouve sous le contrôle transcriptionnel d'un LTR de virus leucémogène 

de gibbon dans les cellules d'un lymphome de type T (MLA-144, Chen et a1.,1985). 

Ainsi, aucune spécificité particulière de l'oncogène activé ou du type cellulaire impliqué n'est 

mise en évidence dans la transformation induite par les LTR de rétrovirus exogènes ou endogènes. 

Cela est probablement dû au fait que les rétrovirus s'insèrent en de très nombreux endroits dans la 

cellule et que les mécanismes de transformation, pour une cellule donnée, sont multiples. 

d-Activation de c-onc Dar modification de la séquence nucléotidique 

L'augmentation ou l'acquisition d'une activité transformante pour un oncogène donné peut être 

tributaire de modifications (minimes ou étendues) affectant cet oncogène. Trois types de 

modifications ont pu être recensés : 

1) des modifications résultant de la fusion de la séquence codante de l'oncogène avec la portion 

codante d'un autre gène cellulaire (ou plus fréquemment un gène de structure rétroviral) aboutissant 

à la synthèse d'un produit hybride (Figures 17 et 18); 

2) des modifications plus subtiles résultant de mutations ponctuelles affectant la séquence 



codante de cet oncogène (Figure 18); 
\ 3) des modifications affectant les séquences non codantes du gène oncogène. Dans ce cas, 

c'est le produit normal qui est actif une fois que son ARN est amputé des séquences qui permettent 

à un contrôle post transcriptionnel de s'exercer (Figure 18). 

L'importance des modifications structurales, induites grâce à la fusion de séquences exogènes, 

dans l'acquisition des propriétés transfomantes du produit des oncogènes a été particulièrement 

bien étudiée grâce aux rétrovirus oncogènes. Ces derniers ayant transduit des c-onc synthétisent 
I 

dans de nombreux cas un produit oncogène hybride contenant une portion (plus ou moins 

importante) du produit des gènes de structure (essentiellement gag ou env). L'importance de ces 
1 

l 
fragments rétroviraux au sein du produit oncogène est variable selon le type d'oncogène et le type 

I cellulaire dans lequel ils s'expriment. Le clonage moléculaire du génome de ces virus et les 

I manipulations menées in vitro à l'aide des techniques du génie génétique ont permis de préciser le 
l rôle de ces séquences exogènes dans l'activité transformante. 

1) Rôle des séquences exogènes dans l'activité transformante des c-onc 

Un des exemples les plus frappants de l'importance des séquences rétrovirales dans 

l'expression d'une activité transformante pour le produit d'un oncogène, est apporté par l'oncogène 

v-abl. Le virus A-MuLV est un virus murin défectif pour la réplication qui a recombiné avec le gène - 
cellulaire & (Table 1). Ce virus code pour une protéine de fusion gag-& de poids moléculaire 

variable selon les isolats de ce virus mais contenant 30 kd arnino terminaux codés par le gène gag. 
l Les poids moléculaires de la protéine varient entre 90 et 160 kd, mais toutes ces protéines 

possèdent une activité tyrosine kinase. Ces virus induisent in vivo des sarcomes ainsi que des 

leucémies lymphoïdes de type pré B et sont capables de transformer in vitro des cellules 

lymphoïdes et fibroblastiques. Le clonage moléculaire du provirus a permis, entre autre, de 

construire des mutants amputés de portions variables des séquences gag et &J du virus. 

L'introduction du virus résultant dans des fibroblastes ou des cellules lymphoïdes montre que les 

séquences virales, et plus précisément l'extrémité NH2 de la séquence gag est indispensable pour 

l'expression du pouvoir transformant de la protéine de fusion dans les cellules lymphoïdes mais 

pas dans les cellules fibroblastiques (Prywes et al., 1983). Une amputation partielle du gène gag en 

aval de ses 34 premiers acides aminés est sans effet sur la transformation fibroblastique qui est 
1 

l maintenue, mais abolit toute transformation lymphoïde. Cette différence est dûe à une 
l 

i déstabilisation de la protéine amputée dans les cellules lymphoïdes (Prywes et al., 1985). 

L'importance de la portion amino terminale d'origine exogène dans l'activation du pouvoir 
I transformant du produit &l peut s'exercer à deux niveaux : 

l)En conférant à la protéine une activité tyrosine kinase. En effet, la protéine c-abl normale ne 

présente pas d'activité tyrosine kinase décelable (Konopka et al., 1984). Cette même protéine 

remaniée après la recombinaison du gène ABL avec le locus BCR dans la leucémie myéloïde 

chronique (Figure 17) (Hiesterkamp et al., 1985) possède cette activité (Konopka et al., 1984). 

Dans ce cas la portion NH2 terminale codée par les séquences du gène BCR pourrait jouer le même 

rôle que les séquences gag dans le cas de la protéine virale. L'activité tyrosine kinase (essentielle 
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pour l'expression du pouvoir transformant de ce produit oncogène) pourrait être tributaire d'une 
' structure particulière de la protéine &. 

2) Cette portion amino terminale pourrait également être importante pour obtenir une 
I 

I localisation de la protéine dans le compartiment cellulaire adéquat. Les acides aminés de la portion 
I 
l codée par le gène gag sont détenninants dans la localisation de la protéine de fusion gag-& du 

virus A-MuLV dans la membrane cytoplasmique, cette localisation conditionnant peut-être à son 

tour la transformation cellulaire. 

Un autre exemple de l'importance de la portion protéique codée par le gène gag dans l'activité 

transformante d'une protéine oncogène s'observe dans le cas de l'activation du produit du gène fPs. 
Le gène fL- ayant recombiné avec un virus aviaire (Table 1) (virus sarcomatogène de Fujinami ou 

FSV) est exprimé sous la forme d'une protéine de fusion de 140 kd de poids moléculaire (Feldman 

et al., 1980). Cette protéine est également douée d'une activité tyrosine kinase (Feldman et al., 

1980). La suppression des séquences du gène gag dans le provirus cloné est sans effet sur l'activité 

transformante du virus modifié (Foster et Hanafusa, 1983, Figure 19). 

Cependant l'insertion du gène c-fus (qui code dans l'espèce aviaire pour une protéine de 98 kd 

de poids moléculaire douée d'une activité tyrosine kinase, Table 1; Mattey-Prevot et al., 1982), à la 

place du gène v-fus au sein du virus FSV dépourvu des séquences gag, aboutit à la création d'un 

virus non transformant. La réinsertion de gag dans ce virus inactif recrée une protéine de fusion 

gag-c-fus transformante (Foster et al., 1985). A côté de ces exemples dans lesquels la séquence 

virale exogène a pu être montrée importante, il existe d'autres cas de gènes oncogènes hybrides 

pour lesquels le rôle des séquences exogènes n'est pas encore connu. Ainsi, l'oncogène a, isolé à 
l 

partir d'un virus sarcomatogène félin (Gr-FeSV), code pour une protéine de 70 kd de poids 
l 

moléculaire contenant les déterminants amino terminaux (p15) codés par le gène gag, puis 128 

acides aminés codés par une portion du gène d'actine et enfin le reste de la protéine codé par le gène 

fgZ (Table 1; Naharro et al., 1984). Un oncogène récemment mis en évidence grâce à la technique 

de transfection de l'ADN de cellules transformées sur cellules NIH3T3, TRK, (provenant d'un 

carcinome du colon ascendant, Pulciani et al., 1982; Table IV) se révèle également être une fusion 

de deux gènes cellulaires. Une portion de TRK (221 acides aminés) serait synthétisée à partir d'un 

fragment de gène codant pour une tropomyosine non musculaire, le restant (420 acides aminés) 
I 

étant synthétisé par une séquence nucléotidique codant probablement pour une protéine de la famille 

des tyrosine kinases (Martin-Zanca et al., 1986). Dans ce cas la portion tropomyosine pourrait 

activer la portion tyrosine kinase de la molécule en modifiant sa structure ou sa localisation 

subcellulaire. 

Un autre exemple de gène cellulaire hybride est apporté par l'oncogène m. Cet oncogène 

obtenu par transfection de l'ADN d'un lymphome du type T sur NIH3T3 semble s'être créé au 

cours du processus de transfection lui-même (Takahashi et al., 1985) à partir de deux séquences 

d'ADN distinctes (Table IV). Enfin, nous mentionnerons un autre produit oncogène hybride, la 

~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  du virus aviaire E26. Ce virus induit une érythroblastose accompagnée de la 

prolifération de cellules myéloïdes in vivo. Son produit oncogène contient à son extrémité NH2 272 

acides aminés codés par le gène gag (la pl9  et une partie de la p27) 283 acides aminés codés par le 



gène & tronqué et enfin 49 1 acides aminés ets ( Leprince et al., 1983; Nunn et al., 1983; Nunn 

1 
et al., 1984). La participation des séquences ets et/ou gag dans l'activité transformante de la Pl35 

n'est pas encore démontrée mais semble probable dans la mesure ou le virus AMV (Avian 
1 

Myeloblastosis Virus) qui ne contient que l'oncogène & n'induit pas d'érythroblastose mais une 
I myéloblastose in vivo (Raddke et al., 1982; voir la section résultats). 

I 2) Rôle des mutations dans l'activation des c-onc 

L'importance des mutations ponctuelles dans l'activation d'un oncogène a initialement été mise 

en évidence pour le produit codé par les gènes m. La famille des oncogènes ras code pour des 
I protéines de 21 kd de poids moléculaire très étroitement apparentées. Ces protéines ont la propriété 
l de fixer le GTP, et sont présentes très tôt dans l'évolution puisque, nous l'avons vu, la levure 

possède deux gènes extrêmement proches des gènes ras mammifères (Powers et al., 1984). Les 
l p21" -~*  et possèdent en plus de cette activité fixatrice du GTP la capacité de 

s'autophosphoryler (sur la thréonine, résidu 59) (Shih et al., 1982; Taparowsky et al., 1983). La 
1 protéine cellulaire c-Ha-ras ne possède pas cette propriété, le codon 59 codant pour une alanine 
1 

(Taprowski et al., 1983). En plus de la mutation sur le 59ème acide aminé, les gènes v-ras portent 

une autre mutation sur le 12ème acide aminé (Gly dans le c-ras, Arg dans v-Ha-ras et Ser dans 

v-Ki-ras) (Taparowski et al., 1983). Une surexpression du produit du gène c-Ha-ras normal dans 

des cellules de souris NIH3n est suffisante pour transformer ces cellules (cette surexpression est 

obtenue après activation transcriptionnelle du gène Chang et al., 1982). Toutefois, l'efficacité 

transformante de cette construction, comparée à celle d'une construction similaire contenant le 

v-Ha-ras est fortement réduite, et le produit du gène normal ne transforme pas des cellules 

primaires non immortalisées (Spandidos et Wilkier, 1984). 

L'importance des mutations dans l'activation du pouvoir transformant du produit des gènes ras 

a pu être mise en évidence directement de deux façons. Tous les oncogènes ras activés dans des 

tumeurs ou dans certaines lignées cellulaires possèdent une de ces mutations caractéristiques (la 

plus fréquente étant la mutation sur le codon du 12ème acide aminé, Reddy et al., 1982; Tabin et al., 

1982; Capon et al., 1983; Taparowski et al., 1983 ). Enfin, la mutagénèse chimique à l'aide de 

bisulfite de sodium, réalisée sur le gène Ha-RAS 1 normal cloné dans un plasmide, a permis de 

montrer que les mutations affectant les codons des 12ème, 13ème, 5gème et 63ème acides aminés 

étaient chacune capable d'activer le pouvoir transformant de ce gène (Fasano et al., 1984a). Des 

expériences de mutagénèse dirigée, réalisées in vitro sur le codon du 12ème acide aminé ont permis 

de montrer que la substitution du physiologique Gly par n'importe quel autre acide aminé (à 

l'exception de la proline) permettait d'activer le pouvoir transformant de Ha-RAS1 (Seeburg et al., 

1984). Cette observation permet d'expliquer pourquoi une substitution du 12ème acide aminé de la 

p21 est la plupart du temps retrouvée dans les tumeurs où cet oncogène est impliqué. D'autre part, l 

Gly ou Pro brise la structure hélicoïdale de l'extrémité NH2 de la p21, et ce sont les deux seuls 

acides aminés qui n'activent pas le pouvoir transformant de cette protéine (Seeburg et al., 1984). 

Ainsi cette minime modification structurale, apportée par la modification d'un seul nucléotide au 

niveau de l'ADN, pourrait expliquer l'activation du gène m. Cette activation semble dépendre 
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notamment d'une réduction du pouvoir GTPasique de la protéine (Mc Grath et al., 1984). La 
\ 

diminution de ce pouvoir GTPasique pourrait à son tour induire toute la cascade des événements 

aboutissant à la mitose et/ou à la différenciation cellulaire (Figure 12). D'autres oncogènes sont 

également susceptibles d'être activés par des mutations affectant leur séquence codante. 

C'est le cas de l'oncogène w, isolé par le test de transfection de l'ADN de cellules 

transformées (neuroblastomes) sur les cellules indicatrices NIH3T3 (Figure 14 et Table IV). Cet 

oncogène code pour une protéine de 185 kd transmembranaire, supposée jouer le rôle de récepteur 

pour un facteur de croissance non identifié et présente une homologie avec le produit du gène erbB 

(ce qui l'a fait initialement appeler erbB2). Des expériences de construction de gène chimérique 

réalisées in vitro entre l'allèle du gène neu normal (non transformant) et l'allèle transformant isolé 

de cellules tumorales de rats montrent qu'une mutation ponctuelle dans la région transmembranaire 

est suffisante pour que le produit de ce gène soit transformant (Bargmann et a1.,1986). 

L'oncogène doit lui-aussi être modifié pour que son produit devienne transformant. Le 

gène c-src aviaire (Takeya et Hanafusa., 1983) code pour une pp60 ayant également une activité 

tyrosine kinase (Colett et al., 1979b). Toutefois, une sur-expression de la pp60C-SrC dans différents 

types de cellules, à l'aide d'un rétrovirus artificiel, ne permet pas la transformation de ces cellules 

(Iba et al., 1984; Parker et al., 1984). Une analyse attentive des propriétés biochimiques des deux 

types de pp6O montre que la protéine cellulaire possède une activité tyrosine kinase restreinte par 

rapport à la protéine virale (Coussens et al., 1985). Cette restriction est à la fois quantitative 

(portant sur la quantité des protéines phosphorylées dans la cellule infectée) et qualitative 

(concernant les cibles spécifiques de phosphorylations par ces protéines, Coussens et al., 1985). 

Les séquences nucléotidiques des gènes v-src et c-src présentent quelques différences qui 

pourraient être responsables du comportement différent de ces deux protéines. Le changement le 

plus important porte sur les acides aminés carboxy terminaux qui sont différents dans les deux 

produits. Les nucléotides codant pour les 12 derniers acides aminés de la pp60V-SrC proviennent de 

l'ADN situé en 3' de la fin du c-src. Ainsi le gène cellulaire code pour une pp60 avec 19 acides 

aminés carboxy terminaux absents de la pp60V-S'C du virus RSV-SRA (Takeya et Hanafusa, 1983; 

voir page 5 pour la nomenclature de ces virus) et 8 autres acides aminés diffèrent entre la pp60C-SrC 

et la pp60V-SrC (Figure 19). L'étude de nouveaux virus ayant recombiné avec l'oncogène c-src 

(Ikawa et al., 1986), ainsi que celle de variants spontanés ou artificiels du RSV construits in vitro 

et contenant le c-src (Levy et al., 1986; Yaciuk et Shalloway, 1986) montrent que deux types 

d'altérations sont susceptibles de rendre la pp60C-SrC transformante : 

- une mutation ponctuelle dans la portion "tyrosine kinase", 

- une modification de son extrémité carboxy terminale. Dans tous ces cas, l'activité kinase de 

la protéine modifiée est comparable à celle de la pp60V-Src. 

Un autre exemple d'activation d'un produit d'oncogène par remaniements de la protéine codée 

est fourni par l'oncogène c-erbB. Cet oncogène qui code en fait pour le récepteur de I'EGF, semble 

activé après clivage de son extrémité amino terminale, qui est également la portion de la protéine qui 

fixe 1'EGF (Figure 20; Downward et al., 1984; Ullrich et al., 1984; Henry et al., 1985). Le 

pouvoir transformant du gène c-erbB n'a pu être établi in vitro sur des fibroblastes (Lin et al., 



1986) et d'importantes informations concernant son activation sont fournies par l'étude 
\ 

d'érythroblastoses induites in vivo par le virus aviaire Ravl, dans la souche de poulets LI5  

(Fung et al., 1983; Raisnes et al., 1985; Beug et al., 1986). Dans 100% de ces érythroblastoses 

survenant chez 80% des poulets infectés, le gène c-erbB est activé par le LTR du provirus intégré 

dans l'intron situé en 5' du premier exon cellulaire retrouvé au sein du virus AEV (Henry et al., 
1985; Raines et al., 1985; Beug et al., 1986). Cette LTR activation permet fréquemment la 

propagation d'un rétrovirus ayant recombiné avec l'oncogène (Yamamoto et al., 1983; Beug et al., 

1986). Le clivage de la portion fixatrice de I'EGF semble crucial dans l'activation du pouvoir 

transformant du récepteur (tout au moins en ce qui concerne la transformation des cellules 

érythroïdes). Ce clivage permet peut-être au récepteur tronqué de délivrer son signal mitogène par 

l'intermédiaire de son activité tyrosine kinase constitutive (Gilmore et al., 1985; Kris et al., 1985). 

De plus, cette amputation permet au récepteur d'échapper à l'internalisation puis à la dégradation 

lysosomiale suivant la fixation de l'EGF (Lin et al., 1986). Le gène v-erbB du virus AEV possède 

également une amputation de son extrémité carboxy terminale (acides aminés 1154 à 1186 ,Hunter, 

1984). Cette deuxième amputation semble indispensable pour que le récepteur tronqué soit capable 

de transformer les fibroblastes (Beug et al., 1986). Cette portion absente dans l'oncogène viral 

contient un site d'autophosphorylation (tyrosine 1173). Une fois phosphorylé en réponse à la 

fixation de l'EGF, le fragment porteur de cette tyrosine pourrait interagir avec le site catalytique du 

récepteur (Hunter, 1984). Le mécanisme par lequel son amputation permettrait la transformation 

des fibroblastes reste obscur. 

Une anomalie de la portion 3' des c-onc codant (probablement) pour des protéines réceptrices 

de facteurs de croissance et douées d'une activité tyrosine kinase, semble la règle dans l'activation 

de ces gènes ayant recombiné avec un rétrovirus. C'est le cas, nous l'avons vu, pour les gènes 

c-src et c-erbB, mais cela semble également être vrai pour les gènes c-fms et c-ros (ce dernier - - 
possède une certaine homologie avec le gène codant pour le récepteur de l'insuline). Ainsi, la perte 

constante de la tyrosine carboxy terminale semble, seule ou avec d'autres anomalies associées, un 

événement clé de l'activation de ce type d'oncogènes (Coussens et al., 1986b). 

Enfin, le pouvoir transformant de l'oncogène cellulaire codant pour la p53 peut être 

indifféremment activé à l'aide d'un promoteur fort de transcription (tel le LTR du RSV) ou à l'aide 

d'une amputation de 157 bp entre les nucléotides 163 et 320. Cette amputation permet la synthèse 

d'une protéine stable qui peut exercer son effet biologique même si le gène est exprimé avec un 

promoteur faible de transcription (Jenkins et al., 1985). 

3)Activation des c-onc après amputation de séquences nucléotidi~ues non 

codantes 

Ce mode d'activation particulier ne porte pas sur l'intégrité du produit codé, mais sur celle des 

séquences régulatrices dont l'action s'exercera à un niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel. 

L'exemple le plus significatif du mode d'activation transcriptionnel est apporté pour 

l'oncogène c-mos. Cet oncogène, identifié nous l'avons vu, grâce au virus sarcomatogène murin 

Mo-MSV (Table 1), semble régulé d'une façon particulièrement stricte, puisque son expression n'a 



pu être décelée, et ce à des taux très faibles, que dans les organes génitaux (testicules et ovaires) de 
\ 

souris (Propst et van de Woode, 1985). Cet oncogène semble contrôlé par la présence d'une 

séquence inhibitrice de la transcription située en 5' de la séquence codante du gène. Une activation 
1 du c-mos nécessite deux événements : la ligature du gène avec les séquences d'un LTR murin, 

ainsi que l'amputation de la séquence inhibitrice (Wood et al., 1984). 
1 

l Le modèle le plus démonstratif d'une activation par amputation de séquences impliquées dans 
l une régulation post-transcriptionnelle est apporté pour l'oncogène c-fos. Le produit de c-fos. pour 
1 transformer des fibroblastes de souris NIH3T3 doit être sous le contrôle transcriptionnel d'un 
l 

I promoteur rétroviral. Il doit également être amputé d'une séquence de 67 nucléotides riche en 

l adénines et thymidines située en 3' du signal de polyadénylation du gène, donc en dehors de sa 

I séquence codante (Miller et al., 1984; Meijlink et al., 1985). Il faut noter que ces deux conditions 
I (LTR activation et amputation des 67 bp) ne sont pas requises pour qu'un gène c-fos exogène 

puisse s'exprimer dans des cellules de tératocarcinome de souris (Muller et Wagner, 1984; nous 
, 

avons vu dans le chapitre les contrôles de l'oncogénèse quelques exemples de ce type). 

Ainsi, deux classes d'oncogènes peuvent être individualisées : 

- les oncogènes du premier groupe, dont le produit normal est transformant (par exemple 
C-fo9 c-mos, c-mvc, p53, c-ras ...), seront activés par des perturbations affectant leur régulation '7 - 
donc plus probablement des modifications importantes dans leur environnement génique 

(translocations, amplifications, amputations...); 

- les oncogènes du deuxième groupe, exigeant une modification de leur séquence codante pour 

être transformants ( c-erbB, neu, c-src ...) seront essentiellement activés par des perturbations 

affectant de façon ponctuelle leur séquence codante, donc notamment par les carcinogènes 

chimiques. 

Il est intéressant de noter que certains c-onc ( c-ras, m..) peuvent indifféremment être activés 

par les deux mécanismes; on peut s'attendre à les trouver plus souvent impliqués dans les tumeurs 

spontanées que les autres. Curiosité supplémentaire, les gènes dont le produit est à localisation 

nucléaire figurent tous (pour autant qu'ils aient été étudiés sous cet angle) dans le premier groupe de 

notre classification. Bien que l'on en soit réduit aux hypothèses, on peut supposer que ces 
, protéines oncogènes sont dépendantes d'une structure très strictement définie, pour être actives au 

niveau de l'ADN (ou de 1'ARN). D'autre part, ces protéines ne paraissent pas régulées à partir d'un 

contrôle de leur structure moléculaire, comme c'est le cas pour les protéines tyrosine kinases, ce qui 

limite le rôle des modifications structurales dans leur activation. 



SYSTEME EXPERIMENTAL ET RESUME DES RESULTATS 

Notre travail a porté sur l'étude des virus défectifs des leucémies aiguës aviaires (DLV). La 

première partie des résultats présente la structure du génome de ces virus, ainsi que la 

caractérisation des oncogènes qu'ils contiennent. La deuxième partie du travail présente la structure 

de trois c-onc : c-erbB, c-mvb et c-erbA isolés chez le poulet (animal d'origine) et chez l'homme à 

partir des v-onc correspondants. Enfin, la troisième partie présente une approche plus biologique 

du rôle des oncogènes identifiés grâce à l'étude des DLV. 

Les DLV regroupent (Table IX) une dizaine de virus possédant en commun la propriété de 

s'attaquer notamment au système hématopoïétique de l'animal hôte (Figure 21). Ces virus sont 

défectifs pour la réplication et nécessitent la présence d'un virus auxiliaire (helper) pour se 

propager. Ils sont extrêmement agressifs, puisque la mort intervient pour 100 % des animaux de 5 
à 30 jours après l'infection (Graf et Beug, 1978; RNA Tumor viruses, 1985). Le virus REV-T (lui- 

même prototype d'une famille plus vaste) se distingue des autres DLV par sa grande analogie avec 

les virus de mammifères. REV-T requiert la présence d'un virus auxiliaire particulier qui ne peut 

jouer le rôle de helper pour les autres DLV. Le virus S13 bien qu'isolé en 1935 n'est étudié que 

depuis peu. La biologie de ces virus est complexe et il faut pouvoir discerner dans la pathologie 

qu'ils induisent la part que prend le virus "helper". Ce travail a été effectué essentiellement durant la 

dernière décennie et s'est développé grâce à des systèmes de culture de cellules hématopoïétiques in 

vitro qui ont grandement contribués à éclaircir le pouvoir transformant de chacun des DLV (Graf et 

Beug, 1978). 

Ainsi, le virus AEV qui induit in vivo une érythroblastose ainsi que des sarcomes (surtout en 

injection intra-musculaire) est capable de transformer in vitro des fibroblastes ainsi que des 

érythroblastes. Ces derniers prolifèrent et sont incapables de se différencier en érythrocytes 

(Gazzolo et a1.,1980). L'obtention de virus AEV thermosensibles pour la maintenance de cet état 

indifférencié (la différenciation peut s'effectuer à 42') a permis de montrer qu'au moins une 

protéine virale était impliquée dans ce blocage (Graf et a1.,1978; Beug et al., 1982a; Samarut et 

Gazzolo, 1982). 

Les virus MC29, CMTI, MH2 et OKlO sont capables de transformer des cellules myéloïdes in 

vitro (Graf et Beug, 1978 ; Gazzolo et al., 1979), les virus MC29 et CM11 étant capables d'induire 

une myélocytomatose in vivo. L'isolement de virus de ce type, thermosensibles pour la 

transformation des cellules hématopoïétiques n'a pu être possible que très récemment et pour MH2 

seulement (Palmieri, 1986; von Weisacker et a1.,1986). Ce type de virus semble également 

interférer avec la différenciation ultérieure de la cellule myéloîde transformée, ( Graf et Beug, 1978; 

Gazzolo et al., 1979). Cette différenciation peut s'achever à température non permissive dans les 

cellules myéloïdes transformées par le virus MH2 ts 41 (Palmieri 1986). Le virus MH2 permet la 
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TABLE IX : Les virus défect i fs  des leucémies aviaires. 
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1 
I 

croissance de cellules myéloïdes transformées en absence de cMGF, ce que ne permettent pas 
l \ 

MC29, CMII, et OK10. En effet, ces virus transforment les cellules myéloïdes, mais celles-ci 
1 
1 

I restent tributaires du cMGF pour leur croissance (Adkins et al., 1984). 
I 

l 
Les virus AMV et E26 sont également capables de transformer in vitro des cellules de la 

lignée myéloïde, mais celles ci paraissent plus immatures que les cellules cibles de MC29 (Graf et 

Beug,1978; Gazzolo et al.,1979). Un virus AMV thermosensible pour le blocage de différenciation 

a été isolé en 1983 par Moscovici (Moscovici et Moscovici, 1983) suggérant que là encore un 

produit viral empêche la maturation des cellules transformées. Le virus E26 présente quelques 

particularités additionnelles par rapport à AMV, puisque ce virus est capable de transformer in vitro 

des cellules érythroïdes, ce qui reflète sa capacité à induire une érythroblastose in vivo ( Moscovici 

et a1.,1981; Radke et a1.,1982; Moscovici et a1.,1983). Ce virus code pour une protéine de fusion 

de 135 kd de poids moléculaire (Beug et a1.,1982b) dans laquelle le déterminant qui implique la 

protéine dans le noyau cellulaire serait responsable de l'activité myéloblastosante du virus. Un 

mutant de E26 thermosensible pour la transformation des myéloblastes a pu être isolé par le groupe 

de T.Graf et ce virus possède une protéine qui se fixe sur l'ADN d'une façon considérablement 

réduite à température non permissive, par rapport à la Pl35 d'un virus E26 sauvage (Moelling et 

al., 1985). 

Au moment où ce travail a été initié, nous ne connaissions rien de la structure de ces virus, 1 

mais la caractérisation des protéines virales isolées dans des cellules transformées par MC29 et I 

MH2 laissait penser que ces virus devaient être apparentés aux ALV tout en contenant des l 

séquences nucléotidiques étrangères à ceux-ci (Barlati et de Giuli-Morghen, 1978). Le système I 

biologique une fois clarifié, et certains virus clairement associés à la transformation (ou au blocage 

de différenciation) d'une cellule du système hématopoïéitique, les virus défectifs des leucémies 

aiguës sont apparus comme particulièrement intéressants pour approcher, au niveau moléculaire, les 

problèmes de prolifération et de différenciation cellulaire. Ces virus étant défectifs pour la 
l 

réplication, il a été possible d'obtenir des cellules transformées (non productrices, ne contenant que 

le génome du DLV transformant). L'existence ou l'obtention de telles cellules nous a permis de 

réaliser le travail de comparaison entre le génome des DLV et celui de 1'ALV "helper". 
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E-RESUME DES RESULTATS 

1- PREMTERE PARTIE5 STRUCTURE DU GENOME DES DLV 

Les publications 1 et 2 rapportent l'isolement et la caractérisation de trois séquences 

nucléotidiques exogènes au sein des DLV. Ces résultats ont pu être obtenus, grâce aux techniques 

d'hybridation des acides nucléiques en phase liquide, en soustrayant de la séquence totale d'un 

DLV prototype (AEV, MC29 et AMV) les séquences apparentées à son virus auxiliaire, 

l'homologie entre chacun des DLV et I'ALV helper étant par ailleurs déterminée à l'aide des sondes 

complémentaires des gènes de structure et présentées dans la Figure 22). 

Les séquences spécifiques (v-onc) d'abord appelées v-erb. v-mac et v-myb puis v-erb, v-mvc 

et v-mvb (pour rappeler la maladie induite par les virus qui les portent), sont d'origine cellulaire, et 

phylogénétiquement conservées. Cela est attesté par l'existence d'une hybridation significative 

entre nos différentes sondes et de l'ADN d'origine aviaire (caille, canard, faisan), de l'ADN de 

saumon ainsi que de l'ADN humain. Les pourcentages d'hybridation décroissent avec la divergence 

évolutive par rapport au poulet pris comme référence. Ces séquences cellulaires sont présentes à 

raison de 1 à 3 copies par génome (ainsi que le montre la valeur du cot 112 obtenu pour 50% 

d'hybridation). Les ARN correspondants sont accumulés dans des fibroblastes aviaires à un taux 

de quelques copies par cellule. Ainsi, ces c-onc représentent des séquences "uniques", faiblement 

exprimées dans les cellules fibroblastiques. 

Dans le génome des DLV, le contenu en séquences nucléotidiques dérivées du génome du 

helper est variable d'un virus à l'autre (de 28 à 77 %) et d'un gène structural à l'autre. Le virus 

OKlO possède un gène gag complet (publication N03) alors que le virus AMV est totalement 

dépourvu de séquence env. Enfin, le fait que tous les virus induisant le même type de 

transformation contiennent la même séquence spécifique milite fortement en faveur d'un rôle causal 

du produit de ces v-onc dans les phénomènes de transformation/différenciation de cellules 

hématopoïétiques bien définies. 

La publication NO2 montre que le contenu en séquences apparentées aux gènes de structure 

(gag, pol, env) additionné aux séquences v-onc est insuffisant pour expliquer la taille de I'ARN 

viral produit par les virus MH2 et E26. 

-Les différents ARN poly A+ des cellules transformées sont séparés selon leur 

poids moléculaire après migration dans un gel d'agarose. Une fois ces ARN transférés puis fixés 

sur un support solide, les ARN viraux sont révélés à l'aide d'une sonde complémentaire du v-onc 

étudié: technique du northem blot. 

Pour pouvoir prédire la taille du génome des DLV nous avons dû déterminer la longueur de la 

séquence oncogène ainsi que celle des régions apparentées au génome du virus helper. Pour toutes 

ces séquences nous avons procédé de la façon indiquée dans l'article NO6 pour déterminer la 

longueur de v-erb. Les résultats obtenus indiquaient une valeur de 3700 bp pour AEV, 1800 bp 

pour MC29 et 1600 bp pour AMV (nous savons actuellement que ces résultats sont sur-estimés de 

20% pour AEV et MC29, et de 50% dans le cas d'AMV). L'estimation que nous avons faite sur la 
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taille en nucléotides des séquences apparentées au virus helper, bien que très approximative (car 

I nous ignorions la longueur exacte des différents gènes viraux) nous a conduit à supposer la 
I 
1 I 

présence d'une séquence exogène additionnelle au sein de MH2 et E26. Le clonage moléculaire du 
l 
l génome du virus E26 a permis de caractériser pour ce virus une deuxième séquence également 

d'origine cellulaire et phylogénétiquement conservée. Cette séquence a été appelée (Leprince et 

al., 1983 ; Nunn et ai., 1983). 

Dans les articles No 3 , 4  et 5 nous reportons des expériences menées afin de définir le mode 

d'expression du v-onc selon l'isolat viral. La publication No 3 affine notre connaissance du 
l génome du virus OKlO (Figure 23). Ce virus a souffert d'une amputation partielle des gènes pol et 
l env mais possède un gène gag complet, permettant la production de particules rétrovirales non 

infectieuses dépourvues d'activité transcriptase réverse. A l'aide des techniques de microscopie 

I électronique, nous avons pu visualiser les structures d'hétéroduplexes réalisées entre des molécules 

l d'ARN du virus OKlO et l'ADN du génome de son helper. Nous avons pu montrer que le gène 
I mvc s'était inséré entre les gènes pol et env (ce qui explique que ces gènes soient amputés, après - 

cet événement de recombinaison). 
1 

Le produit de l'oncogène v-mvc est exprimé dans ces cellules par l'intermédiaire d'un ARN 

sous-génomique produit par un mécanisme d'épissage de I'ARN viral. Cet ARN permet la 

traduction de protéine mvc dépourvue de déterminants codés par les gènes de structure, situation 

inattendue au sein des virus de ce type qui dirigent la synthèse de protéines gag-= (Barlati et de 

Giuli-Morghen, 1978). Ces résultats suggéraient pour la première fois que les acides aminés codés 

par le gène gag présents au sein de la protéine de fusion n'étaient pas essentiels dans l'expression 

du pouvoir oncogène de E .  

La publication NO4 nous a permis d'étendre cette observation au virus MH2 qui exprime 

également les séquences v-mvc par l'intermédiaire d'un ARN sous-génomique. Cet article montre 

en outre que la plOOgag-OnC mise en évidence dans les cellules transformées par ce virus (Hu et al., 

1978b) ne peut être une plOOgag-myc contrairement à l'idée généralement admise à cette époque 

(RNA Tumor virus, 1982). En effet, le gène v-mvc se trouve en 3' du génome viral. Ainsi, la 

séquence exogène supplémentaire, dont l'existence avait pu être soupçonnée d'après les 

expériences d'hybridation en phase liquide, est adjacente au résidu du gène gag de MH2. Le 

clonage moléculaire ultérieur de ce provirus a permis de la caractériser en détail (Col1 et al., 1983b ; 

Jensen et al., 1983). Comme pour E26, cette séquence additionnelle, v-mil , est d'origine cellulaire 

et est phylogénétiquement conservée. Elle représente le gène oncogène (v-raf) d'un isolat de virus 

sarcomatogène munn (JSan et al., 1984 ). Ainsi, MC29 et CM11 codent pour une protéine de fusion 

(Pl 10 et P90) gaPmyc alors que OKlO et MH2 peuvent synthétiser un produit uniquement codé par 

le gène v-mvc. 

Toutefois, cette conclusion doit être tempérée par les résultats présentés dans l'article NO5 qui 

rapporte le clonage moléculaire et la caractérisation d'un provirus MH2 correspondant uniquement à 

la propagation de I'ARN sous-génomique de ce virus. En effet, la séquence nucléotidique de 
1 l'extrémité 5' de ce provirus (C125) montre que 1'AUG du gène gag est fusionné dans le même 
l cadre de lecture que le reste des séquences du gène ~JC, fusion résultant du mécanisme d'épissage. 
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Ainsi, ces cellules produisent le même doublet de protéines v - m ~ c  que le virus complet de 
\ départ, les 6 premiers acides aminés du gène gag (de 1'AUG au site d'épissage) sont probablement 

présents à l'extrémité NH2 de l'une des deux protéines (p6l-63) codées par MH2. Ce doublet 

pourrait être dû à l'utilisation des deux AUG dans le même cadre de lecture (le premier dans le gène 

gag, le second dans le gène mvc), conséquence du "balayage" ribosomal lors de la traduction 

(Kozak, 1986). Cependant, ainsi que nous le montrons dans l'article N014 présenté dans la 

troisième partie des résultats, ces séquences gag n'apportent aucune contribution décelable dans le 

pouvoir transformant de la protéine v-mvc. Le virus Cl25 constitue probablement l'unité réplicative 

minimale trouvée dans un rétrovirus. Son étude permet de mieux cerner les séquences 

nucléotidiques impliquées dans l'encapsidation et la propagation des ARN viraux. Nous avons 

montré, en transfectant l'ADN de ce clone moléculaire sur des fibroblastes embryonnaires de caille 

que cette molécule était biologiquement active et capable de transformer ces cellules. La surinfection 

de ces dernières à l'aide d'un virus helper permet de récupérer des particules transformantes se 

propageant avec la même efficacité que l'isolat biologique. Ainsi, le site d'encapsidation décrit par 

Pugatsch et Stacey (1983) au début du gène gag (545ème nucléotide) ne semble pas indispensable à 

la propagation de ce virus. Celui-ci utilise probablement les sites d'encapsidation localisés dans les 

regions L (Nishizawa et al., 1985) et U3 (Sorge et al., 1983) en dehors des séquences codantes 

(Figure 2). 

Les articles 6, 7 et 8 caractérisent la structure et la stratégie d'expression du virus de 

I'érythroblastose aviaire AEV (Figure 24). La publication NO6 montre que ce virus exprime dans les 

cellules transformées deux ARN ce qui suggère l'existence de deux v-onc au sein d'AEV, 1'ARN 

génomique codant pour une protéine de fusion gag-onc de 75 kd (Hayman et al., 1979). La 

complexité de la séquence spécifique du virus AEV est grande (ca 3700 bp) et pourrait 

effectivement représenter deux gènes (ce qui sera confirmé, voir publications 7, 8 et 10 et 

Vennstrom et Bishop, 1982). Ces gènes seront appelés erbA et m. La stratégie d'expression de 

ce virus est la même, que les cellules transformées soient des cellules d'origine aviaire 

(érythroblastes ou fibroblastes) ou d'origine mammifère (cellules fibroblastiques de rat, 208F). 

D'autre part, les articles 3 , 4  et 6 montrent que l'arrêt de transcription de I'ARN des rétrovirus 

intégrés dans des clones cellulaires (la culture ne dérive que d'une seule cellule transformée) peut se 

faire en dehors du site normal d'arrêt, situé dans la séquence U3 du LTR 3' du provirus intégré. 

En effet, dans des cellules transformées par OK10, MC29, CMII, MH2 et AEV nous avons pu 

mettre en évidence des ARN viraux d'une taille supérieure à celle du génome. Cela suggère que 

certaines molécules d'ARN se terminent dans les séquences nucléotidiques adjacentes au site 

d'intégration viral. Une telle observation a déjà été faite dans des clones de cellules mammifères 

transformées par le RSV (Quintrell et al., 1980). De même, certaines séquences cellulaires peuvent 

être transcrites sans être liées à d'autres séquences virales que les séquences U5 (dans les cellules 

Q8, fibroblastes de caille non productrices de virus, transformées par le virus MC29, article N04). 

Nous savons que cette activation transcriptionnelle peut être déterminante dans le cas de cellules 

infectées par des virus non transformants ; dans le cas des virus portant un oncogène, le rôle 

éventuel de tels gènes parait limité. Il n'est pas impossible que certains de ces gènes soient 



importants pour conférer un avantage aux cellules transformées (l'immortalisation par exemple). 
\ Toutefois il ne s'agit l i  que d'hypothèses. l 

Les articles 7 et 8 précisent la structure du virus AEV grâce à la détermination (par l'équipe de 

B.Debuire) de la séquence nucléotidique d'un clone moléculaire du virus AEV (Vennstfim et 

d.,1980). Les limites 3' du gène v-erbA et 5' du gène v-erbB sont précisément fixées grâce à la 

séquence nucléotidique du début du gène c-erbB ayant recombiné avec le virus (le clonage de ce 

gène cellulaire est présenté dans la publication N09). 
L'article NO7 montre que la protéine codée par le gène v-erbA peut être séparée en deux 

domaines. Le domaine 1, codé par la moitié 5' du gène est riche en cystéines et en lysines, et 
1 

montre une analogie importante avec la portion fixatrice de l'ADN des récepteurs d'hormones 
1 

glucocorticoïdes et œstrogènes (Weinberger et al., 1985; Green et al., 1986). Le domaine 2, codé 
l par la moitié 3' du gène viral, présente une analogie avec la famille des anhydrases carboniques de 
I type II. Nous savons actuellement que la portion de la p75gag-erbA correspond au récepteur 

l des hormones thyroïdiennes T3 et T4, mais que le virus a perdu la possibilité de fixer l'hormone. 
D l  correspond au domaine qui se fixe sur l'ADN, et D2 au domaine qui fixera l'hormone dans le 

produit c-erbA (Sap et al., 1986). 

La séquence nucléotidique du début de c-erbB révèle que deux virus ayant indépendamment 

recombiné avec ce gène (AEV-ES4 et AEV-H) débutent la protéine v-erbB au même endroit, ce qui 

suggère que l'activation oncogénique du récepteur de I'EGF nécessite notamment la perte de son 

domaine extra-cellulaire (celui-ci étant perdu dans les deux virus). L'ARN sous-génomique est 

produit en utilisant le signal accepteur d'épissure présent au tout début du premier exon cellulaire 

c-erbB capturé par le virus; la phase de lecture étant identique dans le gène gag et le gène cellulaire, 

on peut supposer que 1'AUG utilisé pour synthétiser la protéine transfomante dérive du gène viral 

et non du c-erbB. 



ARTICLES 

l à 8  



99 
(Reprinred [rom Nature. Vol. 281. NO. 573 1. pp. 151-125. October 11 1970\ 

O .Wacmillan Journais Lid.. 1979 

Three new types of viral oncogene of cellular 
origin specific for 
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The R.VAs of secen replicarion-defecricr lerikaemia virus 
( D L V )  srrains conrain rhree types of tiniqrtr sequences. 
~vhich correlare widi the capacity of a gicen cirus srrain ro 
rransform eryrhroblasrs, macrophage-like cells and 
myelobiasrs, respecricely. These sequences. rermed erb, 
m a c  and m y b ,  hace their counterparrs in rlze normal DNA 
o f  acian and mammalian species. Olir restilrs indicare thar 
D L V s  represenr recornbinanrs berween a cotnmon 'çecror' 
relared ro '7 chickt.n rntiogenolis cirlls anti one of  diree rypes 
of  ce!lrllczr grrrr possibly incolceif in haetnaropoirric 
di,frrenri~zrio~z. 

ON the basis of their oncogenic properties. avian retroviruses 
are  assigned to  either of two major  classes. Of many charac- 
terised natural  field isolates. rnost (non-defective avian leu- 
kaernia viruses. o r  ALVs) a r e  'weakly oncogenic' and cause 
predominantly Iymphatic leukaemia airer a latency period of 
months ro years folioring inoculation into susceptible strainr of 
chickens T h e  ALVs most frequently occur as  independent 

4 
I ) L 1  

hclpcr --- --- ------------- 
\rra1 R h , . \ >  Hulper Rh.\ Hybrids 

Reverse 
irtinscripiase 
uith('H1dTTP 

1 

- - ---- -------- , 
( I H l  bridisaiion DLV specific 
(21 Seisciion for ss cDhA 

cDSX 
Fig. 1 Scheme for the preparation of DLV-specific cDSAs. 
Cloned AEV iRAV-21 and MC29 (RXV-2) pseudotypes. 
obtained by rescuing these viruses with RAV-2 from cloned non- 
producer fibroblasts. were propa~ated  in chicken tibroblasts. Viral 
RYAs were extracted from the pelleted viruses, then transcribed 
inro labelled cDSA usinj in cirro reverse transcription with 
puriiied ,411V reterse transcriptase. 'H-~TTP and unlabelled 
dCTP. dGTP. d.ATP and calf thymus priming. In a negative 
selçction strp each cDNX mixture was hybridiscd to an excess of 
RSA extracted from RAV-2 Srown sep ara te!^. Single-stranded 
DLV-specific cDNAs were then isolated afte: fractionarion on 
hydroxyapatitc. AbIV-specific cDNA was prepared in a similar 
way. but using RNA of A.MV (helper) pseudotype obtained from 
the plasma of infected chickens. and a mixture of ALV helper 
R'IXs extracted from RAV-1, RAV-2 and SIAV-2 101 viruses for 
the selection. Non-hybridisabfe radioactivity was eliminated from 
the cDNXs by a positive selrction with homologous ~ ~ A s ? n o t  
s h o w ) .  Spçciticactivitiesof the ' H - C D N A S W ~ ~ ~  - 50 x lohc.p.m. 
per p.2. Details of these exprriments will be described clsewhere. 

: To whom correspondsnce should bc. addresseci. 

agents containing al1 the penetic information required  for viral ~ 
replication. In contrast. several avian retroviruses a r e  highly 
oncogenic, causing disease after a latency period of days to  
weeks. These  include the replication-competent avian sarcorna 
viruses (ASVs, o r  Rous sarcorna viruses) which readily induce 
sarcornas in susceptible birds and transforrn fibrobiasts in üirro, 
and  also the replication-defective leukaemia viruses ( D L V s )  
which require helper ALVs  for propagation in cul tured  cells (for 
review, s e t  ref. I ). 

T h e  seven available independent isolates of D L V s  have been 
assigned to three subyroups based on the types of neoplasrn the. 
induce and on the diiferentiation pnenot)pes of haematopoie t ic  
ce!ls the- transforrn iti cirre'.'. 1 I I  The  avian erythroblastosis-  
type viruses i X E V  strains R and ES4 are  probahly identical') 
induce erythroblastosis iti cico and transform erythroblasts in 
cirro. 1 2 )  T h e  avian myelocytomatosis-type viruses (h IC29 .  
ChlI I .  OK 10 and h l H 2 )  transforrn macrophage-like cells in cirro 
and  some strsins induce myeloc~tomatos is  iti cico. 13) T h e  avian 
rnyeloblastosis-type viruses (.AblV and E7h1  induce myeloblas- 
tosis iti cico and  transform myeloblasts itr cirro. AEV can also 
induce sarcornas and  transforms fi'nroblasts iri cirro. a n d  blC2Y- 
type viruses can induce carcinomas and occasional sarcornas and 
transform epithelial cells and iibroblasts itr cirrol-'. In this report 
we have investigated whzther the oncogenicity of these viruses 
could b r  related to  the presence oi specitic nucleotide sequenccs 
in their penorne. Such a rrlationship a.c>uld imply tha t  part  o r  al1 
of these spscitic sequencrs  rcpresent new tiral  oncogenes .  

DLVs are related to non-defective 
avian leukaemia viruses 
D L V s  werz originally isolated from chickens in association with 
their natural replication-competent helper viruses belonging to 
the  A L V  group. Attempts to complement D L V s  with helpers 
unrelated to ALVs  have failed'. A possible hornology betwern  
certain genomic sequences of the DLVs and A L V  genes'-7 was 
investigated by testing clones of avian cells containing the  D L V  
provirus without its helper. Such cells. usually uriablr t o  producr 
virus", still contain several RYX transcripts of tht. D L V  pro- 
virus. We tested whole R S X  of such nonproducer cells, using 
moleculsr hybridisation with labellsd probes representing a 
homogeneous transcript of an  ALV.  td Pr-B ( c D N A r e p ) ,  o r  of 
the  src g t n e  of ASL's 1cDS.Asarc)'. Table 1 indicates tha t  al! the 
D L V  genomes tested contain ALV-re la ted  nucleotide 
sequences i r i  diiicrent amounts  128-77% i. but Iask the  src gene 
of ASVU.'".  Howevrr .  the dctected homolog): to  A L V  cannot 
account for the entire gerietic content of the DLC's. which al1 
contain 6.000-8.000 nucleotides in their 23-34s  genome".". 
Thus.  these viruses may contain sets of nucleotide s e q u e n c e s ~  
unrelatcd to  ALVs.  

DLV-specific sequences 
W e  looked f o r  specitic sequences by analysing the  prototype 
strain of e3ch of the three D L V  subgroups, namely A E V ,  MC29  
and  AbIV.  Clone viral strains v e r s  obta incd for  A E V   and^ 
h lC39 by superinfection of nonproduccr cells with t he  plaque- 
purified hclper virus RXV-2. T h e  rcscurd viruses were  then 



Fia. ? DL\'-specitic sequences have their couterparts in normal 
chicken DSX.  Aiiquors of II-da! chicken ernbryo DNA (200 pg 
per point. sheared to 4-hSi were hybridisrd with the ditferent 
specific cD'iXs ( 1.000 c.p.m. per point = 0.07 ng) in stringent 
conditions 10.6  LI SaCl.  68 'C) at increasing C,,r values. Hybrids 
formed were tested for their resistance to SI endonuclease. 0 4 .  
cDNXaev: A-1. cDNAmc29. S-3. cDNXamv: ---- 
cDNXsarc. Sirnilar resulrs were obtained with normal quail 

ernbryo DNX (not showni. 

Phylo-enetic distance ( x 10' yr) 

Fig. 3 Srability of cellular DLV-rslarrd specific sequences during 
evolution. Aliquots of D'iX extracted from different species hav- 
ing divergsd increasingly long ago with speciation were hybridised 
in the spccitiç conditions described in Fig. 2. The values obtained 
were standardised arbitrarily. for cornparison purposes. to 509/0 for 
the chicken. which was also taken as the origin of the scale 
indicating phylogenetic distance. C O .  cD'lAaev; A-A. 
cDNAmcl9;  0 4 .  cDNAamv; C- - <. cDNAsarc. Also shown 
(A . - . -Ai are resultsobtained with 'H-labelledchicken unique 
sequsnce ~ ~ ~ " ' ( 1 . 0 0 0  c.p.m. per point = 20 ng) in similar condi- 
tions (standardised to 100% for  homologous reassociation) and 
with c D S X s  representing genes known to be conserved 
throughout the evolution of vertebratzs: x - - x .  cDXAlgo (ref. 

161 for globin; x - - - - ï .  cDNXova (ref. 16) for ovalbumin. 

tested for their oncogenic potential in vin0 (using the bone  
marrow transformation assay2) and propagated in chicken 
erythroblasts (for AEV) o r  chicken fibroblasts (for blC29). 
A,MV was obtained in high yields from the plasma of infected 
chickens. 

The preparation of specific cDNXs of these viruses (Fig. 1) 
was similar to the selection of cDNX specific for the src gene of 
ASVsS. cDNAs of AEV. MC29 and AMV were selected so that  
they could still hybridise to  their RNAs of origin, but not t o  the 
R N A  of the helper viruses used to grow the viral stocks or  any of 
the other  ALVs tested. These specific cDNAs were denoted 
cDNAaev for AEV. cDNAmc29 for MC29 (ref. 13) and 
cDNXamv for AMV. 

The distribution of viral nucleotide sequences related to these 
specific cDNAs was explored by hybridising them at  plateau C,t 
values to several viral RNAs. The results (Table 2)  allow several 
conclusions to be drawn. First, the cDNAs tested are specific for 
the DLVs used for their preparation. Second, they represent 
distinct sets of sequences, unrelated to each other by cross- 
hybridisation experirnents. and third. cDNAmc29 shows exten- 
sive homology to R N A  of CblII. OKlO and MH2. as does 
cDNAarnv to E26 RNA. As will be described elsewhere, the 
three cDNAs exhibited exactly the sarne specificity when tested 
with cellular RN& extracted from nonproducer cells. further 
dcmonstrating that the probes indeed detect sequences specific 
for the three types of DLV. 

T o  investigate the origin of the DLV-specific sequences. 
D S A  extracted from normal avian cells was tested for its ability 

Table 1 DLV jenomes in nonproducrr cells are related to ALVs 

Annealing 
DLV Type of (9'0 S i  resistancet with 
strain nonproducer cell cDNArep cDNAsarc 

X E V  chiçken fibroblast 2 S < 3 
MC29 quail fibroblast 15 < 3 
ChIII quail fi broblast 4 1 < 3 
OKIO quail fibroblast 77 < 3 
blH2 quail tibroblast 32 < 3 
AiLlV chicken myeloblast 50  < 3 
E26 chicken myeloblast 3 h < 3 

- --- 

Total RNA was extracted from the different avian nonproducer cells 
and hybridised in stringent conditions (ZS-&I aliquot containing 1- 
10 mg ml-' RNA. 0.6 M NaCl. 68 O C )  with cDSXS ( 1.000 c.p.m. per  
point = 0.02 ng) to plateau C,r values (detined as 10 x the CrrLI2) 
cDNArep and cDNAsarc were prepared as described earlier', but using 
calf thymus-primed polyrnerase reactionsi". Hybrids were assayed by S I  
nuclease. No correction for the expression of endogenous RAV-O o r  
cellular sarc was made as they gave values below 39; in each case. 

to hybridise with cDXAaev, cDNArnc29 and cDNXamv. Figure , 
2 shows that al1 three types of sequences have their counterparts 
in normal cellular chicken D N A  and, as judged from the C,,r,,= 
values, that they are present in the non-repetitive DXA at o n e  o r  
two copies each per haploid genorne. The low plateau values 
observed in Fig. 2 are due  to the competition of DNA reas- 
sociation with the DNA-cDNA hybridisation reaction; t ran-  
scription analyses (sec bèlow) show that rnost or al1 of the 
specific sequencrs are present in normal chicken DNA. Resulrs 
obtained with rnolecular hybridisation in liquid phase in 
stringent conditions show that the bulk of the non-repetitive 
chicken D N A  sequences have been lost relatively rapidly during 
evolution: labelled chicken unique sequence D N A  barely 
anneals (Fig. 3) to the D N A  of species from another genus. For  
example, quail and chicken, which probably evolved frorn a 
common ancestor some 2 0 3 0  Myr ago, have DNAs that share 
less than 25'0 homology when cross-hybridised (Fig. 3). 
Similarly. ALV-related 'virosene' sequences have recently been 
shown to be absent in somr  species of the Galliformes". In 
contrast. ce l lu l~r  srquencrs related to cDIiAaev, cDNArnc29 

l 



Table 2 DLVs contain unique nuc!eotide sequences 

Annealing iOh SI resistancei with 
RYX derived from cDNXaev cDiiAmcl9 cDNAamv 

AEV 

MC29 < 3  
ChIII < 3  
OfCl0 < 3  
hlH2 < 3  

AkIV < 3 
ET6 < 3 

ALV helpers icontrol) < 3 

Viral 50-70s RYAs were extracted and hybridised to plateau C,r 
values 1 > 10 hl s 1 - ' )  in stringent conditions (0.6 .LI YaC1. 68 'C) with 
the specific cDYXs (1.000c.p.m. per point -0.02 ng). The hybrids 
formed were tested for SI nucleaze resisrance. Results obtained were 
standardised to the values of the homolo~ous reaction. Maximum 
hvbridisation of cDNXaev with AEV RNA was 95%: that of 
cDNAmclY wi th  \ICI9 RYA 90°& and thar of cDNXamv with XhlV 
R N x ' ~ ~ " A .  The DLVs testcd wcre cloned pssudotypcs with R.AV-1 or 
R.A\'-2 helper ALV. with the exception oi .-\\IV and E l b .  anich were 
not cloncd. The .AL\' helper RSAs testcd 3s ~ontrols we:e ohtained 
irom KA\-I. R.\L'-2. R.AL'-49. R.AV-50. \[A\.-: i i i i .  The numbers 
boxcd inllicate the important homologies. 

aiid cDNXamv have been highly conscrved throughout the 
phylogenu of the higher vertcbrates. As also s h o w  in Fig. 3. 
their 'evolutionary half lives' are comparable to those of known 
stable genes such as globin or  ovalbumin. The  latter values 
resemblc thoses obtained earlicr for the transforrnin-, i7 <lene src of 
.\SC'S!'-' and agree with the results reccntly described for 
XIC29 by Shrincss rr '11.'". 

As normal cclls contained nucleotide sequences related to 
highly transforming viruses. \ve studitd the rate of transcription 
of such sequences. Total RS.4 e.utrac:ed from normal chicken 
ior quai11 fhrobiasts was hybridised to the difsrent  specific 
cDNAs. Figure 4 shows that these sequences are al1 transcribed 
at a low Ievel (a  few copies per ceili. as previously found for the 
expression of ..cellular sarc" {refs 16. 19 1.  Cellular sequences 
related to cDSAaev are transcribed at two or  three copies per 
cell: cellular sequences related to cDSAmcl9  are reproducibly 
expresscd at a higher level (5-10 copies per ceIl). as Sheiness er 
ni.'" found. In contrast. cellular seqüences related to cDS.Aamv 
arc trariscribed at lower levels in tibroulasts ione copy per cell). 
.As can be seen in Fig. 4, al1 these cellular sequences reach 
plateau hybridisation values close to IOO"O,  and must therefore 
ht: essentially fully represented in normal celluiar nucleic acids. 

Three netv oncogenes 
Our results show that al1 ssven defective leukaemia viruses 
studied contain part or al1 of one out of three different sets of 
specitic nucleotide sequences complernentary to cDSXaev, 
cDSArnc29 or cDNXamv, which have their countsrpart in 
normal cclls of highsr vertcbrates. Sone of thcse sequences is 
relatcd to the transforming gen t  src of ASVs. Although it  is not 
understood how recombinants bettveen ALL' sequences and 
cellularly drrived sequences can acquire oncogenic capacity. 
several indications favour the hypothesis that three specifc 
transforrning genes, termed erb. mcic and tnyb. arc detected by 
cDXAaev,  cDYAmc29 and cDNXamv, respectively. (1)  There 
is a strict correlation between the presence of erb. rnac or myb 
sequences in a given virus and its selective capacity to generate 
t ransfofyed erythroblasts, macrophage-like cells or myelo- 
blastsi.-.-". ( 7 )  The properties of these sequences and their origin 
cire rrminiscent of results obtained earlier for the transforrning 
grne src of ASL'S": sizc. cellular origin and phylogenetic stabil- 
i tyih ". ( 3 )  As indicatrd by heteïoduplex mapping studies with 

MC19 (ref. 21). these sequences do not appear as bits of 
sequences randomly distributed throughout the viral RNA, but 
rather as continuous stretches located inside the viral genome. 
(J) Tsmperature-sensitive mutants have recently been isolated 
from AEV, indicating that a virus-soded protein must be  
synthesised to rnaintain the undifferentiated state of trans- 
formed er);throblasts". (5) Al1 DLVs tested contain the 5' 
region of the ALV genome (partial gag genel'). In the strains 
studied so Far (MC29 and MHz)  this region was located adjacent 
to the DLV-specific sequence".". In addition. cells non- 
productively transformed by AEV, hlC29. ChIII and MHZ 
express novel polyproteins of molecular weight 75,000 Iref. 3). 
110.000 (refs 6.7). 90.000 (ref. 7 )  and 100,000 (ref. 4). respec- 
tively, with the structure: partial gag-.r or y. where .r or y 
represent polypeptide moieties which are antigenically 
unrelated to known XLV proteins. and presumably correspond 
to part or al1 of the specific rrb or rnac nucleotide sequences. 
Thar these polyproteins could b r  involved in the transformation 
process is indicated by the finding that the type of trypticpeptide 
pattern exhibited by the non-gag portion of the polyprotein of a 
given DLV closely correlates with the transformation specificity 
of the virus (;LI. J .  Hayman. personal communication. and ref. 
21). In their general structure and ability to code for gtrg-related 
polyproteins. avian DLVs resemble replication-defective 
mamrnalian retroviruses capable of inducing Ieukaemias o r  
sarcomas with ri short prriod of Iatency. such as the  bels son" 
murine virus and feline sarcoma virus'".". 

Avian DLVs behave likè recombinants between an ALV- 
related vector virus of low oncogenicity and unknown originlJ 
and an evolutionarily stable set of nucfeotide sequences of 
cellular origin. In this regard theu also closely resernble ASVs 
(for review. see ref. 1 1 ).The mechanism of such a recombination 
remains to be elucidated. but could be related to the jumping 
polyrncrasr hypothesis proposcd reccntly by Cotfin2'. How 
frequently suçh a recombination occuïs is not kn0a.n. although 
about 30 DL\-'-like and 1-3 AS\-'-like independent isolates have 
been reportcd:. Hou.ever. a transduction of cellular sequences 
would not iiecessarily lead to such setere effects as the genera- 
tion of a highly oncogenic virus and may therefore be much more 

Fig. 4 Transcription of the cellular DLV-related sprcific 
sequences in normal tibroblasts. Total R S . 1  was extracted from 
normal chickrn emhryo tibroblasts and hybridised at increasing C,r 
values ivarying RNA concentration up  to 10 mg ml-') in stringent 
conditions (0.6 LI SaCl. 6S'Ci. to the specific cDNAs 
( 1.00o c.p.m. per point = 0.02 ngi.  Hybrids were scorcd for their 

SI endonucleas<: resi>t~nc;. Symbols arc 3s in Fiç. 2. 



frequent than anticipated. Indeed. we have recently found in an 
ASV stock a new virus of unknown oncogenicity containinp 
apparently unknown cellular çenetic rnaterial (N. Pluquet and 
D.S.. unpublished). 

That only a partial homology was observed between the 
specific sequences of blC19 and klH2 as well as between the 
specific sequences of XX1V and E26 (Table 2 )  can be explained 
in three ways-these viruses acquired cellular genes,which 
already differed in their sequences: they acquired the same gene 
and the observed differences refiect 3 divergence introduced by 
passage of the virus: a second recornbination event ~ c c u r r e d  in 
MH? and E-6. The finding that there are only one or two copies 
per haploid genome of these genes present in cellular D N A  is 
consistent with the second poss:hility. The observation that 
there is a sornewhat lower degrée af homology of cDIiXarnv to 
cellular DNX than that of the othe: types of specific cDNA 
tèsted (Fig. 2)  miph! reflet? the long passage history of AMV and 
would also agree with the second of the above interpretations. 
But hybridisation experiments between cDNXmc29 and b lH2 
RNA carried out in non-stringent conditions do not show the 
significant incrcase of annealing which the second interpretation 
would predict (X1.R.- S.S. and D.S., unpublished) and thus leave 
that question unanswered. 

The role of DLVs in Icukaemic transformation could be 
explained by a generalisation of the 'diiierentiation block' 
h ~ p o r h s s i ~ ~ ~ - ~ ' :  the oncogenes oi DLVs are homologous to 
normal cellular gsnes i'cellular erb. tnoc or t nyb ' )  coding for 
lincage-specitic hasrnatopoietic ditierentiation proteins; the 
transforming proteins act by competitively inhibiting the cor- 
responding cellular proteins'.'-. thus leading to a block of 
differentiation and subsequent leukaemogenesis. This hypo- 
thesis would predict that R N A  sequences corresponding to the 
cellular r,ro. tncic and niyb genes are preferentially cxpressed in 
normal erythroblrists. macrophages and rnyeloblasts. respec- 
t i ~ e l y .  Spontaneous leukaemogenesis may then simply result 
from a malfuncrion of such genes. Indetd. several different 
gsnss ma) be able to induce the sams type of leukasmia. In this 
respect. i t  uould be interssting to know whecher there are 
viruses criusin- the same type of Ieukaernia but containing 
ditferent cell-related oncogenes. Such viruses uould also be 
useful for elucidating why the DL\'$ also induce sarcornas or 

carcinomas. an additional specificity for non-haematopoietic 
tissues dificult to explain by the differentiation block theory. 
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Three New Types of Viral Oncogenes in 
Defective Avian Leukemia Viruses. - 

1. Specific Nucleotide Sequences of Cellular 
Origin Correlate with Specific Transformation 
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On the basis of their oncogenic properties. avian 
retroviruses can be assigned to either of two major 
classes. Of rnany characterized natural field isolates, 
the vast rnajority (nondefective avian leukernia vimses 
[ALVs]) are weakly oncogenic and cause 
predorninantly lyrnphatic leukemia after a prolonged 
latency period of rnonths to years foilowing in- 
oculation of susceptible strains of chickens. ALVs 
rnost frequently occur as independent agents and con- 
tain al1 the genetic information required for viral 
replication. In contrast. several other avian retro- 
vimses are highiy oncogenic and produce disease after 
a short latency period of days to weeks. These highly 
oncogenic vimses include the replication-cornpetent 
avian sarcorna viruses (ASVs) (or Rous viruses), which 
readily induce sarcornas in susceptible birds and 
transform fibroblasts in vitro, and the replication- 
defective leukernia viruses (DLVs), which require 
helper ALVs for their propagation in cultured cells 
(for review, see Graf and Beug 1978). 

The seven available independent isolates of DLVs 
have been recently assigned to three subgroups (Table 
1) based on the types of neoplasrns they induce and on 
the differentiation phenotypes of hematopoietic cells 
transformed in vitro by these vinl~cs (Beug et al. 1979). 
These subgroups are: (1) Avian erythroblastosis virus 
(AEV) (strains R and ES4 have been shown to be prob- 
ably identical [Hayman et al. 1979bl) induces eryth- 
roblastosis in vivo and transforms erythroblasts in vitro. 
(2 )  Avian rnyelocytornatosis-type viruses (MC29, CMII, 
OK10, and MHz) transform macrophagelike cells in 
vitro and sorne strains induce myelocytornatosis in vivo. 
(3) Avian rnyeloblastosis-type viruses (AiCtV and E26) 
induce rnyeloblastosis in vivo and transforrn rnyeloblasts 
in vitro. 

In addition, AEV is capable of inducing sarcornas 
and transforrning fibroblasts in vitro; MC29-type 
viruses are capable of inducing carcinomas and 
occasionally sarcornas and of transforming epithelial 
cells and fibroblasts in vitro (Graf and Beug 1978; Beug 
et  al. 1979). although AEV and MC29 have been shown 

to iack the src gene of ASVs (Stéheiin and Graf 1978). In 
most cases, these viruses induce the sarne type of 
neoplasrn as in the chicken of origin and thus are not 
likely to represent laboratory artifacts. 

The airn of our work was to determine if the onco- 
genicity of these viruses could be related to the 
presence of specific nucleotide sequences in their 
genorne. Such a relationship would then imply that 
part or al1 of these specific sequences represent new 
viral oncogenes. 

DLVs Are Related to Nondefective ALVs 

DLVs were originally isolated frorn chickens in 
association with their natural replication-cornpetent 
helper viruses belonging to the ALV group. Atternpts 
to cornplernent DLVs with helper vimses unrelated to 
ALVs have failed thus far (Hu et al. 1978) and indicate 
a possible hornology between certain genomic 
sequences of the DLVs and ALV genes (Bister et al. 
1977; Hu and Vogt 1979; Hayman et al. 1979b). Such a 
hornology was verified by testing avian cell clones 
infected by pseudotypes of the DLVs, thus containing in 
their DNAs a given DLV provirus, but no ALV helper 
provirus (AEV. Graf et al. 1976; MC29, Bister et al. 
1977; CMII. Graf et al. 1977; MH2. S. Saule, unpubl.; 
OKlO and EX.  Graf et al. 1979b; AMV, T. Graf, 
unpubl.). These cells, usually unable to produce virus 
(nonproducer or NP cells), still contain nurnerous RNA 
transcripts of the DLV provirus. Whole RNA of these 
NP cells was analyzed, using molecular hybridization 
with labeled probes representing hornogeneous tran- 
scripts of an ALV (cDNA,,,), of parts of an ALV 
genorne ( C D N A , ~ ~ . ~ ~ ;  cDNA.,), or of the src gene of 
ASVs (cDNAsuX) (Ta1 et al. 1977; Frisby et al. 1979). 
Table 2 indicates that al1 the DLV genornes tested 
contain ALV-related nucleotide sequences in variable 
arnounts, but lack the src gene of ASV. However, the 
detected hornology to ALVs cannot account for the 
entire genetic content of the DLVs. which al1 contain 
about 6000-SO(X) nucleotides in their genornic RNAs 
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Table 1. Defective Avian Leukemia Viruses 

Virus Country and year Type of neoplasm in Redominant types of 
type Virus stnina of origin chicten of origin neoplasms induceda 

AEV ES4 

OKIO 
A\N A M V  B M / A  

E16 

Denmark. 1933 

Denmark, 1931 
Bulgaria. 1964 . 

~ederal Republic 
of Gennany. 1964 

England, 19n 

Finland, 1975 
United States, 1941 
Bulgaria. 1%2 

sarcoma and rnyelocyi 
matosis 

erythroblastosis : 
myeiocytomatosis 

- myelocytornatosis 
endothelioma (?) 

endothelioma (?) 
neurolymphomatosis 
leukernia 

:O- erythroblastosis; sarcomas 
. . 

erythroblastosis; sarcornas - 
myelqomatosis; liver . 

and kidney carcinomas 

myelqomatosis 
liver and kidney carcinomas; 

sarcomas; monocytic leukemia (?) 
endothelioma (?) 
myeloblastosis 
erythroblastosis 

Modified Crorn Graf and Beug (1973). 
O h e r  neoplasrns such as lyrnphatic leukernia. osteopetrosis. and nephroblastorna are ornitted from this list. since they are 

attnbuted to helper v i ~ s e s  present in stücks of DLVs. 

(see below). Thus, these viruses must contain nucleotide 
sequences unrelated to ALVs. 

DLVs Contain Nucleotide Sequences Not 
Related to ALVs 

The search for specific sequences was conducted by 
analyzing the prototype strain of each of the three 
DLV subgroups, namely. AEV. biC29. and AiMV. 
Cloned viral strains were obtained for AEV and MC29 
by superinfection of nonproducer cells with the 
plaque-purified helper-virus RAV-2. The rescued 
viruses were then tested for their oncogenic potential 
in vitro using the bone marrow transformation assay 
(Graf et al. 1979a) and then propagated in chicken 
erythroblasts (for AEV) or chicken fibroblasts (for 
MC29). Ak1V was obtained in high yields from the 
plasma of infected chickens. 

The strategy used to prepare specific cDNAs of 
these viruses was similar to that previously used to 
select cDNA specific for the src gene of ASVs (Stéh- 
eiin et al. 1976a) and is outlined in Figure 1. Briefly, 
cDNAs of AEV, MC29, and AMV were selected so 
that they were still capable of hybridizing to their 
RNAs of origin. but could not hybridize to the RNAs 

of the helper viruses used to grow the virus stocks 
or of any of the other ALVs tested. These specific 
cDNAs were denoted cDNA,,, for AEV, CDNA,~Y 
for MC29 (Sheiness et al. 1978). and cDNA,,, for 
AiMV. 

The distribution of viral nucleotide sequences 
related to these specific cDNXs was explored by 
hybridizing them at plateau C,t values to several viral 
RN*. The results shown in Table 3 allowed us to 
draw several conclusions: (1) The cDNAs tested are 
specific for the DLVs used for their preparation. (2) 
They represent distinct sets of sequences, unrelated to 
each other by cross-hybndization experiments. (3) 
cDNA,,~Y shows extensive homology to CMII, OK10. 
and MH2 RNAs. as does cDNA,,, to E26 RNA. As will 
be described elsewhere. the three cDNAs exhibited 
exactly the same specificity when tested with ceilular 
RNAs extracted from NP cells, further demonstrating 
that the probes indeed detect sequences specific for the 
three types of DLVs. 

The complexities of the specific cDNAs were shown 
to be 3700 nucleotides for cDNA,,, and 2100 nucleo- 
tides for cDNA,,, (S. Saule et al., in prep.); cDNA,,~ 
was shown to comprise 1 8 0  nucloetides (Sheiness et 
al. 1978). 

Table 2. DLV Grnomes in NP Crlls hi: Rrlatrd to ALVs 

Annealing (96 nuclesse-SI resistance) with 
DLV 
stmn Type of NP cell cDNA,,, c D N A , , . ~  cDNA,, cDNX, 

AEV chickrn fibroblast 28 14 16 <3 
M C 0  quail fibroblast 45 3( 66 < 3 
CMII quail fibroblast 41 21 79 < 3  
OKIO quai1 îibroblast 77 87 45 < 3 
btHZ quail fibroblast 32 25 10 < 3 
Ab1V chickrn myeloblast 50 59 C 3  <3 
E?h chicken myeloblasr 36 13 6.0 <3 

Total RNA was extracted frorn the diîferent avian YP cells and hybridized under stringent 
conditions (-5-el aliquut containing I-i0mg/rni of RNA. 0 . 6 ~  NaCl at 68°C) with cDNAs 
(1000cprn/point =O.iP,ng) to plateau Crr values (detined as 10 rimes the C,r,,l). cDNAs were 
preparcd as describsd eiirlier. but using calf-thymus-prirned polyrnertiss reactions (Stehelin et al. 
197ha; Tai et al. 1977). Hybrids were assayed by nucletisc S l .  No correction for the expression of 
endogenous RXV-O or cellular sarc was made since they gave values below 396 in each case. 
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F i i  1. Scheme for the preparation of DLV-specific cDNAs. Cloned AEV (RAV-2) and MC19 (RAV-2) pseudornes. obtained 
' 

by rescuing these viruses with U V - 2  from cloned NP fibroblasts. were propagated in chicken erythroblasts (line 6C2) and 
fibroblasts. respectively. Viral RNAs were extracted from the pelleted viruses and then transcribed into labeled cDNA usingin vitro 
reverse transcription with purified AMV reverse transcriptase, ['Hldl'TP and unlabeled dCTP, dGTP, and dATP, and 
calf-thymus-priming. In a negative seleaion step, each cDNA mixture was hybridized to an excess of RNA extraaed from RAV-2 
gnwn o-,aiately. Singe-stranded DLV-specific cDNAs were then isolated after fractionation on hydroxyapatite. AMV-specific 
cDNA was prepared in a similar wav. but using RNA of AMV (helper) pseudotype obtained from the plasma of infected chickens 
and a mixture of ALV helper-virus RNAs extracted from RAV-1. RAV-2. and blAV-2 (0) viruses for the seleaion. Specific aaivities 
of the ['H~CDNXS were about 50 x LU'cprn~pg. Detxils of these experiments will be described elsewhere. 

Size of the Genomic RNAs of DLVs 

Among the DLVs, the genomic sizes of only MC29 
and MH2 were determined recently by heteroduplex 
analysis to be about 5700 nucleotides long (Hu et  al. 
1979). 

We used a different approach to study the sizes of 
the remaining DLVs. Medium was harvested (4-hr 
harvests) from cells infected with cloned pseudotypes of 
each DLV. The viral RNAs were extracted and 
separated by vertical agarose sel electrophoresis with 
r R N A  markers of Escherichia coli (16s and 23s). quail 

(18s and 27S), o r  CV-1 cells (18s and 28s). R N A  blots 
were perfonned according to the method of Alwine e t  al. 
(1977) and hybridized to ["PIcDNA,., and, when ap- 
propriate. to [3ZP]cDNX specific for AEV, MC29, or  
AMV. The results of these experiments, shown in Figure 
2, led to the following conclusions: (1) All strains tested 
contain helper 34s  RNAs detected by [32P]cDN~,,,, and 
(2 )  specific bands corresponding to the DLV genomes 
are revealed by the specific cDNXs (30s-31s); the 
presence of additional minor bands seen occasionally 
has not been explained thus far. A notable exception is 
OKlO R N A  which shows a much larger genome about 

Table 3. DLVs Contain Unique Nucleotide Squences 

Annealing (Z nuclease-Sl resistance) with 
RNA derived 

from cDNA,, cDNA,,y cDNA,, 

A!zv 100 <3 <3 
MC-9 <3 100 €3 
CM11 <3 96 <3 
OKl0 <3 91 <3 
MHZ <3 66 <3 
AhW <3 <3 IO0 
E?h <3 <3 hS 
ALV helper vimses 

(control) <3 <3 <3 

Viral SOEÏOS RNAs were extracted and hybridized to plaienu C,r values 
(over IO~~secl l i ter)  under stringent conditions ( 0 . 6 ~  NaCl at WC) with the 
specific cDNAs (IOXX)cpmlpoint = 0.02 ng). The hyhnds formcd were tested 
for nuclease-SI resistance. Results obtained were standardized CO the values 
of the hornolo~ous reaction. .Maximum hybridization of ÇDNA,, with AEV 
RNA was 9596. CDNA,~  with M G 9  RNA 90%. and cDNA,, with AMV 
RNA 95%. 7he DLVs tested were cloned pseudotypes with RAV-1 or 
RAV-2 helper ALV. with the exception of AMV and E26 which wrre not 
cloned. The ALV helper-vins RNAs tested as controls were obtained from 
RAV-1. RAV-2. RAV49.  RXV-M. and MAV-2 (O). 
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Figure 4. DLV-sprcific sequences have their counterparts in 
normal chicken DNA. Aliquots of 11-day-old chicken 
e m b ~ o  DNAs (20U pplpoint. sheared to 4 9 5 s )  were hybrid- 
ized with  the different specific cDNAs (10XWcpmipoint = 
0.02 ng) under stringent conditions ( 0 . 6 ~  NaCl at 68°C) at 
increasing Ci[ values. Hybrids formed were tested for their 
resistance to endonuclease SI. (O) cDNA,,; (L) cDNA,y; 
(O) cDh'A,,; (--------) cDNA,. Similar results were 
obtained with normal quail rrnbryo DNA. 

cDNA,,,. Figure 4 shows that al1 three types of 
sequences have their counterparts in normal cellular 
chicken D N A  and. as judged from the C,ti12 values. 
that they are present in the nonrepetitive D N A  at one  
to t-uo copies each per haploid genome. The  low 
plateau values observed in Figure 4 are due  to the 
competition of DNA reassociation with the DNA- 
cDNA hybridization reaction: transcription analyses 
(see below) show that most or  al1 of the specific 
sequences are  present in normal chicken DNA.  
Results obtained with molecular hybridization in 
liquid phase under stringent conditions show (Fig. 5) 
that the bulk of the nonrepetitive chicken D N A  
sequences are rapidly lost during evolution (-75% of 
the nuclease-Sl-resistant hybrids formed are lost in the 
30 million years of evolution from chicken to quail). 
Similarly. ALV-related virogene sequences. which 
have recently been shown to be absent in some species 
of the Gullus (Frisby et  al. 1979). are also phylo- 
grnetically unstable. In contrast. cellular sequences 
related to cDNA ,,,, cDNA,,zl,, and cDNA,,, are 
highly conserved throughout the phylogeny of higher 
vertebrates. As  also shown in Figure 5, their evolu- 
tionary half-lives are comparable to that of known 
stable genes such as globin o r  ovalbumin. T h e  latter 
values resemble those obtained earlier for  the trans- 
forming src gene of ASVs (Stéhelin et  al. 1976b, 

PHYLOGENETIC DISTANCE ( xlO-1 
Figure 5. Stability of cellular DLV-related specific sequences 
during evolution. Aliquots of DNA extracted from different 
species that diverged increasingly long ago with speciation 
were hybridized under the specific conditions as described in 
Fig. 2. For cornparison. the values obtained were standardized 
arbitrarily to 5096 for the chicken; this was also taken as the 
origin of the scale indicatiryg phylogenetic distance. (a) 
cDNA,,; (A) cDNA,,~; (O) cDNA,,; (------) cDNA,; 
(A)  results obtained with the ['Hl-labeled chicken DNA uni- 
que sequence (Frisby et al. 1979) (1000 cpmlpoint = 20 ng) in 
similar conditions (standardized to 100?/0 for homologous 
reassociation) and with cDNAs representing genes known to 
be conserved throughout the evolution of vertebrates. (x---- 
x) cDNA,,, for globin: (x--------u) cDNX,.,, for ovalbumin 
(Stéhelin et al. 1978). 

1978; Spector et  al. 1978a) and a g e e  with the result re- 
cently described for MC29 by Sheiness and Bishop 
(1979). 

Cellular  DLV-related Specific Sequences 
Are Transcribed at Low Levels in Normal Cells  

Since normal cells contain nucleotide sequences 
related to highly transtorming vinises, it was of inter- 
est to study the rate of transcription of such sequences. 
Total RNA extracted from normal chicken (or quail) 
fibroblasts was hybridized to the different specific 
cDNAs. Figure 6 shows that these sequences are al1 
transcribed at a low level (a few copies per cell). 
Again. similarity with the previously described cellular 
sarc expression is found (Stéhelin et al. 1978; Spector e t  
al. 1978b). with cellular sequences related to cDNA,,, 
transcribed at  two to three copies per cell; cellular 
sequences related to c D N A , ~  are reproducibly 
expressed at a higher level (five to ten copieslcell), a s  
also found by Sheiness and Bishop (1979). In contrast, 
cellular sequences related to cDNA,,, are slightly less 



transcribed in fibroblasts (one copy/cell). As shown in 
Figure 6,  al1 these cellular sequences reached plateau 
hybridiition values close to 100% and therefore must 
.be essentially fully represented in normal cellular 
nucleic acids (see also Roussel et al. 1979). 

- .  - .. - 
DISCUSSION - - .  

Th- New Types of Viral Oncogenes Specific 
for Leukemic Transformation 

Our results have shown that al1 seven defective 
leukemia viruses studied contain part o r  al1 of one of 
three different sets of specific nucleotide sequences 
complementary to cDNAaeV. c D N A , ~ ,  or cDNA,,,. 
These specific sequences have their counterparts in 
normal cells of higher vertebrates, where their diver- 
gence correlates with the phylogeny of speciation. None 
of these sequences are related to the transforming src 
gene of ASVs. Although it is not yet understood how 
recombinants between ALV sequences and cell-derived 
sequences can acquire oncogenic capacity, several in- 
dications favor the hypothesis that three specific trans- 
forming genes. which we have termed erb, rnac, and myb, 
in agreement with Graf et al. (this volume), are detected 
by cDNX ,,,. CDNA,,~~, and cDNA ,,,. respectively. (1) 

Crt ( Mx sec x 1.' ) 

Figure 6. Transcription of the cellular DLV-related sprcific 
sequrnces in normal fibroblasts. Total RNA was extracted 
frorn normal chicken ernbryo fibroblasts and hybridized at 
increasing C,f values (varying RNA concentration up 
col0 mg/ml) under stringent conditions (0.6 N NaCl at 68°C) 
to the specific cDNAs (1000 cpmlpoint = 0.02 ng). Hybrids 
were scored for thrir endonuclease SI resistance. (a) 
cDNA,,; (A) cDNA,~; (O) cDNA,.; (-------- ) cDNA,. 

There is a strict correlation between the presence of erb, 
rnac. or myb sequences in a given virus and its selective 
capacity to generate transfomed erythroblasts, macro- 
phageiike cells. or myeloblasts (Graf et al.. this volume: 
Gavolo et al. 1979; Beug et ai. 1979). (2)The properties 
of these sequences and their origin are reminiscent of 
results obtained earlier for the transforming src gene of 
ASVs. i.e. size. cellular origin, and phylogenetical 
stability (Stéhelin et al. 1978; Spector et al. 1978a.b); (3) 
As indicated by heteroduplex- mapping studies with 
MC29 (Hu et al. 1979). these sequences do not appear as 
bits of sequences randomly distributed throughout the 
viral RNA, but rather as continuous stretches located 
inside the viral genome. (4) Temperature-sensitive 
mutants have recently been isolated from AEV, indicat- 
ing that a virus-coded protein must be synthesized to 
maintain the undifferentiated state of transformed 
erythroblasts (Graf et al. 1978). (5) Al1 DLVs tested 
contain the 5' region of the ALV genome (partial gag 
gene). 

In the strains studied so far (MC29 and MHz), this 
region was located adjacent to the DLV-specific 
sequence (Mellon et al. 1978; Hu et al. 1979). In 
addition, cells nonproduc:iveiy transformed by AEV, 
MC29. CMII. and MH? express novel polyproteins with 
molecular weights of 75.OOo- (Hayman et al. 1979). 
110.000 (Bister et al. 1977: Hayman et al. 1979a), 90,000 
(Hayman et al. 1979a). and 100.000 (Hu et al. 1978), 
respectively, with the structure: partial gag-x or gag-y, 
where x or y represents polypeptide moieties that are 
antigenically unrelated to known ALV proteins and 
presumably correspond to part or ail of the specific erb 
or rnac nucleotide sequences. That these polyproteins 
could be involved in the transformation process is 
indicated by the finding that the type of tryptic peptide 
pattern exhibited by the non-gag-gene portion of the 
polyprotein of a given DLV closely correlates with the 
transformation specificity of the virus (Graf et al., this 
volume; M. J. Hayman, pers. comm.) In their general 
structure and in their ability to code for gag-gene- 
related polyproteins, avian DLVs resemble replication- 
defective mammalian retroviruses capable of inducing 
leukemias or sarcomas with a short latency period, such 
as the Abelson (Witte et al. 1978) murine leukemia virus 
and feline sarcoma virus (Stephenson et al. 1977; Sherr 
et al. 1978). 

Avian DLVs behave like recombinants (Fig. 3) be- 
tween an ALV-related vector virus of low oncogeni- 
city and unknown origin (Frisby et al. 1979) and an 
evolutionary stable set of nucleotide sequences of 
cellular origin: in this regard they also closely resem- 
ble ASVs (for review, see Bishop 1978). The 
mechanism of such a recombination remains unclear. 
but it could be related to the jumping polymerase 
hypothesis proposed recently by Coffin (1979). How 
frequently such a recombination occurs is not known. 
Since the beginning of this century, about 30 DLV-like 
and one to three ASV-like independent isolates have 
been reported (Graf and Beug 1978). Recent studies 
by Hanafusa and coworkers (1977) have shown that 
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\\ 
ceflular sarc sequences cari be rescued at high determine whether or not erythroblastosis occzisionally 
frequencies by infection of chicks with mutants of induced after injection of chicken embryos with ALVS 
ASV panially deleted in the src gene. However. a (Frednckson et al. 1963) expresses increased amounts of . 

transduction of cellular sequences may not necessarily erb RNA. 
lead to such dramatic effects as the generation of a Another assumption of the hypothesis is that the 
highly oncogenic virus and therefore may be much - oncogenes of DLVs represent modified versions of - 
more frequent than anticipatëd. In fact, we have their cellular counterparts. as also proposed in general - - 
recently found in one ASV stock a new virus containing terms in Temin's protovinis hypothesis (Temin 1971). - . 
apparently unknown cellular genetic material (N. Such a modification may have occurred by a fusion of 
Pluquet and D. Stéhelin, unpubl.). the cellular oncogenes with an endogenous ALV or  by 

n a t  only a partial homolog  was observed between an aberrant splicing of the transduced sequences, thus 
the specific sequences of Mo-9 and ivil-lt. 2s well as leading to oncogenicity. Pre l iminq  expenments in- 
tne specific sequences of A i i  and E26 (Table 3). dicate that the cellular erb, mac. and rnyb genes occur 
can be explained in three ways: (1) These viruses in pieces and therefore are likely to be subject t o  
acquired cellular genes that already differed in their splicing rnechanisms (S. Saule et al., unpubl.). 
sequence. or  (2) they acquired the sarne gene and the The capacity of AEV-type viruses to induce sar- 
observed differences reflect a divergence introduced comas and70f Ma9-type viruses to induce carcinomas 
by passage of the virus. or  (3) a second recombination suggests an additional specificity of erb and mac genes 
event happened in MH2 and E26. The finding that for nonhematopoietic tissues. This intnguing 
there are only one to two copies per haploid genome specificity is difficult to explain by the differentiation 
of these genes present in cellular DNA is consistent block hypothesis. although it is interesting to note that 
with the second possibility. The observation that there normal fibroblasts. which can be transformed by AEV, 
is a somewhat lower degree of hornology of cDNA,,, MC39. and ASV but not by AMV, express higher 
to cellular DNA than for other types of specific levels of cellular erb. rnac. and sarc sequences than of 
cDNAs tested (Fig. 4) might reflect the long passage cellular myb sequences (see Fig. 6). It is still unknown 
history of AMV and also would be in agreement with whether or not DLVs code for only one gene respon- 
the second of the above interpretations. However. sible for transformation that could exert a pleiotropic 
hybridization experiments performed between effect on different types of target cells. as suggested by 
cDNA,,', and MHz RNA in nonstringent conditions the experiments of Calothy et al. (1978) with ASV. 
do not show a significant increase of annealing as the The complexity of the DLV-specific probes is be- 
second interpretation would predict (M. Roussel et al., tween 1800 and 3700 nucleotides. depending on the 
unpubi.) and thus leave that question open. viral strain. thus allowing in some cases for enough 

space to code for more than one gene. In fact, a 
mutant of AEV has now been isolated that has lost its 

Possible Role in Leukemic Transformation capacity to transform erythroblasts but is still trans- 
of the Transforming Genes of DLVs forming fibroblasts (Graf et al. 1979a; Royer-Pokora e t  

and  Their Cellular Counterparts al. 1979). On the other hand, results obtained with the 
Recent studies with a temperature-sensitive mutant tsW mutant of AEV (Graf et al. 1978) suggest that a 

of AEV indicate that a viral gene product required for single mutation affects the transforming capacity of the 
maintenance of transformation causes a block of virus for both erythroblasts and fibroblasts (Gnf et  al. 
differentiation in its hernatopoietic target cells (Graf et 1979a). Clearly, more work is needed along these lines to 
al. 1978). This observation. together with the findings resolve these observations. 
that DLVs can infect and are expressed in nontarget If indeed DLV-induced leukemogenesis is the result 
hernatopoietic cells (Graf et al. 1979a and this volume) of a cornpetitive inhibition of a cellular differentiation 
and that phylogenetically stable cellular sequences protein by the viral transforming protein, spontaneous 
exist that are related to the oncogenes of DLVs, leads leukemogenesis may simply result frorn a malfunction 
to the following hypothesis: The transforming genes of of the latter. Our newly developed probes should be 
DLVs are homologous to normal cellular genes coding useful for determining whether or not cells from 
for lineage-specific hernatopoietic differentiation pro- spontaneous leukemias express differentiation-specific 
teins; the transforming proteins act by cornpetitively sequences related to avian DLVs. 
inhibiting the corresponding cellular proteins (Graf 
and ~ e u g  1978). thuslèading t h  a block of differentiation 
and subsequent leukemogenesis. This hypothesis also 
provides an explanation for the target-cell specificity of 
DLVs and predicts that RNA sequences homologous to 
erb. mac, and rnyb are' preferentially expressed in 
normal erythroblasts, macrophages, and myeloblasts, 
respectively. We are currently trying to purify hernato- 
poeitic target cells for DLVs in order to test this 
prediction. In this regard, it would also be interesting to 
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OK10, a defective leukemia virus. is produced as a defective panicle by so- 
caiied nonproducer transformed quail fibroblasts. OKlO defective viral particles 
contain an 8-kilobases (kb)-long genomic RNA, lack any detectable reverse 
transcriptase activity, and are not infectious. We studied the genetic content of 
OKlO RNA extracted from both virions and infected cells. As shown by RNA- 
cDNA hybridizations in stnngent conditions, about 77% (6.4 kb) of the OKlO 8.0- 
kb LVA was related to avian leukosis viruses in the three structural penes gag, 
pol, and env, as well as in the c region. The remainder of the OKlO genome- 
encoding capacity (11.6 kb) was homologous to the MC29-specific transforming 
sequence myc(m) and therefore has been named myc(o1. EcoRI restriction 
analysis of the OKlO integrated proviral DNA with different probes indicated the 
presence of only one provins in the OKlO QBS clone. which agreed with the gene 
order: 5'-gay-lpol-myc(o)-Aenv-c-3'. Heterodupiex molecules formed between 
the viral OKlO 8.0-kb RNA and the 6.8-kb Sac1 DNA fragment of the Prague A 
strain of Rous sarcoma virus confirmed that structure and indicated that the 
mycfo) sequence formed a continuous RNA stretch of 1.4 to 1.6 kb long between 
Apol and Aenv. We also examined the myc(o)-containing mRNX's transcribed in 
OK10-transformed cells. OK10-transformed quai1 fibroblasts (OK10 QB5) tran- 
scnbed two mRNA species of 8.0 and 3.6 kb containing the myc(o) sequence. The 
genetic content of the 3.6-kb species made it a possible maturation product of the 
genorne size 8-kb species by splicing out the gcrg and pol sequences. In OK10- 
transformed bone marrow cells (OK10 BM), a stable bone marrow-derived ce11 
line producing OK10, the myc(o) sequence was found in four RNA species of 11.0, 
8.0.7.0, and 3.6 kb. Again, the genetic content of these mRNA's indicated that (i) 
the 3.6-kb species could be spliced out of the 8.0-kb-genome size mRNA and (ii) 
the 11.0-kb-long mRNA could represent a read-through of the OKlO provims, the 
corresponding maturation product being, then. a 7.0-kb mRNA. The 7.0- and 3.6- 
kb mRNA's both contained the myc(o) sequence, but no sequences related to the 
gag or pol gene. In conclusion, whereas the myc sequences have been generally 
thought to be expressed through a gay-onc fusion protein, as for MC29 and CM11 
viruses, our expenments indicate that they could also be expressed as a non-gag- 
related product made from a subgenomic mRNA in the OK10-transformed cells. 

OKlO has been classified as a defective leuke- 
mia virus of the MC29 subgroup based on the 
differentiation phenotype of the hematopoietic 
cells it transforms in vitro (9). Bone manow 
cells infected by these viruses (MC29, MHz. 
CMII, and OK10) resemble transforrned macro- 
phages and express differentiation markers of 
the myeloid lineage (2). These findings have 
been confirmed by biochemical studies. The 
transforming potential of MC29-type viruses is 
associated with the presence in their genome of 
a specific nucleotide sequence called mye (22, 
26). The OKlO allele of the myc sequence has 
been called rnyc(o). The rnyc sequence has no 

homology with the src gene of Rous sarcoma 
viruses (RSVs) or with the structural genes 
(gag, pol, and env) of avian leukosis viruses 
(ALVs) (22). The myc sequence has been pro- 
posed, therefore, to be an oncogene (26). As for 
the src gene, rnyc is closely related to conserved 
nucleotide sequences (c-myc) found in the DNA 
of uninfected vertebrate cells (22). 

The genetic structure of al1 defective leukemia 
viruses characterized so far conforms to the 
sarne basic model. They al1 contain ALV-related 
sequences and a unique nucleotide sequence of 
cellular origin (30). However, they are al1 de- 
Ieted in ALV-related genes. which are essential 
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for replication. and therefore need a helper virus GAG . POL , ENV . SC .C 60-70s RNA 

(ALV) for their propagation in cultured cells (9). PR-RSWC 
REVERSE TRANSCRIPTION 

CeUs transformed by MC29 contain a novel I 

110,000-daiton (llOK) fusion protein compnsing 1 ..: 
l 

part of the gag polyprotein linked to the transia- ------ 1  NA 

l tion product of the myc sequence (4). Such a = - 

product is made in the ceii from a genome-size HYBRIMZATION 60-70s RNA AND WITH HAP td PR-11s 

virai mRNA. A similar structure has been uro- CHROM ATOGRAPHY 
posed for OKlO (5 ) .  with a 200,000-diton 
(200K) fusion protein (20). Our results suggest 
the alternate possibility that in OKlO virus the 
transforming gene product could also be a non- c-rep CDNASC 
gag protein translated from a subgenomic viral HYBRIDIZATION WITH BR-RSV (-1 
mRNA. 60-70s RNA AND 

HAP CHROMATOCRAPHY 

MATERLALS M D  METHODS 

Cells and viruses. Defective leukemia virus nonpro- 
ducer quail fibroblast clones (OK10 QBS [IO, 201. 
MC39 Q8 [JI) were obtained through the courtesy ofT. cDN Agag-po~-c A cDNAenv 
Graf and K. Bister. OK10-tnnsformed bone marrow 
cells (OK10 B.M) (19) were kindly provided by L. HYBRlMZATlON W K H  #PR-RSV-C 1 

10 s W L Y  A+ RNA AND 
Hortling. The tran3formation-defective Prague C HAP CHROMATOGRAPHY 
strain of RSV (PR-RSV-C) was obtained originally 
from R. Junghans. All vimses were grown on CIE 
chicken fibroblasts as described elsewhere (29). 

Preparation of virus-specific cDNA's. Radiolabeled 
cDNA transcripts were synthesized in exogenous re- cDNAWpo( A c W A C  
actions. using 50 to 70s viral RNA templates, calf 
thymus primer, and purified avian myeloblastosis vi- HYBRIMZATION WiTH 
rus polymerase. as previously descnbed (23, 32). The MC 29 O 8  CELLULAR 
steps for selection of cDNArep (representing the POLY A+ RNA AND HAP 
transformation-defective PR-RSV-C genome). CHROMATOGRAPHY 
cDNAsrc. cDNAgag, cDNApol. cDNAenv. and 
cDNAc are outlined in Fig. 1A. cDNArep. cDNAsrc. 

(29, 31). cDNAc was prepared by hybridizing the 
remaining cDNA containing the gag-pol-c sequences k 

A 
and cDNAenv were selected as described previously cDNAgag cDNApol 

to plateau value to 10s  (ca. 8W nucleotides) polyaden- 
T, "9" 

-1 

ylated [poly(A')] RNA of PR-RSV-C and then recov- T1 A = 7 " c r 6 l  ,l 
S M  I 

ered after selection (29, 31). The 10s RNA was pre- -L - P* - US C T .  - R C R N  A 

pared from spontaneously nicked 70s RNA (100 ~ g )  

I A - c W o d  

fractionated by sucrose gradient centrifugation fol- nrl i  cm&m d (,- 8-cm*- c-COWA 

lowed by polyadenylate [poly(A)] selection over poly- O - M ~  

deoxythymidylate-cellulose (these two steps being re- 
peated sequentially twice). Such 10s RNA should FIG. 1. Preparation of cDNA's. (A) cDNArep, 
contain the entire c sequences and may contain some cDNAgag-pol-C, cDNAc, and cDNAgag were recov- 
s rc  or  env sequences (already elirninated from the ered as RNA-cDNA hybrids aFter hydroxyapatite 
cDNA by the previous steps) but no pol or gag (HAPI chromatognphy. The hybrids were alkali treat- 
sequences. cDNAgag was finally separated from the ed. neutnlized. and ethanol precipitated before the 
rernaining cDNA by annealing to SlC39 Q8 cellular next step of selection. (B) The Sac1 DNA fragment of 
poly(A+) RNA at a plateau C,t value of 2.000 moles PR-RSV-A was in phage Charon 16A. The insert was 
liter-'. That RNA. extracted frorn a cell containing the excised by end0.R-SstI, which is an isozyme of en- 
MC29 genome without helper sequences. was used. d~-R-Sac l .  Nick-tnnslated cDNA's were prepared 
since MC29 virus has been reported to have most of from fragments A, B, C. and D isolated by agarose gel 
the gay sequences but no pol sequences (27). Specific- electrophoresis after the suitable restriction cleavages. 
ities of these cDNA's are validated in Table 1. cDNA- (Cl Hybridization of cellular RAV-2- and AEV (non- 
rnyc complementary to the specific region of MC29 producer erythroblasts, clone HD3)-infected cells with 
virus [rnyc(m)] was made as described previously (26). nick-translated "P-labeled DNA. Total poly(A+) 

cDNA5' was prepared according to the published RNAs were denatured by glyoxal treatment, sepanted 
procedure (8). Alternatively. probes for gag,  pol, on 1% agarose gels, transferred to diazobenzyloxy- 
env5'. or enr.3' were prepared by nick translation (21) methyl paper. and hybridized with 32P nick-tnnslated 
of DNA fragments B. A, C. and D (Fig. 1B) onginating fragments A. B. C. D. and cDNAmyc. The RNA 
from a A phage clone containing the Suc1 6.8-kilobase content of HD3 cells was previously descnbed (23). 
(kb) fragment of PR-RSV-A DNX, a gift of J .  Taylor. rRNA's from chicken fibroblasts were used as Sun-  
The fragments were purified thice by electrophoresis dard length markers. 
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in 0.8% agarose gels before the nick translation reac- 
tion. which was performed by using a New England 
Nuclear nick translation kit. 

Reverse transcriptase S a y .  OKlO defective viral 
particles were purified from 1 liter of OKlO QBS cell 
culture medium as described previously (15). The 
exogenous reverse transcriptase assay was then car- 
ried out as follows: purified virions were incubated at 
38°C for 2 h with various Nonidet P-40 concentrations 
in 0.1 M Tris-hydrochloride (pH 8.1)-5 x M 
MgCl,l% B-mercaptoethanol-5 x IO-' M each 
dATP. JGTP, and dCTP-IO-' M dTTP-0.02 mCi of 
['HldTTP. 

Nucleic acid hybndization. Viral and cellular RNAs 
for liquid hybridization studies were extracted and 
purified as descnbed previously (23). Standard liquid 
hybridization reaction mixtures contained 0.6 M NaCI, 
2 x IO-' M EDTA, 2 x IO-' M Tris-hydrochloride 
(pH 7.4), 500 pg of calf thymus DNA per mi as carrier, 
2,000 cpm (0.04) ng) of 'H-labeled cDNA's, and appro- 
priate RNAs in large excess. Hybridizations were 
conducted in glass capillaries at  68°C. and the extent of 
annealing was monitored by digestion with S I  nucle- 
ase. 

Agarose gel electrophoresis of poly(A)-containing cel- 
lular and virai RN&. Poly(A)-containing cellular and 
viral RNAs were prepared as described elsewhere 
(34). RNA samples were denatured by glyoxal treat- 
ment (18) and submitted to electrophoresis in 1% 
agarose horizontal gels. 

Transfer hybridization of RNAs. Size-separated 
RNAs were transfemed to diazobenzyloxymethyl pa- 
per prepared as described previously (1). The northern 
blots were hybridized with "P-labeled cDNA's as 
described previously (17), except the washing proce- 
dure which was performed as follows. After a 10-min 
wash in l x  Denhardt solution-2x SSC (1 x SSC = 
0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate), the blot5 
were submitted to mild sonication in 0.1 x SSC-0.1% 
sodium dodecyl sulfate for 1 to 3 min at room tempera- 
ture and dned (Pons sonicator. 3 liters, 100 W,  30 kHz; 
Bioblock, Strasbourg, France). The blots were then 
subjected to autoradiography (Kodak X-ray films. 
Dupont Liçhtning Plus X-ray intensifying screens, 
-70°C). 

Heteroduplex mapping. The 6.8-kb SacI DNA frag- 
ment of PR-RSV-A cloned in lambda (Charon 16A) 
was excised by SsrI. an isozyme of SacI. and purified 
by agarose gel electrophoresis. The gene content of 
this DNA fragment is shown in Fig. 1B (35) .  The OKlO 
QBS viral 8.0-kb RNA purified by sucrose gradient 
centrifugation (16) was hybridized to the SsrI PR-RSV- 
A fragment by using the high formamide conditions 
developed by Casey and Davidson (6). The heterodu- 
plexes were diaiyzed for 1 h at 37°C against 1 M 
glyoxal and then dialyzed for 4 h at 4°C against 0.01 M 
Tris (pH 7.4k0.001 M EDTX. 

The heteroduplexes were spread from a 41% forma- 
mide hyperphase containing 0.1 SI Tris (pH 8.5k0.01 
M EDTA-SO pg of cytochrome c per ml ont0  a 
hypophase of water. phlB9 plasrnid DNA was includ- 
ed as an internal-length standard. Molecules were 
picked up on  300-mesh copper grids covered with a 
thin carbon film and were colored with uranyl acetate. 
Dried molecules were shadowed with a platinum- 
carbon mixture (95:5%, wtlwt), using a Balzer electron 
bombardment gun and a quartz crystal film thickness 
monitor. A 7" shadow angle and a mean shadow 
thickness of 0.3 mm. with a specimen rotation speed of 
ca. 80 rpm, were used for low rotary shadowing. 

High-molecular-weight DNA isolation. Cells were 
gently resuspended (10' cells per ml) in an extraction 
buffer containing 0.05 M Tris-hydrochloride (pH 7.4)- 
0.1 M NaCI-0.01 M EDTA-100 pg of proteinase K per 
ml and lysed by adding slowly, under gentle rocking, 
Sarkosyl to a 1% final concentration. After ovemight 
digestion. CsCl was added (2.53 g per 2 ml of lysate; p 
= 1.7 glml), and the DNA was centrifuged to equilibri- ' 
um. The band of viscous DNA was collected through a 
large hole made in the bottorn of the tube and dialyzed 
extensively against 0.001 M Tris-hydrochloride (pH 
7t0.0001 M EDTA. 

Restriction endonuclease mapping. Restriction endo- 
nucleases were obtained from Boehnnger Mannheim 
(Mannheim. West Germany) and Bethesda Research 
Laboratorirs, Inc. (Gaithersburg, Md.). The DNA 
digestions were performed according to the supplier's 
instructions. DNA fragments were separated by elec- 
trophoresis in 0.8% agarose horizontal gels and trans- 
ferred to nitrocellulose as previously described (28). 
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TABLE 1. Specificities of cDNA's used and results" 

- .  
O 

SI R E S I S T A N C E  w i t h  c D N A  
R N A  S P E C I  E S  

- lrep gag-poi-c poi env src c -  rnyc 
. . 

E . C O L  l 

1 0 s  Pr C  P O L Y  A +  

1 

C O M P L E X  l T l  E S  [Kb] 

" RNA extracted from different viruses (PrC, transformation-defective PrC. replication-defective Br, OKlO 
BM) or cells were hybridized under stringent conditions (0.6 M NaCl. 68°C) with cDNh's (2,000 cpm per point = 
0.W ng) to plateau C,t values (10 times the C,tli2 and C,t: 4 x 10' mol-s liter-' for E. coli?. Results obtained were 
standardized to the values of the homologous reaction (numbers in brackets). The cDNA's were prepared as 
described in the legend to Fig. 1A. cDNAmyc was prepared as described by Sheiness et al. (26). ' The 
complexity of the cDNAs were calculated according to Saule et al. (23); according to Sheiness et al. (26); 

according to Stehelin et al. (29). " cDNAgag contains only the gag sequences conserved in MC29; cDNApo1 
contains, in addition to the pol sequence of PR-RSV-C, the gag sequences deleted in MC29. ND, Not done. 

The  Southern blots were hybridized to specific "P- 
labeled cDNA's. washed, dried. and submitted to 
autoradiography as previously described (24). 

Biological and physiçal conQinment. All experiments 
performed with the EK2-certified phage Charon A16 
containing the Sac1 DNA fragment of PR-RSV-A and 
its certified host Escherichia coli DP50 supF were 
carried out according to LZ B I  conditions in the 
nomenclature adopted by the French Committee (7) 
(equivalent to P7 EKZ in the National Institutes of 
Health nomenclature). 

RESULTS 

OKlO RNA of a nonproductively transformed 
quail fibroblast clone. The OKlO QB5 quail 
fibroblast clone has been reported to be nonpro- 
ducing (10, 20, 30). It does, in fact, produce 
particles that accumulate in the culture fluid, but 
these particles are noninfectious (20, 30), sug- 
gesting the absence of a cornpetent helper virus 
in these cells. The total RNA of these cells was 
analyzed to study the structure of the 8- to 8.6- 

kb OKlO RNA (5, 30). We used labeled cDNA 
probes related to al1 or pans of an ALV genome 
prepared as described in the legend to Fig. lA ,  
as well as cDNA probes corresponding to the 
myc(rn) sequences of MC29 (cDNAmyc) and to 
the src gene (cDNAsrc) of PR-RSV-C. These 
probes were characterized by plateau hybridiza- 
tion expenments (Table 1). As shown, al1 probes 
exhibited the expected specificities. We thus 
used these probes to analyze the viral RNA of 
OKlO virus (Fig. 2; Table 1). Table 1 showed 
that the viral RNA of QB5 cells was closely 
related (77%) to an ALV cDNArep probe and 
contained hornology in the gag, pol, env,  and 
c regions. It hybridized extensively with 
cDNArnyc and did not contain sequences relat- 
ed to cDNAsrc. The following observations also 
resulted frorn Table 1 data: (i) the 84% hybrid- 
ization with cDNAgag probably reflects some 
divergence in this gene, since it has been shown 
that the entire Pr76 gag precursor polypeptide 



116 

ONCOGENE myc(o) O F  AVIAN RETROVIRUS OKlO 75 

FIG. 2. Hybndization of (A) total cellular OKlO QBS RNA and (BI 50 to 70s RYA frorn OKlO QB5-defective 
viral particles to cDNA's. (A) Hybridizations were performed in 23 ~1 with 0.3 mg of RNA at the highest C,t and 
different 'H-labeled cDNA's at the C,t values indicated. "P-labeled cDNArep was included as a standard. 
Symbols: cDNAsrc, x: cDNArep. O. A: cDNAenv. A: cDNAmyc, a. (B)  Hybridizations were performed as in 
(A) with 'H-labeled cDNA's and 10 ng of viral RNA at the highest C,t. "P-labeled cDNArep was included as a 
standard. Syrnbols: cDNhsrc, x: cDNArep. O. A; cDNAenv, A;  cDNXmyc. a. C,t,,, values on curves for env 
and rep have been rnarked by (+) symbols to indicate their similar experirnental value. (Cl Endogenous reverse 
transcriptase activity of OKlO QBS-defestive particles. Virions frorn 1 liter each of OKlO QBS and SR-RSV-E 
culture supematants were punfied separately as described in reference 15. Each point contained 0.053 kg of 
OKlO QB5 and 0.017 kg  of SR-RSV-E virion proteins. Incubation were performed for 2 h at 37°C in the presence 
of increasing concentrations of Nonidet P-40. Symbols: SR-RSV-E, O; OKlO QB5, a. 

was made in these cells (20); (ii) the 96% anneal- 
ing with cDNApol indicated the presence of 
most or al1 of the pal gene, although this nurnber 
rnay be an overestimation due to some gag 
sequences being present in this probe (see Table 
1); (iii) cDNAenv annealed only to 45%, indicat- 
ing that the env gene of OKlO was partially 
rnissing, or quite diverged (12), frorn its ALV 
homolog; (iv) the hornology of OKlO RNA in the 
c region was much higher than for MC29, (and 
also for MH2; unpublished data), 35% as tested 
by this method. 

We next tested the amount of OKlO RNA 
produced within the OKlO QB5 cells as well as 
in the culture fluid hawested from thern. Figure 
2A indicated about 330 copies of intracellu- 
lar viral RNA (CrtlIZ, 120 rno1.s liter-'), and the 
colinearity of the curves obtained with 
cDNArnyc and cDNAenv showed that these 
sequences were present in stoichiornetric 
amounts. Figure 2B showed a similar pattern for 
the virus produced in the culture fluid of these 
cells. Frorn the yield of RNA, we deduced a 
production of ca. 5 x 10' virions per ml. As 
reported previously (20), this virus was nonin- 
fectious and had no polyrnerase activity (Fig. 
2 0 .  

Proviral DNX of OKlO in the QB5 cells. Ac- 
cording to the ALV relatedness determined 
above for OKlO viral RNA,  we made the as- 
sumption that sorne of the EcoRI sites present in 

the DNA of several strains of RSVs and ALVs 
(25) (Fig. 1B) could be consewed in OK10. Our 
assurnption was correct (Fig. 3). The EcoRI 
pattern of digestion of OKlO QB5 cellular DNA 
yielded three fragments of 2.7, 1.6. and 0.8 
rnegadaltons (Md) hybridizing with cDNArep. 
These fragments were further analyzed by using 
DNA probes to the gag, pol, and env (3' or 5' 
part) genes, ptepared as descnbed in the legend 
to Fig. 1B, a s  well as cDNA5' and cDNAmyc, 
prepared as  descnbed by Friedrich et al. (8) and 
Sheiness e t  al. (26), respectively. These probes 
exhibited the expected specificities as docu- 
rnented by their hybndization with northern 
blots containing polyadenylated RNA extracted 
frorn chicken fibroblasts infected by Rous-asso- 
ciated virus-', ( U V - 2 )  and chicken erythro- 
blasts (HD3) transfomed by avian erythroblas- 
tosis virus (AEV) (Fig. 1C; 23). The gag probe 
did not hybndize to the RAV-2 or AEV subge- 
nornic RNAs. The pol probe contained probably 
about 160 bases related to gag (sequence data 
from D. Schwartz, R. Tizard, and W. Gilbert 
[personal communication], referred to through- 
out this paper), but did not hybridize with AEV 
RNA, which lacks these sequences (16, 27, 33). 
or to viral env sequences. The env 5' probe 
contained about 190 bases into the pol gene 
(sequence data cited) and did not hybridize with 
AEV RNA. unlikt: the env3' probe, which 
scored a different set of sequences. Finally, 
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rep . 5 gag ppl - .  

FIG. 3. ECGRI mapping of OKlO QBS proviral DNA. DNA from OKlO QB5 celis was isolated and digested 
by EcaRl as described in the text. DNA fragments separatcd by elcctrophoresis in a 0.8% horizontal agarose gel 
were hybridized to different )'P probes. The DNA fragments used as size markers were obtained by digestion 
with KpnI .  SsrI. and EcoRI of the clone containing the Suci DNA fragment of PR-RSV-A. The probes used are 
listed across the top. Yote that the band at 1.7 Md with the rep probe is different from the one seen at 3.1 Md with 
the 5' probe (*). 

cDNAmyc did not hybndize with the RNA of these experiments that the usual EcoRI sites of 
RAV-2-infected fibroblasts (Fig. ICI. RSVs and ALVs (Le.. Pr-C or Schmidt-Ruppin 

Using these probes with Southem blots con- strain [SR-A]) were conserved in OK10, includ- 
taining EcoRI digests of OKlO QB5 ce11 DNA. ing the one in the large terminal repeats (LTR). 
we reached the following conclusions (Fig. 3).  (i)  Of the two bands seen with cDNA5'. one has 
As expected, the 1.6-Md fragment hybndized been shown to represent the 5'-gug fragment of 
~ i i t h  cDNA5' and with the g a g  probe only, thus 1.6 Md. The other band at 3.2 Md, larger than 
representing probably the 5' part of the OKlO 2.7 Md, did not hybridize to any other viral 
genome. (ii) The 2.7-Md DNA fragment hybrid- probes and thus represented the 3' LTR frag- 
ized with the pol probe and DNAmyc but not ment extending into the cellular DNA. This 
with cDNA5' or  to the gag or  the two env indicated that the QB5 cells contained only one 
probes. This fragment thus appeared to repre- provims. The myc-containing band at high mo- 
sent the interna1 pan of the OKlO genome. This lecular weights represented the cellular equiva- 
indicated that the myc(o) sequences, if contigu- lent (c-myc) DNA since it did not hybndize to 
ous, had to be located next to the 3' part of pol any of the viral probes. 
or  within pol. Furthemore. that this fragment Heteroduplex mapping of OKlO RNA. The 
showed no hybndization with the two enit observations descnbed above favored the fol- 
probes indicated that it did not contain a signifi- lowing structure of OKlO viral RNA: 5'-gag- 
cant part of the env sequences at  the left of the (Apol-myc(o))-env3'-c-3'. Further investigations 
EcoRI site in the env gene of ALV. This is were undertaken. We built heteroduplexes be- 
compatible with the liquid hybridization value of  tween the OKlO viral 8.0-kb RNA and the 6.8-kb 
45% observed with OKlO RNA and 'H-labeled SstI DNA fragment of PR-RSV-A and analyzed 
cDNAenv (Fig. 2.4 and B; Table 1) (unless these the hybnds by electron microscopy. From se- 
sequences were so diverged that they were no quence data. the SstI (or SacI, isoenzyme) DNA 
longer detected under Southern blot conditions). fragment of PR-RSV-A lacks Ca. 250 bases at  the 
(iii) The 0.8-Md DNA fragment hybridized only 5' end of the genome, left of the gag gene, and 
with the env3' probe and thus represented the 3' contains the whole pol and env genes, but the c 
part of the viral DNA. The size of this fragment region is totally missing, as are the 5' and 3' 
coincided with the 3' EcoRI fragment observed large terminal repeats (Fig. 1B). We cietected in 
for an ALV (25) and indicated that this EcoRI the electron microscope only one type of hetero- 
site probably also was conserved in OKlO (un- duplex molecule. Al1 hybrids contained repro- 
less by coincidence the site was lost and a nzw ducibly a single large substitution loop flanked 
site appeared in its vicinity). We concluded from by two double-strrinded regions of 4.33 2 0.065 
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and 0.98 2 0.06 kb (Fig. 4). The two strands of not determine which of the strands was RNA). 
the loop were of similar sizes. 1.43 2 0.11 and These observations agreed with the results of 
1.55 2 0.07 kb, indicating that the inserted the Southern blots and with the size of OKlO 
sequences were comparable in length to the . RNA as well as with the 90% annealing of OKlO 
deletion of &V-related sequences (we could- .inRNA with cDNAmyc,- representing a corn- - - 

mean values 5 SD 
4.3320.065 Kb 143* 0.11 K b  0982 0.06Kb 

FIG. 4. Electron rnicrograph of OKlO RNA PR-RSV-A DNA heteroduplexes. One typical hybrid molecule 
(A) observed in the electron microscope was drawn on a transparency (B). In (C). we present the measurements 
made on 11 molecules ( n ) ,  using pklB9 as a length standard. Standard deviation = Z (variations from mean 
va1ue)ln. 
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plexity of 1.6 kb (26). Thus. the myc(o) sequence 
in OKlO appeared to be very similar to the 
corresponding myc(m) sequence in.MC29 (13). 
We next had to order the. two double-stranded 
stretches of 4.33 and 0.98 kb, deciding between 
the structures gag-Apol-myc(o)-henv and Agag- 
myc(o)-bol-Aenv. Since OKlO virus makes the 
Pr76 polyprotein (ZO), its gag gene must be 
complete and is expected from sequence data of 
RSV to arnount to 2.1 kb (sequence data cited 
above) minus the ca. 0.25 kb of missing se- 
qliences of thé Suci fragment i n  -the gr3 region. 
a total of ca. 1.85 kb. Such a size is incorn~atibie 
with the size of the srnali fragment. Thus, it had 
to be included with the pol sequences in the 4.3- 
kb double-stranded stretch. It followed that the 
0.98-kb segment had to correspond to the env 
sequences present in OK10, confirning the hy- 
bridization data that the 5' half of the env gene 
was rnissing. rather than the whole env gene 
being present but considerably rnismatched. 
Consistent with this interpretation was the fact 
that most molecules observed by electron rni- 
croscopy had a single-stranded tail of ca. 0.6 kb 
following the 0.98-kb region. which would be 
expected for the c-poly(A) stretch of the OKlO 
RNA. On the other end. the molecules also had 
single-stranded tails up to 0.25 kb that were 
likely to represent the viral RNA sequences at 
the 5' end of the OKlO genome and missing in 
the 6.8-kb Sst DNA fragment of Pr-RSV-A. The 
OKlO genome was thus consistent with the 
structure 3'-gag-pol-myc(o)-len~p-c-poly(A). 

We always observed a looplike structure of 

0.37 to 0.1 kb at the 5' end of the insertion- 
substitution loop. This observation was not 
studied funher, but couid indicate that the OKlO 
genome had a smaii deletion somewhere at the 
end of the pol gene. 

Subgewmic virai mRNA in 0 ~ 1 0  QBS-bans- - 

formed celis. Having detennined the organiza- 
tion of the OKlO genome, we next analyzed the 
strategy of viral expression in OK10-trans- 
formed cells. 

Poly(Af) QB5 ceii R N A  was fractionated by 
agarose gel electrophoresis and transferred to 
activated diazobenzyloxymethyl paper. The 
blots were then hybridized with different labeled 
probes. Two viral RNA species accurnulated in 
these ceUs (Fig. 5A). The genomic OKlO RNA 
of the expected 8.0-kb size 130) hybridized to the 
different 32P-labeled probes tested, cDNArep, 
cDNAS', and the gag and pol nick-translated 
fragments. as well as to cDNArnyc. 

Surpnsingly, a second myc-containing viral 
mRNA species was observed at 3.6 kb that 
hybndized with cDNArep and cDNA.5' (not 
with the gag or the pol probe) and strongly with 
cDNAmyc and the env probe (Fig. SA). Since 
we have shown that these cloned cells contained 
only one OKlO proviral DNA 1Fig. 3), the 3.6-kb 
species had the charactenstics of a spliced sub- 
genomic RNA of the possible structure 5' lead- 
er-rnyc(o)-env3'-c-poly(A). Indeed. our finding 
could correspond to an abnormal OKlO provirus 
in this clone that would have retained the prop- 
eny of transforming only fibroblasts. We thus 
performed sirnilar expenments with a chicken 

K b  R E P  5 '  G A G  POL M Y C  E N V  ~b R E P  5 '  G A G  POL M Y C  E N V S ' E N V J  

FIG. 5. Size a n d  genetic content  of myc(o)-containing mRNA's in OK10-transformed cells. Poly(A') RNAs 
were denatured by  glyoxal treatrnent. separated on agarose gels. transferred to  diazobenzyloxymethyl paper, 
a n d  hybridized with the "P probes DNAgag, DNApol. DNAenv3', and D N h e n v j '  were nick translated and a re  
described in the legend to Fig. 1. rRNX's frorn chicken fibroblasts and  frorn E. coli were used as  standard length 
markers. (A) OK10 Q B j  intracellular poly(A') RNA. Probes are listed across the top. iB) OKlO BM intracellular 
poly(A') RNA. 
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bone marrow ceil line (OKlO BM) obtained by in 
vivo tranformation with the original OKlO virus 

- (kindly provided by N. Oker Blom and L. Hort- 
ling). Although this ceU line produced infectious 

- virus (19), we observed again, with the 8.0-kb 
band and among other species that will be ana- 
lyzed further below, the other OK10-derived 

- mILYA species of 3.6 kb (Fig. 5B) that hybrid- 
ized as expected to the different probes used: to 
cDNXrep and cDNAS1, not to the gag or the pu1 
probe. to cDNAmyc, not to env.5'. and to env?'. 

Supergenomic m-WA iF- OKlO BM ceils. Al- 
though quite complicated. the pattern of viral 
transcripts (Fig. 5B) present in the OKlO BM 
ceils presented other interesting features besides 
the 8.0- and 3.6-RNAs just described. 

Two mRNA's indicated the presence of a 
helper virus in these cells. One species at 8.0 kb 
coincided with the OKlO genomic RNA and 
could be shown with the 3'~-labeled env.5' 
probe. although thesc sequences are absent from 
the OKlO genome. This helper produced, as 
expected. a subgenomic mRNA at 3.2 kb that 
reacted with cDNXrep. cDNAj', and not with 
the probes to the gag, pol, and myc sequences, 
but again with env.5' and env3', thus represent- 
ing probably the spliced env-mRNA (17). 

Two other viral species that contained mycto)- 

related sequences were also observed in these 
cells. An 11.0-kb band reacted to the same 
probes as the 8.0-kb OKlO RNA. Similarly, a 
7.0-kb species reacted with the same probes as 
the OKlO subgenomic 3.6-kb mRNA. Thus, 
these two bands were OKlO related but of 
abnormaily large size. We thus hypothesiied 
that they represented species that extend into 
the cellular DNA where they were modulated (at 
termination or initiation or both) by cellular 
signals. Despite this. the 7.0-kb species was 
apparently spliced. possibly from the 11.0-kb 
rnRNA. These data and hypotheses are summa- 
rized in Fig. 6. Altematively, these ceils could 
contain an additionai OK10-like provirus of larg- 
er  size. 

DISCUSSION 
Genetic structure of OK10. Although OKlO 

does not contain nucleotide sequences related to 
the src gene of RSVs (22). this virus, like al1 
known MC29-type vimses, can transform spe- 
cific hematopoietic target cells in vitro (2) as 
well as avian fibroblasts (9). Its ability to pro- 
duce a transforrned phenotype in these cells has 
been associated with the presence in its genome 
of a unique nucleotide sequence termed myc(o) 
(22). This sequence has its counterpart in normal 
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FIG. 6 .  Transcription and processing of OKlO rnRNA's. This mode1 has been buiit to explain the results 
obtained and presented in Fig. S. favoring the 3' cellular-extended 11.0-kb RNA species in OKlO cells. Pt. 
Putative transcription prornoter and termination signals. The I l -kb supertnnscnpt could as well extend 
upstrearn o r  at both ends of the OKlO provims. 
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ce11 DNA (22) and is unrelated to any known 
RSVIALV genes (30). Our studies showed that 
the OKlO myc(o) allele of the putative rnyc- 
transforming gene fomed a continuous stretch 
of 1-.43 to 1.55 2 0.07 kb in the 8.0-kb-long OKlO 
genomic RNA extracted from defective viral 
particles produced by OKlO QB5 cells. The 
myc(o) sequence is flanked by sequences that 
are isogenic to part or ali of the gag, pol, and env 
genes of ALVs. 

The gag gene is hl ly represented in OKlO 
genomic RNA. This finding fits with the fact that 
OK10-defective viral particles containing the 
gag gene products p27, p19, and pl5ipl2 (20) are 
produced by OKlO QB5 cells. The pol gene is 
deleted by about 0.5 kb at the 3' end, and that 
could explain why no polymerase activity could 
be detected in OKlO QB5-defective viral parti- 
cles (Fig. 2C). The env gene is deleted by Ca. 0.9 
kb at the 5' end. and again this finding has been 
corroborated by the absence of any detectable 
env gene-related proteins in OK10 QBS-defec- 
tive particles (20). Moreover. in OKlO QB5 
cells, two proteins were identified. the OKlO 
76K. antigenically related t3 the gcly gene. and 
the OKlO 200K. antigenically related to the gag 
and pol genes but not to the env gene product 
(20). Tryptic peptide mapping showed that the 
OKlO 76K protein was almost indistinguishable 
from the gag gene product Pr-6S"%f an ALV 
and that the OKlO 2OOK polyprotein contained 
al1 but one methionine tryptic peptide of 
Prl8WJCP"', the missing peptide being a pol 
peptide (20). In short, the genetic structure of 
OKlO as probed by hybridizarion and heterodu- 
plex mapping, i.e. 5'-gag-Lpol-myc(o)-Aenkr-c- 
poly (A), is compatible with dererminations by 
T l  fingerprinting (5) and with immunological 
analyses of the OK10-coded proteins present in 
OKlO QB5 cells and the OKlO QB5-defective 
particles. We have no clear explanation for the 
presence of the 0.37-kb looplike structure at the 
5' end of the deletion-substitution loop observed 
reproducibly in the heteroduplzxes studied: it 
could represent an additional deletion in the 
OKlO genome, probably near the end of the pol 
gene. The OKlO 200K polyprotein covers the 
total OKlO gag-Apol-myc(o) coding capacity 
(ca. 6.2 kb) and has been descnbed as a fusion 
product between the OKlO gag and pol gene- 
coded polypeptides and the myc(o) cellular in- 
formation. Similarly nonproducer quai1 fibro- 
blasts transformed by the other MC29-related 
defective leukemia viruses MH3 and CM11 also 
contain gag-related polyproteins which were 
shown to be fusion products of the gag gene- 
coded polypeptides and possibiy the rnyc cellu- 
lar denved information (4, 11. 14). Therefore, 
the oncogenic potential of blC39-related viruses 
might be expressed through gag-rnyc or gag- 

Apol-myc proteins translated from genome-size 
mRYA's. 

Subgenomic &VA of OK10. It must be point- 
ed out that, in the case of OK10, the amount of 
200K polyprotein observed is very low and 

- similar to the precursor of the polymerase 
1 8 P B  @ polyprotein observed in ALV-infected 
cells. This is about 20 to 50 times less abundant 
than the gag-one fusion protein in MC29- or 
CMII-infected cells. although the OKlO virus is, 
like MC19 or CMII. acutely transforming and 
similar to that of MC29. We raise here the 
possibility that the OK10-transforming protein 
could be made in another way. The 3.6-kb 
subgenomic mRNA observed in abundance in 
the OK10-transformed cells studied represents a 
candidate of choice for such a function with its 
structure 5'-myc(o)-lenv-c-poly(A) where the 
ALV-related sequences represent, at most, ca. 
2.2 kb (see Results). Thus. this RNA is likely to 
contain 3.6 minus 2.2 = 1.1 kb of myc(o), which 
represents most or al1 of the myc(o) of OK10. 
The interesting implication of these experiments 
is that they allow us to think that a given single 
transforming gene information could be translat- 
ed in a gag-onc fusion protein (in MC29) as well 
as in a non-gag protein (in OKlO), the important 
feature for transformation being, then, the effi- 
cient translation of the active gene in the correct 
phase no matter by which strategy of mRNA 
expression. Alternatively. the 3.6-kb RNA only 
would code for a competent transforming pro- 
tein in OKlO virus. the P2OO polypeptide being 
inactive because of an early termination or an 
incorrect frame. The latter possibility is less 
likely, since one methionine-containing tryptic 
peptide related to the MC29 Pl10 polyprotein in 
the rnyc region has been found for OKlO P200 
(20). The structure of the 3.6-kb spliced mRNA 
will have to be determined more precisely to  
determine how the splice occurs. If indeed the 
myc(o) sequence is next to the 5' leader, it must 
contain a splice acceptor site compatible with 
the donor site at the 5' end of the viral RNA. 
Another possibility is that the splice signai of the 
env gene is still conserved and used and that the 
insertion-deletion occurred al1 within the env 
gene. The structure of this mRNA would then be 
5' leader-5'-env splice acceptor site-myc(o)- 
env3'-c-poly(A). Such a possibility would then 
also explain the small loop observed at the pol- 
env junction in the heteroduplex shown in Fig. 4. 
The loop would represent the DNA correspond- 
ing to the 3'-end pol deletion of OKlO and would 
be followed by a small double-stranded stretch 
corresponding to the 5' end of env, presumably 
then conserved in OKlO and located at the 5' 
side of the rnyc insertion but too small to anneal 
with our env5' probe. This hypothesis remains 
to be documented further. 
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In conclusion, OKlO virus presents at l e s t  
two interesting features compared with MC29. 
(i) It is produced as a noninfectious form without 
helper in the culture fluid of nonproducer ceils. 
(ii) It produces in fibroblasts, butalso in in vivo ,- 

transfonned myeloid ceils (19), a subgenomic 
spliced mRNA containing most or al1 of the 

. 

myc(o) sequences. Its putative transforming pro- 
tein could thus be a non-gag polypeptide rather 
than a gag-myc fusion protein as in MC29.. 
Preliminary findings (S. Saule, M. B. Raes, C. 
Lagrou, and D. Stehelin. unpublished data) indi- 
cate that MHz-transformed cells also contain a 
sübgcnomic mRNA species that hybndizes with 
cDNAmyc. 
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The four  viai il defective leukemia retrovimses (DLVS) 
51C29, ChlII. MHz and OKlO nll transform primarily 
macrophages in an in virro bone rnarrow transformation 
assay. and contain specific nucleotide sequences closely 
related to the r p c  gene of iCtC29. These viruses were thoubht 
to express their oncogenic potential through a gag-mye fusion 
polyprotein. since fusion polyproteins were found in al1 tested 
cells transformed by blC29. W'e show here that >II32 virus 
does not conform to this model. ti'hereas 51C19 produces 
only one m R S A  detectnble by RSA blotting in productively 
transformed cells. we reported recently that 0K10 induced 
the synthesis of two rrpc-containing mRN.As. the smnller 
specirs bcing a spliced mR3.A and a possible candidate for a 
transforming protein lacking gag determinants. However. the 
studies with OK10 were ambiguous because this virus produc- 
ed also. in infected cells, n fusion protein containino, gag, p01 
and t?ryc determinants. ti'e have therefore investipted the 
tr~nsçription pattern of the hbo other memberj of this group 
of viruses. narnely CM11 and hlHI. Our results show that 
Ch111 resemhles hIC20 whereas hIH1 produces. % 001(10. 
t t ~ o  mKSAs containinu, nryc-relatcd sequences. However, 
unlike 0K10, the h1HI fusion protein of 100 kd described 
pre\ iousl? cannot contain t71~c deterrninants and thus is likely 
to produce from its subgenc)mic m R \ h  a ï-myc protein- 
lacking gag deterrninants. tVe thus conclude thai the product 
of the v-tn,rc oncogene is transforming with (hlC29) or 
without (31HI) its fusion to gag determinnnts and thnt the 
multiple oncogenic spectrum is not basically nffected since 
X1HI and 31C29 both transform macrophages, fibroblasts 
and epithelid cells. 
h'es ~~.orcl.s: h~~bridizations/'myel~cytomatosis vinises/Nor- 
thern,'trrinscriptiorii/oricogene 

Intrcidiiction 
The group of niyelocytomatosis viruses belongs to the 

nvian defective leukemia retroviruses (DLL's) (Graf and 
Beug. 1978). Four independenc isolates, called hIC29, ChIII, 
0 K l O  and XIH7 coritriin a similar transforrning gene, V-mjc, 
nt' ~cllitl:ir origin (~ . -n l~c ) ,  most likely deri~ed frorn the 
~ f i i i k e ~ l  (Rou\scl Cr al., 1979; Siieiness and Bishop, 1979; 
Siclieiiri er ol., 19SO) and transduced by these viruses as a 
r C i i i l [  of insution-deletion events at the espense of virai struc- 
tur~il ge1it.s. Due to their genetic rearrangernents these viruses 
are defective for replication and need. in order to propagate, 
the presence of an avian leukosis helper virus (ALV) contain- 
in- the genes for the three replicative fiinctions: gag (capsid 
prntei~is), pol (reverse transcriptase) and enIV (rcquired for 
viriori infectivity). 
'To \ \ l i ~ ) r ~ i  rcpriiir rsqtir.\r\ shoiilil bc \cri[. 

The in vitro transforming propenies of the myelocytei 
matosis viruses are similar, as expected, since they carry a 
similar oncogene (Graf and Stehelin, 1982): aii of them 
transform fresh chicken bone marrow to yie!d macrophage- 
like transformed cells and also transform fibroblasts in 
culture (Graf and Beug, 1978). In vivo. the pathogenicity of 
these viruses is complex. OKlO and MH2 seem to have a 
slightly different oncogenic spectrum from that of MC29 and 
CblII; bIC19 and Ch111 induce myelocyomatosis (Loliger 
and Shubert, 1966; Alexander er al., 1979) whereas OK10 and 
blH2 have not been shown to do so (Graf and Beuj, 1978; 
Linial, 1982). In addition, the induction of sarcomas and car- 
cinomas has been reported for PvIC29, b1HZ and OKlO 
(bIoscovici er al., 1977; Graf and Beug, 1978). 

ÎvlC29 expresses its oncogenic potential through a fusion 
protein (p110) containino, both gag and rnyc determinants 
(Bister er al., 1977; Hayrnan er al., 1979; Ramsay and 
Hayman, 1980) which has DSX-binding properties (Donne: 
er al., 1982; Abrams et al., 1982). That this protein ii 
associated with transformation was indicated by the isolation 
of MC29 mutants with altered transforrning abilicies and fu- 
sion proteins altered in their rnyc determinants (Ramsay ei 
al., 1980). An ;LIHI fusion protein of 100 kd with gag deter. 
minants was also described by Hu er al. (1978) although, im. 
portantly, no myc determinants were demonstrated. Sinc: 
CI\.III and 0 x 1 0  virus were subsequently shown to expres! 
gag-mvc fusion proteins (of 90 kd, Hayman et al., 1979 anc 
200 kd, Ramsay and Hayman, 1980, respectively), it becam< 
generally accepted th2.t the viral myc oncogene \.vas always ex 
pressed as a gag-mjc fusion protein (Bister and Duesberg 
1980; Coffin er al., 1981). Sorne authors even proposed tha 
transformation W ~ S  due to the fusion of v-myc with ga; 
deterrninants (Bister and Duesberg, 1980). As a result of thesi 
data, hIH2 has been said to code for such a protein (Bisce 
and Duesberg, 1980; Coffin er al., 198 1 ; Bishop and Varmus 
1982) although no single direct experiment supponed th 
staternent and despite sorne indirect evidence against it (Xe 
et al., 1981; Linial, 1982; Ramsay er al., 1981). Recentl? 
Chiswell er al. (1981) and Saule er al. (1982) showed tha 
OKlO produced, in infected cells, a spliced subgenorni 

Doeste rnRNA conraining tn-vc, but no gag sequences. This su,, 
that a rnyc protein lacking gag determinants, could be invoh 
ed in the process of transformation as an alternative agent t 
the already decribed p2OO. Unfortunately, the 0K10 syster 
proved to be too cornplex to provide a clear answer. We  th^ 
decided to re-csarnine the virus h1HZ for tvhich no nryc detei 
rninants had been demonstrated in the plOO fusion proteir 
since i t  \vas possible thrit the myc product \vas made frorn 
spliced rnRSX with no gag deterrninants. The resul 
presented here indeed support this hypothesis. 

The availability of four independent isolates of my 
containing viruses provides a unique opportunity to exploi 
this controversial subject. This paper is the first to concluc 
unambiguously that one of these viruses, hilH2, rnakes a su1 
genomic mRNX containing al1 the myc information, that tt 
correspondinj product cannot be a fusion protein and th 
this different pattern of  expression does not drastical 



modify the trmsformation spectrum of ;LIHI virus cornpared 
with the other members of this family. 

Generic conrenr and rranscrrprion parrern of ,WH2 and CiiilII 
Using 32P-labelled probes, we investigated the genome 

structure and the transcription pattern of MHz. We also 
studied ChlII, for which a possible subgenornic RNA has not 
been formally ruled out so far. Total polyadenyiated cellular 
RNXs from non-producer quai1 cel!s transformed by bIH2 
(clone hIH1 QB?) or ChIII (clone Ch111 QAl, Graf et al., 
k977:. as ~ e l l  as bIC99 (clone MC29 OS, Biuter et ai., 1977) 
for cornparison, \\as analyzed by gel electrophoresis and blot- 
ting onto diazobenzylo«ymethyl (DBX1) paper. The blots 
nere hybridized using nick-translated "P-labelled probes 
(Rigby et al., 1977) from the genes gag, pol and env 
(3 '  or 5 '  region), prepared as described (Saule el al., 1982) 
(Figure 1). or utilizing: cDrVA5' (Friedrich et al., 1977) 
cDrV.4rn.v~ (Sheiness er al., 1975) and cDN-lrep (represen- 
tatice of ALV RNA, Saule er al., 1981). 

The results are shown in Figure 2. Using cD1VAj ', three 
mR'IAs uere detected in the h1C19 non-producer (NP) cells 
(.A). The srnallest species (0.9 kb) hybridized only with 
cDC'.-tS' and thus mal; be of cellular origin [long terminal 
rspsat (LTR) promotion of an unkno\\n ce!lular sequence]. 
Sirnilar data Lcere pre\iousl> reported for ltrnphoid cells 
transformed rn v i ~ o  by an ALV (Payne er ai., 1981; Neel et 
ai., 1981). as uell as for rnarnrnalian cells transformed by B77 
XSV (Bishop er al., 1980). In agreement \\ith the data 
reported in Stehelin er al., 1980, no pol or envj '  sequences 
\\e:e detected, \\ hile the rep, gag, n7.v~ and env3 ' probes 
rezognized two main large RNA species of -5.5 kb, closely 
rslcited in size (a third band \\as seen, for \\hich we h a ~ e  no 
r\plrinntion). As shomn in Figure 'B, h~bridization with the 
rep and niyc probes of polyadentlated R h  As found in 
uncloned chickcn fibroblasts transforrned by hlC29 (RAV2) 
re\ eciled the normal genomic RNA of hIC-9 to be the smaller 
\ira1 specia of the doublet obsened in QS NP cells. The MC29 
related supergenornic RNA may be, therefore, interpreted as 
a rad-through product of viral transcription into the host 
DS.A, or, alternaticely, as an upstream initiation of the viral 

transcript in the adjacent cellular DNA. Confirrning previous 
reports (Sheiness er al., 1981). no subgenomic viral RNA was 
found in MC29 transformed cells. 

ChIII displayed the same basic pattern of transcription, 
with minor differences. The cDIVAjl probe was able to 
reveal two R N A  (Figure ZC), which again may be interpreted 
as a genomic RNA species of 5.8 kb, also found in ChIII 
(MV2)  rnass-transformed chicken fibroblasts with a mye 
probe (Figure 2D), and a read-through transcnpt of 
supergenomic size. The two RNAs hybridized not only with 
both rep and mye probes, but also with a p01 probe (Figure 
2C) confirming previous data (Bister and Duesberg, 1980) ob- 
tained by T l  fingerprinting. As can be calculated frorn the 
nucleotide sequence, our pol probe contained 160 bp related 
to the 3'  part of the gag gene but, as previously reponed by 
Hayman er al. (1979), the ChIII virus does not contain this 
region and therefore the hybridization seen in Figure 2C was 
not due to a trivial contamination of our pol probe. ChIII 
also hybridized to both env5 ' and env3 ' probes, confirming 
the presence of extensive env-related sequences, in com- 
parison with MC29 (Stehelin et al., 1980). 
IW prodttces a subgenomic mR.W.4 

In contrast to CMII, the hIH1 QBZ non-producer clone 
showed a subgenomic mRNX transcript. The cDNAj'  
revealed three mRNA species, the srnallest of which (2.8 kb) 
hybridized with a rnyc probe but not with gag (Figure 2E) or 
with pol or envj ' probes (Figure 3). This new species must 
thus represent a subgenomic RNA, spliced from the 5.5-kb 

Sac l Sac l 
ECoR l 

1 A 
Qag Pol e n v  

nick translat ion of f r a g m e n t s  I B- ONA& 
C- DNAenv5 
D- -DNAenV3. 

Fis. 1. Preparation of nick-translated probes. Nick-translated probes were 
prepared from fragments A, B. C and D isolated by agarose gel electro- 
phoresis after suitable restriction cleavages of the Sucl DNX fragment of 
PR-RSV-A. 

Fi:. 2. Sire and gcnetic content of rn~c-containinc rnR5.A in SIC29. CM11 and XIH2-transfornied cells. Polyadenylatcd RNXs were dcnatured by glyoxal 
rrr.irnient, separriied on agarose gels. transfcrred to DBZl p a v r  and hybridized with the "P probes listed açross the top. The differcnt cell RNAS t ~ s t e d  were 
I'roni: ($4) a non-prtxlucer qiiail fibroblait clonc.. SIC29 QS; (il) hIC29 (RAVZ) mass in f r s td  chicken fibroblasts; (C) a non-producer quail f ibroblst  clone. 
C\IIl Q:\l: (1)) ChIII fRXV2) mas, infectcd chickeri ficrobl~s.;is: (E) A non-produccr quail fibrobla~t clone. hIH2 QBI. Symbols are: ) sizcs o f  ALV relatd 
t i r ~ l  produc.rs; -+ribu\onial IRS a i ~ d  ISS rnarAcr\; - ï i r :~  of DLV-related viral and cellular products. 
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hIH2 henornic transcript. Again. the presence o i  a super- 
genornic RNA hybridizing like the genornic RNA with al1 the 
probes in Figure I E  could be interpreted as a product of read- 
through of the h I H I  provirus. 
The .CIH,S (RA V3) crrirrrre conrain several vinses 

Since the QB2 clone was derived from a single bIH2- 
transformed quai1 tïbroblast, we considered the possibility 
that a p ~ u l i a r  transcription process, yielding a subgenornic 
RNA, occurred in this particular clone. We, therefore, 
prepared polyadenylated RNXs from hIH2 (RAV3) mass in- 
fected chicken fibroblasts (the supernatant of which had been 
used ro clone thr 41H2 virus in the Q B I  cells) and analysed it 
as described above. Figure 3 shoivs the quite cornpiex 
hybridization pattern obtained with cDIL'Aj ' and cDlVAtnyc, 
on agarose-fractionated polyadenylated RNA from bIH2 
(RXV3) chicken fibroblasts as cornpared with that from hIH2 
QB2 quail cell clone. h lH2 (RXV3) cells contained as many as 
five mRNA species hybridizing with cD1VAj '. The 8-kb and 
3.2-kb RNAs, which did no[ hybridize with cDNAmyc, 
represented the RAV3 helper transcription products (Lee et 
ai., 1979). The Iargest RYA found (9.0 kb) \vas unlikely to 
represent a supergenomic species resulring from read-through 
since such a species would not appear in a rnass culture infec- 
tiori, the 9roviral integrarion occurring probably at many sites 
(i'rirrnus zr ui., 1951). Therefore, u.e favoured the hypothesis 
that this 9.0-kb RN.\ hybridizing ivith CD.%-lj ', rep, poi and 
eni.5 ' probes. but not ivith the t?pc probe, nor \vith cDlVrlsic 
(S. Saule. unpublished data) represented a new recombinant 
virai RNA, the characterization of ivhich is notv in progress. 
Tivo other bands \vere resolved \vith cD:C;tjl at  5.8 kb and 
2.3 kb. The 2.8-kb RNA also hybridized with cD:V,-it?yc and 
tlius probably represented the spliced subgenornic mRNA 
found in the non-producer hIH2 QB2 cells. The 5.8-kb R N 4  
hybridized iveakiy \vitIl cD.C',-lt?l~c and \sas larger than the 
genornic hIH2 RiIA (5.5 kb) expresscd in the non-producer 
clorle. Surprisingly this RNA hybridized ivith PO/ and env5' 
probes (Figure 3) and  so it  rnay represent an abundant hIH2 
genorne RNA variant different frorn the one cloned in the 
non-producer cells MHz QB2. The facr that the blH2 
subgenornic RNA had the sarne size (2.8 kb) in both cases, 
and chat no  hybridization \vas found ivith an envj ' probe for 
the bIH? (RAV3) subgenornic RNA, allowed us to  locate 
the t?i-vc seqiience within the 3'-terminal region of the hIH7 
t i r u s .  T h o  size of this R N A  sugts ted  thrit it  contained prob- 
ably al1 o f  the hIH2 ~ N J C  sequence. 

, M H  Z(RAV3L M H  Z(RAV3I MHz O B 2  
M H Z Q B Z  , 

' L I  

Fi:. 3. Sile a r ~ d  gs~ictic C O I I I ~ I ~ I  of viru\-iodcd niRh.-\> in ZlH2- 
Ir:irit;>rriicd ceIl\. t'olh(.-\) ' UN,\ rre:itcd zs in Figure 2 uere hybridized 
i \ i r l i  tlic probes 1ibic.d acruih tlic top. Cclluhr RN,-\, used \wrc froni: h l H l  
(R:\V3) traii\forriisd cliichcn fibroblarï and hIH2 QI32 noti-prodiicer quail 
l ïbrobl~\t \ .  Syriiholh Lire: b i i r c \  of ALV-rclattd viral prodiic!~: + 
riho\oriial ISS aiid ISS iii:irhcri. Tlic ntiriibcr, indiirited \i/c niarhers in 
Ah: - si117 01' Dl.V-rsI;i~sd viral pr~)C[~ic[\. 

~LIolecular cloning of iW QB2 provins confirms the 3 ' ' 
location of v-myc 

The structure proposed for >[HZ from RNA analyses was 
confirmed at the DNX level, by the rnolecular cloning of the 
proviral DNA from hIH2 QBI  cells. h gene library was con- 
structed by inserting a partial ,llboI digest of hIH2 QB2 DNA , 
into the BamHI site of X phage LG. The library was screened 
for plaques hybridizing with both rnyc and rep probes. A 1 
typical phage, X hIH2 Q I  was shown to contain the complete 
hIH2 QB? provirus, and restriction analyses by Southem 
blotting with different labelled probes allowed the construc- 
tion of the restriction map presented in Figure 4. The  myc 1 
gene in phage X hIH2 Q I  rnapped, as expected from the RNA 
studies, at the 3 '  end of the genorne, to the right o f  the , 
- 1.6 kbp of the as yet uncharac:erized sequences. Derails of 
the rnolecular cloning and properties of this phage will be 
described eisewhere (J .Col1 er al., in preparation). 

Discussion 
Our results indicate that CXIII resembles closely hIC29, 

producing only one genome size RNA in infected cells. These 
two viruses have very similar transforrning properties. 

In contrast to CXIII and hIC29, hIH2 presents an  interest- 
ing feature. blass cultured hIHI  infected cells produce a sub- 
genornic spliced RNA species of 2.8 kb containing 5 '  and 
t7l.v~ nucleotide sequences. A transfornied, single quai1 ceIl 
clone (QB?) that contains a variant of h lH2 lacking pol and  
env sequences replaced by as yet unknown sequences also 
produces the 2.8-kb, spliced myc-containing RNA. T h e  
mokcular cloning of hIH2 proviral DNA from this quai1 ceIl 
clone confirms the location of the myc gene in the 3 '  region 
of the genome (Figure J), to the right of the yet unidentified 
X sequences found in this variant. Thus, the rnyc gene in 
XlH2 can be located at  the 3 '  end of the viral genorne after 
env sequences in the case of XIH2 RAV3 (Figure 5 )  or  after 
the X sequences in the variant (Figures 4 and 5). This localiza- 
tion is not compatible with the production by XIHI of a p l00  
fusion protein (Hu er al., 1978) containing gag and rnyc deter- 
minants that has been proposed in the literature (Bister and  

Fig. 4. Rc\irictii~ri niap of  l I H 2  QU2 prociral DN;\ iii X pliage ZIH2 Q I .  
Tlis rc\iriction niap of X pli:ice \ l H l  QI \\a\ estahlihhcd ubing sc\eral 
endoniiclr.:ihcs. Tlic II+' and S scquencc5 uerc loc:ited b> Soiithern blot- 
ring anal!scs uirli spcvil'ic Iabcl1r.d probes. For coiiiparison. the lintarizrd 
tiral UN:\ of hIC29 is indicarcd (froiii Venn5trorii rr al.. 1YYI). Restriction 
eiidonuilense indicated are: H: Hiridll: K: h'ptrl; E:EcoRI; Sc: Sucl; B: 
ButttHI; S h :  ,Ylrol; Sp: SpliI: C: Clul (': site rncthylarcd in dam' hosr 
bricteriai: Pv: f i i r l l ;  SI: Sun: Sb:  SDul. Norc th:ir the Y - t t v  scquenca are 
no1 identical in the t\co viriizec. sincc the resrriction sitcs Splil in XIC29 
alid ,YIioI in ZlHl QI DNX art: no1 prficiii iii i\ic DSr\ of rhe other virus. 
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Fig. 5.  Transcription and processing of the four rrr~c-containing viruses. ' This mode1 has bern drann to accounr for thc results obtained for SIH2 
(R.4V3) (3) and blH2 QB3 or its molecular clone (b)  and presented in 
Fisures 1, 3 and 4. For comparison, the genomes of lIC29. CXIII and 
OKIO viruses are also indicated. 

Duesber;, 1980; Bishop and Varmus, 1981) but never demon- 
strated. In fact, we suggest that the p l 0  protein of  hlH2 
lacks tnyc determinants since the size of pl00 ( - 3  kb of  
coding RYX) cannot extend into the mjc region located at 
the 3 '  end of  the - 6 kb long viral genome (see Figures 4 and 
5 ) .  Our finding explains the following recent observations: 
pl00 \vas shown to contain both gag and pol determinants 
(Neil et al., 1981); the extent to which MC29 plOO and hIH2 
pl00 differed was unexpected when they were analyzed by 
peptide mapping (Neil er al., 1981); myc-specific phospho- 
threonine arnino acids, essential for transformation, as shown 
for bIC29, have not been reported in the MHz pl00 (Ramsay 
et al., 1982); the isolation of  a hlH2 mutant still transforming 
that lacked the p l 0  protein (Linial, 1982). We conclude, 
therefore, that pl00 cannot be a myc-transforming protein. 
Rather, the trr-vc gene may yield a non-gag protein that has so 
far not bren detected because of the lack of n-c-specific anti- 
sera. 

In this respect, hIH7 resembles 0x10  which also produces 
a t??yc-containin$ subgenomic RNA in infected cells (Chiswell 
er al., 19s 1 ; Saule et al., 1982), that could code for a non-gag, 
t?pc-containing transforming protein. However, in such cells, 
OKlO also produces a srnall amount of a 100-kd protein that 
is a fusion polypeptide with gag, pol and mye determinants 
(Rarnsay and Hayman, 1980). The possibility that this large 
fusiori protein is involved in transformation by OK10 has not 
bccn rulcd out. In contrast, this possibilty does not esist for 
hlH1. I t  follo\vs t hx  two distinct patterns in the processing of 

0 retro- t11jc sequences are found among the n1.v~-containin, 
viruses: a gag-trryc fusion protein in iLlC29 and ChlII; a 
putative non-gag-transforrning protein in hIHl  and probably 
also in OK10. How the two different processing patterns 
relate to the different biological properties of these viruses is 
now of prime interest. LVhereas al1 four viruses transform 
macrophages and fibroblasts in culture, h lHl  and 0K10 ap- 

pear. in vivo, to exhibit a slightly different oncogenic spec- 
trum to those of MC29 and ChIII [Le.. the latter two viruses 
but not the former pair induce rnyelocytornatosis (Graf and 
Beug, 1975)l. Such pathology studies were often perforrned 
with uncharactenzed virus stocks that hampered rigorous 
comparisons and should now be repeated using molecularly 
cloned isolates. 

Finally, Our experiments have shown that the blH2 viral 
stock contained a variant virus present in the bIH2 QB2 ceIl 
clone. On the basis of the hybridization results, it is not possi- 
ble to explain the size of the senome RNA (5.5 kb) without 
admitting the existence of an as yet unidentified, helper-virus 
unrelated, nucleotide sequence (XI of - 1.6 kbp, the presence 
of which is confirmed by m o l ~ u l a r  cloning (X phage blH2 
QI) of this variant. This sequence could have originated from 
cellular DNh and could represent an independent second in- 
sertion of genecic material within the viral genome. The possi- 
ble contribution of this sequence to the transforming proper- 
ties and oncogenic spectrum of this new viral isolate remains 
to be examined and will require site mutagenesis in the X or 
myc domains. 

hinterinis and rnethods 
Ceils. ririses and doned DIVA frugrrrenrs 

The cell lines. Cl111 Q.41. and the \irassr SIC29 R4V2 and CXllI RAV2 
were obtained through the courtes- of T. Graf and H. Beug. The cell line 
&ICI9 Q8 \vas obtained from K. Bisre: and the bIH2 U V 3  tibroblasrs were 
kindly provided by C. &loscovici through L. Gauolo. The non-producer 
hIH2 QB2 quail fibroblast clone was ataolished in Our laboratory according 
to Hu er al. (1978) after infection of quai1 fibroblasts by bIH2 (RAV3) virus nt 
low multiplicity and subsequent selecion in agar. All non-producer clones 
dessribed released infccrious. chicken ernbryo fibroblasts transforming virus 
upon rescue with a helper virus. 

The Sucl 6.8-kb fragment of PR-RSV-X DNX inserted in a Charon 16X 
phage was a gift of J. Taylor. This fragment cucised by Srrl, an iso-me of 
Sucl, was puriiied by agarose gel e1ec:rophoreis and eut by EcoRI and KpnI 
in order to prepare spscific fragments for gag5 ' (Sucl-EcoR1); pol (EcoRI- 
KpnI); envj ' (A'pnl-EcoRI) and env3 ' (EcoRI-Sucl) (see Figure 1). These 
fragments were purified twicc by elec:rophoresis in 0.8Vo agarose sels before 
labelling by nick-translation (New-England Nuclear). 

Prepararion of "P-specfic cDIVA probes 
The preparation and characterizarion of al1 probes was extensively describ- 

ed in Saule rr al. (1982). The cDNAtr~vc synthesized in the exogenous reaction 
(Taylor er d.. 1976). using 50 - 70s RSX viral ternplates (MC29 RXVZ) and 
purified avian myeloblastosis virus polyrnerase. was selected as described by 
Sheiness et al. (1978). Representati\e cDYA (cDNArep) from RAV2 was 
prepared according to Saule er al. (1982). Strong stop cDNA (cDiVA5 ') was 
prepared according to Friedrich er 01. (1977). 

Agurosr gel elecrropfroresis of pol~l.4)-conraininy cellular R'VAs 
Poly(A)-sontaini~ig cellular RN.& were prcpared as described (Verma. 

1978). RN.4 sarnpl~i, \vere subsequently denatured by glyosal/dimethyl 
sulfoxide treatment (SlcXlnsier and Carmichacl, 1977) and subrnitted to elcs- 
trophoresis in lro agarose horizontal gels. submerged in phosphate 0.01 XI 
buffcr. pH 6.8. 

Sire separatcd RSXs \rere trarisferred to DBk1 paper, prepared as describ- 
ed by hluinc er ul. (19-7). Tlic blots uere hybridized with 3ZP-labellrd DNA 
(or cDN.4) probes as describeci (Sauls er al.. 1982) washed, and submitted to 
autoradiograpliy. \\'ticil reliybridizririon of ttie sarne blot was performed, the 
DBh1 papcr \\a\ cicti)hridired uith 'Xro forniarnidc in EOTh hl for I h 
at 80°C. uashed and procebsed as pre\ioubly dacribed. 

Cluning of .\lH.? ( Q B l  proiiral D:\.4 
DNA \VLS extractcd front &1H2 (QE2) cells and subjcred to a partial 

clca~agc ~ \ i th  the rnrriction endonucle3se 61t1oi. Fragments of 15 -10 kbp in 
size were selected by agarosc gcl elecrrophoresis and inserred into the BaniHI 
sire of h phage L47 by ligation to agarose gel selected phage arms. The 
chirneric DNA \vas packagcd irr vifro into A phage capsids. The resulting gene 
library ( I O 6  plaque forniing units) was screened \rith a rep and rnyc probe as 
dcscribed by Benton and Davis (1977) and double-positive plaques were 
purificd and amplilied. h typic~l phage. A XIH2 QI. containrd the somplere 
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LIH2 DNA within - 14 kbp of cell DNA, and was used for ra tna ion  map- 
ping analyses and Southern blotting (Southern. 1975). 

Wc thank T. Graf and H. Beuy for having provided us wirh the ceil l ina  
0 x 1 0  QBS. Ch111 QAI. K. Bister for the \IC29 48 cclls. J.N. Bishop for the 
SIC29 plasrnid, A. Gegonne for help in making the DNA gene library. 
A. B q u e  for e.xcel1ent technical assistance. S. Devassine for parient typing 
and C. Dissous for helpful discussion. This work was suporteci by the 
INSER,L1 (CRL 79.5.054.: and 802.036). CNRS (AI, E U  3) and the In- 
stitut Pa teur  de Lille. 
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IVe have previously isolated. from wild-type MHz virus that contains the two oncogenes mil and myc, 
' 

mutants defective in one or the other oncogene product. Ive report here the molecular cloning and extensive 
i characterization of J l H l  CL15 provirus lacking the Y-mil oncogene. Our  results indicate that this virus 

corresponds to the propagation of the 2.8-kilobase subgenomic RNA of SIH21. 

1 
The  avian retrovirus 5lill-Hiil 2 (SlH2) is a replication- through nick translation reac:ions (10) (.Amersharn nick 

defec:ive retrovirus that induces liver and kidney carcino- translation kit) in the presenc: of ["PldCTp according t o  the 
mas  in fo1.c.l and transiorms tibrobiasts. macrophages. supplier's instructions. By use of LTR and myc probes, two 

, chondroblasts. and ne~irore!ina ;c!ls in culture (1. 2, 7). The lambda phages were isoiated. puriiîed. and arnplified. Frorn 
Senorne of 1 1 3 2  contains t u o  ce!I-derived oncogenes: v- one of  these phages. lambda 41H2 CL25, we subcloned a 

I ttiyc. also founc! in three othc: rs:roviruses ('rlC19. CSIII. 10-kilobase-pair (kbp)  EcoRI fragment containing the corn- 
0K!0) (19. 21). and v-rtiii 11. 13). re!atcd to the src  gene of pie:? provirus into the EcoR1 sire of pKHJ7 piasmid DN.4 
Rous sarcorna virus (RSV) (6. 15). In .11H2-transformed ce!ls (10). yielding plasrnid pXlH2-CL25. A detailed restriction 
v-niii is expressed as a 100-kilociaiton polyprotein resulting ma? of the provirus is shown in Fig. 1. 
from the fusion of g n y  and niil sequenccs 111. 17. 19). v-myc The hybridization pattern obtained allowed the following 
is expressed as a 61- to 63-kilodaIton nuclear protein en- observations. (i) The subc!oned SlH2 CL75 provirus con-  
coded by a 2.3-kilobase sub~enomic  mR3.A (9. 17, 21). tained a KpnI restriction site within its LTRs as  at testrd by  

Vie dehned distinct eiTects of :he niii and mut oncogenes the 2.2-kbp band hybridizing with LTR. gag.  and  rnuc 
by studyiny the propeniec of 11H1-inkc:cd neurorezina probes. Such a band was also observed with the DN.4 of 

I czlls. Chicktn embryo neurore:ina ceils which norrnally do quail ernbryo ceils transformcd by the original isolate of 
not rnultipiy in vitro are induce:! to proiiferate upon infection .ClHz CL25 pseudotyped by Rous-associatsd v i rus  1 
ivith 'rlH2 but not with 1lC29. C1llI.  and OKlO (2. 3). From (R.AV-1) (Fig. 2 ) .  (ii) By Suc1 digestion o f  the provirus, a n  
two distinct viral s:ocks of wild-type (ivt) 51H2 we isolated internal0.30-kbp restriction fragment was found that hybrid- 
two mutants. 11H3 CL!6 and 11H2 CL25. lacking the v-mil ized with both gcig and 5' mye probes (Fig. 1). This 0.30-kbp 
oncoçene. These mutants hiied to transform neuroretina fragment reglaced a 3.2-kbp Îragment obsrrved previously in 
ce!ls o r  to induce the? proliieration but  retained the ability to the provirus of wt S l H I  analyzed sirnilariy. which in addition 
trnnsforrn avian ernbryo ctlls. To  precisely define the grnetic hybridized to a mil probe (4). indicating that in the hlH2 
organization of  these v-rnii-defective mutants. we molecu- CL25 mutant the gag and myc sequences had becorne 
Irirly cloned a v-trrxc-conraining provirus from hIH2 C L 5  pro.ximal. Such a gag-mycjunction could be explained by a n  
transformed quail ernbryo ce!is. LVe present here data indi- extensive deletion of the mil sequences, o r  it couId have 
criting that this mutant corresponds to  the propagation of a resulted frorn the integration of a reverse-transcribed spliced 
retruvirril particle containing suhgenornic hlH2 RNA spe- sub;enornic viral RII.i. We thus analyzed the precisc 
cies. boundary between the gtrg and myc portions within the 

hlolecular clonin:: of .\[HZ CL25 provirus. h transformed 0.30-kbp Sac1 fra_ornent. The fragment was purifieci on 

l 
q~ia i l  ernbryo ceil clone contliining >1H2 CL25 provirus was agarose sel.  cleaved by Hinfi restriction endonuclease, and 

! isolated in sort açar and used as a source of DN.i to construct subjected to  nucleotide sequcncing by the blaxam and 
I a gene l i b r ~ r y .  High-molccular-weight DN.4 was partially Gilbert procedure (15). Figure 1 presents our  results. com- ~ digested with EcoRI restric~ion endonuclcase and liçated pared with the nucleotide sequence of  the g a g  gene of 
! with purifird lambda Charon 4.A arms,  packaged, and ampli- RSV-SRX (24) (since the similar region in wt hIH2 h a s  not 

i fied as  reporteci previously (22). Several probes were pre- been sequenced before) and with the nucleotide sequence of 
partd:  a long termina! repeat ILTR) probe u a s  derived from the r n ~ c  gene of wt blH2 (6, 13). 
a provirus of RSG'. strxin Schmidt-Ruppin .4 (RSV-SR=\) (5). I t  apptars  that the gtig-myc junction in 211H2 CL75 oc-  
Frnymcnts o f  the retroviral gii;' gens wcre derived frorn curred precisely beriveen the splice donor site o f  the gcig 
Pr~igtie strain (RSV-Pr.\) ris prcviously dsscribed (22). Two sequence and the splice acceptor site of the niyc gent.. 

I ruyc prubts  were uced: a 5' v - o i ~ c  probe (Hp(i1-Psrl frag- bringing the open reading frames together in the correct  
ment dcrived from phiH2tId [JI) and a 3' C-nijc' probe phase. Therefore. the hlH2 CL75 viyc protein may initiate 3t 
reprtsenting the 3' half of chicken exon 3 and describsd in the A C G  of  gixg located 18 nucleotides upstream from the 
rtfcrcncz 13.  Agarose gel-purificd fragments were labelcd splice donor site (Fig. 1). 

The mjc  gene of molecularly cloncd hIH2 CL23 is biologi- 
cally active. We next examined \vhether our  phlH3-CL25 

* Corre\punJing author. u a s  biologicaiiy active. Supercoiled pXIH2-CL25 w a s  used 
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FIG. 2. Southern bloc analysis of D S A  from quail e r n b ~ o  cells 
transiormed by wt 51H2 and mutants. High-rnolecular-weight DNA 
from iniecced ce!ls was digrsted with EcoRI (RI) and KpnI (KI. 
Sizr-se?arated ccllulsr DNA fragments were transferred to nirrocel- 
lulose 2nd hybridized wirh the 3' c-rn-c probe. The tninsforrning 
virubes uscd I R.IV-1 he!per pse:dotypes) are indicated on top of the 
tignre. pltHI-CL25 corresponds :O quail ce!ls transfomeci by the 
plrisrnid ;onrriir.in~ :he moiccul2rly c!oned 1 lHI  CL?'. 

progcnitor of b lH1 CL25 would be in this respec: more 
re!ated to the one descrïced by Jansen et al. (12) that 
similarly lacks the LTR EroRI site. 

Finally. to determine whe:her the transforrned cells pro- 
duced the expected ph;-63 rnyc doublet  protein (9). 
["Sjrnsrhionine-labc!ed total cellular e.xtr.ac:s we:e chal- 
Isnçsd with raccit anti-rnyc s e x m  prepared by irnrnunization 
with a bac:erially exprssssd polypeptide corresponding to 
the produc! of the 5' p a n  of exon 3 frorn the hurnan mye gene 
(F.  Ferre. manuscript in prspration). Irnmunoprecipitation 
was psriormed as  previously described (1). Imrnunoprecipi- 
tated proteins. characterized by their apparent molecular 
weight in polyacrylamide gel. are shown in Fig. 3. As can be 
se rn .  the p61-63 doublet was decected in cells transformed 
by wt SIHI  o r  the mutants studicd (lanes 1); such bands were 
not seen with preabsorbed serum (lanes 2). 

We concluded frorn these e.'cperiments that thz molecu- 
larl:~ cloned provirus p'lIH2 CL21 was biologically active 
and apparently indistinçuishabie from the starting mutant 
isolate. 

i v e  then addressed whether pSlH2-CL25 could produce 
recovered infec:iou~ virus. Transformed quail ernbryo ce!ls 
obrained upon transfection with phlH2-CL25 D N A  were 
supèrinfscted with RAV-1 helper virus. Supernatant medium 
collected 2 weeks later was titrattd for transforrning activity 
by a focus assay on quail ernbryo cells (29) and containrd 0.6 
x IO3 focus-forming units psr ml. This titer was rouçhly 
sirnilrir to those obrained in sirnilar conditions with cultures 
infcctcd ui th \ k t  S1H2 (1.5 x 10' focuï-forrning units per ml). 
hlHZ CL16 (0.7 x 10' focus-forming units psr mi). and MH2 
CL25 (0.9 x 10: focus-forrning unirs psr  ml). al1 pseudotypsd 
u i th  K.AL'-1 hciper virus. Ws concluded from thcsè results 
that the virus rescued frorn p'lIH2-CL25 provirus was not 
dsfcctive in packriring. 

Our  results show th:\[ the X1H2 CL25 and hIH2 CL16 
mutants dsrive frorn wt hlH2 and appear to correspond to 

the encapsidation of subgenomic RNA in v in1  panicles that  
can propagzte a s  RiV pseudotypes. 

The conserved infectious titers show that encapsidation 
signals are prescnt in these types of molecules. Three kinds 
of encapsidation signals have been chamcterized in avian 
retroviruses. (i) Nishizawa et  al. (16) reported packaging 
sequences (Ni-PSI in the 5' leader o i a  tempenture-sensitive 
mutant of RSV. These sequences reside between nucleotides 
109 and 356. Le.. becwern the primer-binding site o f  the 
t W A  and the initiation codon o i  the gag gene. A mutant 
virus. TK1.5, deleted in this region is defective in packaging. 
Previous work by Shank and Linial(251 reported sequences 
that may serve sirnilar functions in the first 600 nuc!eotides a t  
the 5' end of the RSV-Pr genorne. (ii) Pugatsch and Stacey 
(18) mapped packaging sequencts (Pu-PS) a t  the SsrII re- 
striction site (545 nucleotides from the 5' end) in the gag 
gent of RSV-SR.-\. These sequences rnap 3' of the splice 
donor signal and are lost in eni. (and src) subgenomic 
mRNAs that splice out the intronic gag-poi (env) sequencrs  
from the viral genome. Scquences serving sirnilar functions 
have also been reponed for splecn necrosis virus (30). (iii) 
Sorge et al. (16) reponed packaging sequences (So-PS) in the 
direct repeat unit 3' to the s rc  gene of RSV. slightly upstream 
from the U3 sequences. 

Although no direct evidence is yet available. wt hIH1 is 
like!y to contain al1 three packaging signals described, since 
the leader and gag sequenc-s are we!l conserved among 
rnost a ~ i a n  retroviruses and since the direzt repeat unit that 
may encompass the So-PS signai %as found in wt M H I  by 
Kan et ai. ( l3 ) ,  alrhough the C3 ssquenccs appeared quite 
distantly related to RSV. In concrast. the mutant SlH2 CL25 
(and iLlH2 CL161 corresponds to subgenornic RNA that 
should lack the putative Pu-PS signal lost during the splicing 
process. This is also truc for the env subgenomic mRX.4 
described by Stacey (27). S i x :  the titzrs pf our mutants 
htH2 CL21 and SlH2 CL16 arc s:!il about halfof  the wt hlii2 
titer. we conclude that the Px-PS signal. if present. does not 
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FIG. 3.  Irnniunoprccipiiation of v-ncyr proreins in quail ernbr:;o 
cclls trlinsformcd by -t  51Hl and rnuianis. Cells were Iabeled for ii 
min with ["Slrne~hioninc. lyseil. and incubatcd with rabbit anti- 
human c-t~ijc. serum prepared with a Sacterially expresscd polypep- 
tide (lane 1) or the samc aniiherum preincubritcd wirh the corre- 
sponding polypeptide (lane 11. Lane 3 corresponds to rribbit preim- 
mune serum. Standard rnolecular size markers frorn Bethesds 
Rssearch Lnboratorics. Inc. (Gaitherhburg. Sld.) are listed on the 
Ieft of the figure (Kd. kiludaltonc). 
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play  a decisive role in the packaging p roc r s s  of w t  SiHZ or 
' t h e  mutants. 
', The titers measured s e p a n t e i y  f o r  w t  SlHZ and the  

mutants  in s imi lar  conditions would predict  a n t i o  o f  ca. 60 
t o  JO% o f  t h e  corresponding particles present in routinely 
passaged s t o c k s  o f  hlH2 virus. Instead.  w e  neve r  de t ec t ed  
more than 10% mutant particles in s u c h  stocks. Clearly,  
w h e n  promiscuously rnixed in such stocks.  wt  SLH7 a p p e x s  
t o  exhibit a se lec t ive  advantage  o v e r  t he  mutant particles. 3n 
observat ion  f o r  which we  have  as ye t  no c l e x  explanation.  

T h e  isolation and chanc te r i za t ion  o f  the  XtH:! CL25 
mutan t  r ep re sen t s  the first d e m o n s t n t i o n  of transmissible 
pseudotype particles containing an oncogene embedded in a 
subgenornic m R N A .  An  analogous  si tuation rnay h a v e  been 
encountered  wi th  src-containing deleted proviruses in S y n a n  

- hams te r  t u m o r  c r l l  lines such  as H-19 (28) or deletion 
mutants  d e s c n b e d  by Koyama  e t  al. (14). Such e x p e n m e n t s  
might hclp in finding the minimum structural  genet ic  ele- 
mcn t s  required ro allow the  propagation of a retrovirus,  and 
o u r  results  mriy bc used for the  const ruct ion  of vec to r s  for  
t h e  introduction o f  foreign g e n t s  into hos t  crlls. Finally,  the  
tumorigenic potential  of Our mutants  is currently being 
investigareci. 
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Avian erythroblastosis virus (AEV) induces primariiy eqduoblastosis when 
injected intravenously into susceptible chickens. In vitro, the hematopoietic target 
ceils for transformation are the erythroblasts. Occasional sarcomas are aiso 
induced by intramuscular injection, and chicken or quaii fibroblasts can be 
transformed in vitro. The transforrning capacity of AEV was shown to be 
açsociated with the presence of a unique nucleotide sequence denoted erb in its 
genomic RNA. Using a simplified procedure, we prepared radioactive comple- 
ment- DNA (cDNA,,,) representative of the erb sequence at a high yield. 
Using a cDNA.,, excess liquid hybridization technique adapted to defective 
retroviruses, we determined the complexity of the erb sequence to be 3,700 -c 370 
nucleotides. AEV-transformed erythroblasts, as well as fibroblasts, contained two 
polyadenylated virai mRNA species of 30 and 23s in sirnilar high abundance (50 
to 500 copies per cell). Both species were efficiently packaged into the virions. 
AEV-transformed erythroblasts contained additional high-molecular-weight 
mRNA species hybridizing with cDNA,,, and cDNA5 but not with cDNA made 
to the helper leukosis virus used (cDNA,,,). The nature and the role, if any, of 
these bands remain unclear. The erb sequence had its counterpart in normal 
cellular DNA of aii higher venebrate species tested, including humans and f ~ h  
(1 to 2 copies per haploid genome in the nonrepetitive fraction of the DNA). 
These cellular sequences (c-erb) were transcnbed at low levels f 1 to 2 RNA copies 
per cell) in chicken and quail fibroblasts, in which the two aiieged domains of 
AEV-specific sequences corresponding to the 75,000- and 40.000-molecular-weight 
proteins seemed to be conserved phylogeneticaily and transcribed at sirnilar low 
rates. 

Among avian retroviruses, avian defective leu- 
kemia viruses (DLVs) form a group of highly 
oncogenic RNA viruses inducing acute leuke- 
mias with a short period of latency in susceptible 
birds and alço occasional sarcomas or carcino- 
mas (8). 

Recently, the seven available independent iso- 
lates of DLVs have been assigned to three sub- 
groups based on the types of malignant he- 
mopathy that they induce in vivo and on the 
differentiation phenotype of hematopoietic ceils 
that they transform in infected bone marrow 
ceils in vitro (3, 8). (i) Avian erythroblastosis 
virus (AEV) causes erythroblastosis in vivo and 
induces the proliferation of erythroblast-like 
ce&. It also induces sarcomas a t  the site of 
injection (21). (ii) The four avian myelocyto- 
matosis-type viruses (MC29, ChiII, OKlO, and 
MH-1 induce the proliferation of macrophage- 
like transformed cells, and some of them induce 
carcinomas in vivo (10, 19, 20). (iii) The avian 
myeloblastosis viruses (AhIV and E26) induce 

rnyeloblastosis in vivo and transfonn myelo- 
blast-like ceils in vitro (6). Studies on the genetic 
content of DLVs have docurnented the foiiowing 
common properties. Al1 DLVs contain avian leu- 
kernia virus ( ALVbrelated nucleotide sequences 
in different amounu (28 to 77%) (25) but are 
deleted in genes necessary for viral replication 
(31) and therefore are replication defective and 
require a helper ALV for their propagation in 
cultured c e h  (8). None of these viruses contain 
sequences homologous to the transforming gene 
src of avian sarcoma vinis (ASV) (4, 25,27, 28). 
Instead, they contain one of three different se- 
quences inserted within the ALV-related se- 
quences, which correlate with the capacity of a 
given virus strain to transform erythroblasts, 
macrophage-like ce&, or myeloblasts (25, 31). 
These sequences have been termed erb, mac, 
and myb, respectively. As published previously 
(25, 26, 31), these unique sequences have their 
counterpart in the normal cellular DNA. Thus. 
DLVs seem to be recombinants between a n  
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ALV-related vector and nomai  chicken cellular containing -00 Crg of pr0teui-e K Per mi and 1% 

DNA sequences .&ich. confer to these vhses S O & U ~  àodecyl sulfate (SDS). Xfter 5 min of digestion 

their oncogenicity. a t  37"C, the RNA was emacted twice with an equal . 

volume of STE buffer-saturated phenol. RNA was In thk paper we estensivel~ the se- precipitated fiom the aqueous phare by the 
lëction and properties of a radioactive DNA of 2 volumes of 95% ethanol at - ~ O O G ,  couected by 
complementary to the s~ecific Sequences (erb) centrifugation (10,000 x g, 10 min.A°C). and dissolved 
of M V  (cDNAaev). We established the com~lex- in STE buffer before preparative sucrose gradient 
ity of the cDNA.., to be 3.7 t 0.37 kilobases, centrifugation. The 50 to 70s RNA was separated 
using a method adapted from Young et al. (37). fkom rRNA by sedimentarion through a 15 to 30% 

This cDNA enabled us to detemine unambig- sucrose gradient made in buffer in an SW41 rotor 
uously the size of the AEV genomic RNA and a t  40,000 rpm for 3.5 h at  4°C. The 50 to 70s Peak was 

iri products of transc..iption in same ~ ~ v - i n -  detected by UV absorption at 260 nm. pooled, and 
precipitated by the addition of 3. volumes of cold fected ce&. Our results are consistent with the ethanole 

h ~ ~ o t h e s i s  that the viral erb sequences Cellular RN& were elnacted as previously de- 
. 

two different genes, one coding for the 75,000- sc.ibed (28). 
molecular-weight t75K) gag-erb ~0lYProtein (1% DNA extraction. Chicken embryos were homoge- 
15, 23: H. Beug, G. Ramsay, S. Saule, D. Ste- nized in 10 mi of T E  buffer (0.02 M Tris-hydrochioride 
helin, M. J. Hayrnan, and T. Graf, in B. Fields, [pH 7.51, 0.01 M EDTA) per embryo a t  0°C for 60 s 
R. .Jaenisch, and F. Fox, ed., Animal Virus Ge- with an  Ultra-Tunax homogenizer (Scientific Instm- 
neticS. ICN- CCLA Symposium on Cell and $10- ments Ltd., London, England). The mixture was then 

leculor Biology, vol. 18, in press) and the other adjusfed to lorwith SDS and 50 With proteinse 
K. Tissue culture ceUs (10" ceUs per ml) were sus- coding for a 40K protein as shown previousl~ b~ pended in TE buffer 50 pg of proteinase 

in vitro transcription of XEV RNA (15, 21, 36). per ml and l% SDS. Xfrer incubation overnight at 
AEV-transformed erythroblasts contain addi- AD OC, the DNA was extracted c i ~ c e  with STE bufiefer- 
tional mRNX species hybridizing with cDNAaev ,,turated phenol. The finai aqueous was made 
and related to XLV sequences that are packaged 0.2 M in sodium acetate. and the DNA was precipi- 
into the virions. These species are not seen in tated by 2 volumes of 955 ethanol. The  DNA was 
AEV-transfomed Uncloned fibrobiasts or eryth- spooled out, washed with 95% ethanol, and air dried. 
roblass and maY repreçent occasional read- This DNA was diiolved overnight in TE buffer at  a 

through molPcules exrendhg inro cellular se- concentration of 1 to 3 m g i d  and then treated with 
pancreatic RNase (100 ,ug,/d: Sigma Chemical Co., quences. St. Louis. Mo.). After 1 h at 28OC, the DNA was 

avian contains sequences (c- sonicated and incubaced ovemiqht in 0.3 NaOH at 
erb) related to cDXX,,, (25). The moieties in 370C. The mixture was adjusted neutrd pH by the 
cDNA,,, corresponding to  bath the 75K and the addition of 3 ,M HC1 in the presence of phenol red 
40K proteins are conserved in quad DN.4 and indicator and extracted by STE buffer-saturated 
transcribed at similar levels. It is unclear that phenol as described above. The DNA was then ethanol 
this iç the case in more distantly related species. precipitated and dissolved in TE buffer (5 to 10 mg/ 
Nevertheless, cDNXae,-related sequences are a t  ml) before UV spectral analysis. The ratio of absorb- 

least partidy present in the D N A ~  of humans ance a t  260 nm to that at 280 nm was more than 1.9 

and fish a t  a simdar frequency of 1 to 2 copies for DNAs 
Prepa ra t ion  of virus-specific cDNA's. Repre- per haploid genome. sentative radioactive cDXX's were svnthesized on a 

S W T E R L U S  AhTl METHODS 

Celis a n d  viruses. Viruses were grown on C/E 
chicken fibroblasts prepared from Il-day fertile eggs 
(Brown Leghorn: Institut Gustave Roussy, Villejuif, 
France). AEV nonproducer NP 75 chicken fibroblasts 
(11) and AEV (Rous-associated virus type 2 [RAV- 
21)-producing 6C2 and 9D4 erythroblasts and non- 
producing NP A6C1 erghroblasts, prepared with ts34 
AEV (7). were obtained from T. Graf and H. Beug, 
AEV nonproducer NP XTia  rat fibroblasts (22) were 
obtained from K. Quade. The transformation-defec- 
tive Prague B strain ( td  PrB) of ASV was obtained 
originally from R. Junghans. AU other vinises used in 
these studies have been described elsewhere (29). 

RNA extraction. Viral 50 to (OS RSA was ex- 
tracted from vuuses harvested from culture medium 
clarified from ce11 debris. Viruses were suspended in 
STE buffer (0.1 M NaCl, 0.001 M EDTA. 0.02 M Tris) 

70s viral RNA template uith frag-rnented calf thymus 
DNX  rimer (34). using the exogenous AMV reverse 
transc;iptase (.J. ~ e a r d , ~ i f e  science Inc.. through the 
auspices of the Office of Program Resources and Lo- 
gistics. National Cancer Institute). The  reaction mix- 
ture (for JH. 1 ml; for "P. 100 pl) contained the 
following: 20 pg of viral RSX per ml, 0.05 M Tris (pH 
8.1), 0.0'2 M dithiothreitol, 8 mM ?vlgC12, 0.05 M KCI, 
100 pg of actinomycin D (Rhone-Poulenc) per ml, 2.5 
mg of DRA primer per mi. 280 U of AMV pol- ierase  
per ml, 0.4 mM concentration each of dGTP, dATP, 
and dCTP, and 0.15 ml1 [ 'HITTP (60 Ci/mmol, 10 
mCi; International Chemical Nuclear, Irvine. Calif.) or 
0.032 mhf ['"PITTP (350 Ci/rnmol, 0.5 to 1 mCi; New 
England Nuclear Corp.. Boston, Mass.). The  reaction 
was allowed to proceed for 45 niin at  41°C and was 
terminated by the addition of 1 8  SDS (final concen- 
tration). After the reaccion mixture had been digested 
with 100 pg of proteinase K per ml for 15 min at  37"C, 



200 pg of yeast RNA per ml was added. The  nucleic 
acids were then estracted once with phenol-STE 
buffer and precipitated with 2 volumes of ethanoi at 
-30°C. The  specitic activities of the probes comple- 
mentary to the td PrB genome (cDNA,) were as 
foiiows: [32P]cDNA, 5 x 10d c p m / ~ ,  [3H]cDNA, 4.8 
x 10' cpm/pg. The cDNA's were sonicated andsedi- 
mented through 5 to 2û% (wt/vol) sucrose gradients 
made in 0.9 M NaOH-1 M NaCl-O.01 M EDTA for 24 
h a t  37,000 rpm in an SW41 rotor a t  24°C. The  cDNA8s 
ranged in size from 3 to los ,  with a peak a t  5s. A size 
pool of 4 to 7 s  was used throughout the studies de- 
scribed below. cDNA, was prepared as described 
previously (29), cDNAs (strong stop) was prepared by 
the method of Friedrich et ai. ( 3 ,  and cDNAd was 
prepared by the method of Tai et ai. (33). 

Nucleic acid hybridization. Standard hybridiza- 
tion reaction mixtures (stringent conditions) contained 
0.6 M NaCl, 2 mM EDTA. 0.02 M Tris (pH 7.4), 500 
pg of calf thymus DNA per ml as carrier, 2,000 cpm 
(0.04 ng) of rJH]cDNA or 2,000 cpm (0.005 ng) of 
("2P]cDNA. and appropriate R N h  or DNAs in large 
excess. Hybridizations were conducted in g l a s  capil- 
laries at m0C, and the extenc of annealing was ana- 
lyzed by digestion with S1 nuclease (17). prepared by 
the method of Sutton (33). 

Determination of Tm For the determination of 
thermai denaturation (Tm). erythroblast 6C2 DNX or 
normal chicken DNA (final DNA concentration of 10 
mg/ml) was hybridized with AEV-specific ['HlcDNA 
to reach a C,,t of 2 x 10' mo1.s liter-'. The samples 
were diluted to a fuiai concentration of 0.3 LM NaCl, 
and 20,000 cpm of ["PIcDNA,,, preanneaied with 
normal chicken DNA. was added as an internai con- 
trol. Samples were then divided into 10 aliquots and 
incubated in a water bath at different temperatures 
for 10 min. The percentage of cDNA remaining an- 
nealed to the particular cellular DNA at each defined 
temperature was determined by S1 nuclease digestion. 
The self-anneding of the cDNA was not subtracted 
( I to 3%), and ail hybridization values were normalized 
by using a correction factor corresponding to 100% of 
plateau hybridization of the cDNA with its homolo- 
gous RNA. 

Complexity of cDNA..,. We determined the com- 
plexity of cDNA.., by using a method adapted from 
Young et al. (37). based on the fact that the complexity 
of a given radioactive cDNA can be defined experi- 
mentaiiy by the Cot,,z of the hybridization kinetics 
established between this cDNA in excess and its ho- 
mologous nonradioactive RNA. Under these condi- 
tions, the Cet,,? depends only on the complexity of the 
cDNA and is independent of any RNA heterogeneity 
in the hybridization reaction. One essential condition 
is to be in cDNA excess. T o  control this absolute 
requirement, we set the experimental procedure as  
foiiows. The  hybndization kinetics were established 
by varying the time of hybridization of sarnples con- 
taining each, in addition to ['HlcDNA in excess and 
cold RXA homologous to [JH]cDNA, [=P]cDNA rep- 
resentative of the RNA genome 100 times less concen- 
trated than the ['HIcDNX. 

Thus, with ['HIcDNh, we constructed a C d  curve, 
and with ['-PIcDNA as an internai control, we con- 
structed a C,t curve which aliowed us to estimate 
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accurately the RNA concentration in the  hybndization 
reaction. 

We standardized our system by deterrnining the 
complexity of a known C3HlcDNA (cDNAd) prepared 
and purified by the method of Ta1 e t  al. (33). except rd 
Bryan ASV 60 to 70s &VA was used to select the 
single-stranded cDNA (ss-cDNA). We +darly  used 
C3WcDNA& 

Hybridizations were conducted -in -capillàries a t  
68°C in 0.6 M NaCL See the legend to Fig. 2 for d e a .  

Gel electrophoresia of RNA. Polyadenylated 
RNA was prepared from riEV-transfonned celis as 
descnbed elsewhere (35). The RNA was treated with 
glyoxal and submitted to electrophoresis on agarose 
gels as previously descnoed (16, 18, 31). RNA5 sepa- 
rated by size were then transferred to activated dia- 
zobenzyloxymethyi paper by the method of Alwine et 
ai. ( l ) ,  and the northern blots were hybridized with 
different [32P]cDNA's as described previously (1, 16, 
18, 31). 

We used an origuial washing procedure of ours 
(unpublished data). After a 10-min wash in 2x SSC 
(lx SSC is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate)- 
lx  Denhardt buffer. the blots were cleaned of cDNA's 
by mild sonication in 0 . 1 ~  SSC-O.l% SDS during 1 to 
3 min (Pons sonicator. 100 W, 40 kHz: Bioblock, Stras- 
bourg, France). 

The  hybrids were scored by autoradiography, using 
Kodak XR-1 X-ray film with Du Pont Lightning-Plus 
screens at -70°C. 

RESULTS 
Preparat ion of cDNA,,,. We adopted the 

foliowing substractive hybridization strategy to 
pu i fy  cDNA.,,. ['HIDNA complementary to 
the 50 to TOS RNA of AEV (RAV-2)-producing 
6C2 cloned chicken eq-throblasts was synthe- 
sized as described above. The 4 to 7S cDNA size 
pool (30% of the total cDNA, 9.6 pg) obtained 
after centrifugation through an aikaiine sucrose 
gradient was hybridized to 78 pg of RAV-2 70s 
RNA under nonstringent conditions (1.2 M 
NaCl, 60°C) to reach a Crt of 25 mo1.s liter-' 
and a Cot of 4 mol-s liter-' (Table 1). The 5s- 
cDNA was separated from hybrids by chroma- 
tography on hydroxyapatite. T h e  ss-cDNA 
eluted from the column (7 pg) was completely 
sensitive to S1 nuclease as tested on an  aliquot, 
did not hybridize to helper 70s RAV-2 RNA 
(C,t r 10 rno1.s liter-'), but hybridized to AEV 
(RAV-2) RNA (Crt 2 il mo1.s liter-') with a 
plateau a t  50% hybridization, indicating that 50% 
of the ss-cDNA was not virus-hybridizable 
cDNA (Table 1). 

The  ss-cDNA was then hybridized to AEV 
(RAV-2) 50 to TOS RNA under stringent condi- 
tions (0.6 M NaCI, 68°C; final C,t = 4.5 mol-s 
liter-'), and the hybrids were treated prepara- 
tively with S1 nuclease (15 min, 50°C) to digest 
the ss-cDNA which was not AEV specifïc. Pro- 
teinase K (100pg/ml), EDTA (0.01 Ml, and SDS 
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TABLE 1. Purification of CDLVA,,'' 

S1 resistance 
(8) after hy- 

cDNA 
- g x  ÇPIUA 

total 
",LI ' .  

O -  10-0 
cDNA AEV ,.., 

-2) 
-1 

Total 32 1.6 100 
4 to 7S 9.6 0.48 30 67 37 
JB after hydroxy- 7 0.35 21.8 50 t 3  

erythroblastic AEV-transformed cell clone. 
Thus, we tested the ceiiular RNA from an in- 
dependently prepared clone (NP 75) of chicken 
fibroblasts nonproductively transformed by 
AEV. Figure l c  shows that, indeed, the same 
plateau value was reached with cDNL, ,  con- -1 
nnning the purity of ùris probe, whereas the  
c w e  obtained with cDNA,,, with similar ki- 
netics, indicated less than 30% homology of the  
AEV genome with cDNAreP- 

We further anaiyzed the distribution of 
apatite' 

ss after SI diges- 3.5 0.176 11 88 c 3  cDNA,,,-related sequences arnong a variety of 
tionc avian retroviruses, using stringent hybridization 

"The  data represent recovenes during the preparation of 
conditions a t  high C,t values (14 mo1.s liter-'). 

h e  [JHI~DNA, tha[ was used in Our experiments. ~ i n i ~ a r  None of the 'JkUes tested, escePt AEV (RAV- 
results were obtained for the preparation of [SP]cDN~,. that 2), showed any annealing above background 
was used in experiments shown in Fig. 3. (Table 2). Thus, we concluded that cDNA,, was ' A total of 9.6 M of cDNA wash~bndized M of RA'- çpecific for viral nucleotide sequenees found so 
2 70.3 RNA in 1.2 M NaCl a t  60°C at a fuial C.t of 25 rno1.s 
liter-', and 9s-DNA was separated Born hybrids by chroma- Only in AEV. 
tography on hydroxyapatite (see text). Complexity of cDNA.,,. Complexities of 

'A total of 7 pg of cDNA was hybridued to 33 pg of AEV cDNA probes are s u & y  d e t e e e d  by mes- 
( U V - 2 )  50 to ;OS RNA in 0.6 hl NaCl at  68°C at a final C,t suring the percentage of labeled  al RNA *en- 
of 4.5 mo1.s liter-'. ss-DNA was digesred with S1 nuclease 
(see texci, and the cDNA was recovered from hybridç by dered resistant to R?iase b~ the cDNA present 
treatment with 0.3 s; SaOH (12 h at 37°C to hydrolyze RNA) in excess. The precision of this method becomes 
and ethanol precipitation after neutralization with HCI. Dur- unsatisfactory when the complexity of the 
ing the procedure. the selected cDNA's were tested for their c ~ ~ i \  represents ody a part of the +al 
hybridization capacities at  plateau C,t values to AEV (RAV- 
2) RNA or R.AV-.2 RNA, as scored by the percentage of RNA* which is the case for a defective 
radioactivity rendered resistant to S1 nuciease. retrovirus obtained with sometimes a severaifold 

excess of helper virus. We thus used an altema- 
(1%) were then added, and the mixture was tive method to determine the complexity of 
incubated at 37'C for 15 min. The hybrids were cDNA,,,. The  validity of this method is first 
phenol exnacted once, treated with alkali (0.3 N documented here by using cDNA probes of 
NaOH for 12 h at 37°C) to eliminate the viral known complexities. 
RNA, neutralized with HC1, and ethanol precip- Foilowing the experimental procedure of using 
itated (-2O0C, 12 h). After th& step, 11% of the Cot curves in cDNX excess as described by 
starting cDNA was recovered as ss-cDNA (Ta- Young et al. (33 ,  modified for better accuracy 
ble 1) and was denoted cDNA..,. as we descnbed above, we deterrnined the com- 

Specificity of cDNA,~. The specificity of plexities of weil-characterized probes such as 
cDNA.,, was documented more precisely by hy- cDNAre, and cDNA,~ as a test for the precision 
bndizing cDNA.,, and cDNArep to Wal  50 to of this method. Figure 2a shows the kinetics 
70s RNAs. No residual hybridization of between [3H]cDNA,,p in slight excess and td 
cDNA.,, with RAV-2 RNA could be detected PrB ASV RNA, on the one hand (Cot curve), 
(Fig. la), indicating the efficiency of the selection and ["-PIcDNA,,, in a negligible arnount with 
procedure. On the contrary, the kinetics with the same RNA, on the other hand (control C,t 
AEV (RAV-2) RNA from the 6C2 erythroblasts curve). Figure 2 clearly shows that these condi- 
was as expected (Fig. lb), showing that cDNA.,, tions yielded a Cotii2 vaiue of 1.6 x IO-' mol-s 
had maintained its hybridization qualities, with liter-', corresponding to the expected complexity 
a maximum plateau value of 88%. A sirnilar of 8,000 -Ç 800 nucieotides of the viral RNA and 
curve was obtained with cDNA,. , indicating a matching the Crti/s value. The  almost equimolar 
favorable ratio of AEV RNA to ~ A V - 2  RNA of ratio of viral RNA and [3H]cDN~rep would pre- 
near 1:l for the viruses produced by these c e k .  dict a plateau value of the C0t curve of near 90%. 

A possible drawback to our strategy for pre- In fact, the observed value was lower (60%). T h k  
paring cDNA,,, was that we might coselect for was probably due to the fact that the RNA 
cellular sequences specific to erythroblasts that might have been slightly degaded upon long 
could be encapsidated with the virus or uniden- incubation tirnes; it also could mean thal 
tified viral sequences unrelated to AEV and ["H]cDNA,,, was not absolutely representativi 
present in this clone. This possibility would pre- or not able to hybridize al dong the RN> 
dict that some sequences in cDNA.sev would not molecules. Nevertheless, the Cati/:! value doei 
hybridize with the viral RNA in another non- not seem to be affected detectably by thesi 
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FIG. 1. Hybridization of cDNA,, after the SI nuclease selection step. [ 3 ~ ] c ~ ~ ~ ~ , ,  (O) and [ J Z P ] c ~ N A ,  .P 

(0) were hybridized under stringent (0.6 M NaCl) conditions to dilutions of oual R1JAs in a volume of 8 61 for 
15 h at 68°C. The extent of hybridization was measured by digestion with SI nuclekse. (a) Hybridization with 
RAV-2 RAVA; (6) hybridization with AEV (RAV-2) RNA; (c) dilutions of total cellular RNA extracted from a 
clone (LNP 75) of chicken fibroblasts nonproductively infected with AEV were hybridized to both probes in 0.6 
M NaCl at 68°C for 25 h in 7 pl (0.075 mg of RNA at the highest CJ). Hybridization was measured by 
resktance of the cDNA's to hydrolysis with SI nuclease. 

TABLE 3. Hybridization of viral 80 to 70s R,VAs to 
c D N A ,  and cDLVA,.," 

Hybridization of CONA(%) 
Viral RNAs cONA rep cONAaev 

I 
RAV O 
RAV 1 
RAY 2 

ALV R A V ~  

RAV 50 
td 877 
td R B  

(nd. 877 94 4 

AEV IRAV21 86 100 1881 
MC 29 HIAV 21 89 5 
M H  2 VIAV 31 8 9 6 

1 0 0  3 
C M  U [CM-AV) 76 3 
AMV 84 3 
E 26 (RAV 2) 89 4 

" Hybridization reactions were performed in solu- 
tion under conditions of RNA excess as described in 
the text. [32P]cDN~,p was included in each reaction 
mixture as a standard (final Crt r 4 mol-s Liter-'). The 
values for the percent cDNA's in hybrids were nor- 
maiized to lûû% for the final extent of reaction with a 
homologous RNA: 80% for cDNA,, with td PrB and 
88% for cDNA.., with AEV (RAV-2). 

PrB RNA in Fig. 2b. The Cati,? value found was 
4.5 x IO-' molas liter-: and thus corresponded 
to a complexity of 2.250 t- 200 nucleotides, a 
value which agrees with other determinations 
(13, 33). As expected, the C,,tl,2 value did not 
Vary when the ratio of cDNA to RNA was 
increased (Fig. 2c), but the plateau value was 
then lower and the precision was somehow af- 
fected. 

üsing this procedure for ["HIcDNA..,, we 
found (Fig. 2d) a C,,tl,2 value of 7.5 x IO-? mol. 
s liter-', which corresponded to a complexity of 
3,700 1 370 nucleotides. If one adds the 2,200 3s 
200 nucleotides of ALV-related sequences de- 
tected in the AEV genomic RNA (25) to the 
3,700 t 370 nucleotides of the specific sequence, 
the AEV genomic RNA should be 5,900 2 600 
nucleotides long. These numbers are in good 
agreement with the size of the AEV genornic 
RNA as deterrnined by northern blotting (30s) 
and described below and with the results ob- 
tained by analysis of heteroduplex molecules 
formed between a long cDNA (cDNA PrC) and 
the AEV genomic RNA (14). 

Sizes of AEV-specific RNAs in infected 
cells. The strategy of transcription of the AEV 
provirus was analyzed to determine whether we 
couid detect a difference in the relative level of 
transcription or in the sizes of viral transcnpts 
in erythroid versus fibroblastic transformed 
ceiis. 

We thus performed northern blots with poly- 
parameters and proves the validity of this adenylic acid-containing total celi RNA from the 
method, provided that the % probes have been following AEV-transformed ceiis: a chicken er- 
selected to exclude smaii pieces (4s) that ythroblast clone (9D4) producing AEV (RAV-2) 
wouid affect the kinetics. Similar experiments (the virus produced here was also tested); a 
are shown for [3H]cDNA,c in excess over td chicken erythroblast nonproducer clone (NP 



m .  1 10-2 la-' 10" 

A6C1); and two nonproducer fibroblast clones of species also hybridized with ["P]cDNA.,, (Fig. 
chicken (NP 75) and rat (NP ATla). The results 3, lane b), but the 34s species that corresponded 
are shown in Fig. 3. For clone 9D4, three mRNA to the RAV-2 helper RNA did not. In addition, 
species of 34, 30, and 23s were detected with two other RNA species of high molecular weight 
C"2P]cD~~,e ,  (Fig. 3, lane a). The 30 and 23s (31 and 32s) were detected wtih [ 3 2 ~ ] c ~ ~ ~ . . , .  

4 - 
B n- 
uT 
f 
i 

r C n  
crt 

. *-a 
la'' W' n. ' t e  

cc 

FIG. 2. Determination of cDNA complexities. (a) Complexity of CDNA,~. A total of 39,000 cprn (0.82 ngj of 
[3H]cDNA,, (A) and 2,000 cprn (0.005 ng) o f  [ 3 2 P ] ~ D N ~ , ,  (A)  were hybridized to 0.73 ng of td PrB R N A  in 
each sample (10 pl). The times o f  incubation ranged from 210 s to 64 h. Hybridization was measured by 
resistance to SI nuclease. (b and c) Complexity o f  c D N A , ~  at two different values of cDNA excess. (b) A total 
o f  24,000 cprn (0.37 ng) of  [3H]cDNA,c (a) and 5000 cpm (0.005 ngj o f  [32P]cDN~, ,  (O) were hybridized as 
'in (c) to 1 ng of td PrB R N A  in each sample (2 G1) (gpC = 25% of  viral RNA sequences). (c) A total of 17,000 
cpm (0.31 ng) o f  [3H]cDNAd (a) and 2,000 cprn (0.005 ng) o f  [ 3 2 P ] ~ D N ~ , ,  (O) were hybridized to 0.29 ng of  
td PrB RNA in each sample. The times of  incubation ranged from 225 s to 32 h for each curve. Hybridization 
was rneasured by resistance to SI nuclease. A11 values were nonnalized to a final extent of hybridization of 
75% for both ' H  and " P  probes (factor, x1.33). (d) Complexity o f  cDNA,,, The Cd curve was constructed as 
follows. Samp les contained 44,000 cprn (0.92 ng; U) of  [3H]cDN~,,,, 2,000 cprn (0.005 ng; O) of [3ZP]cDNA,, 
and 0.8 ng of A E  V (RAV.2) R,VA in 10 pl (0.6 LM MaCl, 6a°C). The CO& values were obtained by varying the 
time of incubation from 225 s to 37 h. Percent values were corrected by the factors ~ 1 . 1 4  for [3H]cDNA,,, and 
X1.18 for [32P]cDNAr,. 
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Frc. 3. Sizes o f  AEV-coded RN.&. Total cellular poiyadenylic acid-containing R.V.4s were run on  1% 

agarose gels. transjerred to activated diazobenploxymethylpaper. and h-vbridized with f3'P]cDNA,, (ianes. 
a and el. cDN.~,,, (lanes b, f ,  h, and i), or cD1VA.s flanes c and g). The follol~ing .4E V-transfonned cells were 
tested: chicken e ~ t h r o b l a s t  clone 904 (lanes a, b. and c) and the AEV (RAV-2) that it produces in the culture 
f i i d  (lane d. with cDNA,,d; chicken erythroblast nonproducer clone N P  A6CI (lanes e, f ,  and gl; chicken 
fibroblast clone N P  75 (lane h); and rat fibroblast clone LVP ATIa (lane i). 

These bands also hybridized to cDNA7 (Fig. 3, 
lane c), indicating their viral origin or viral in- 
duction. Interestingly, aU of these sequences 
were found in the viral RXX from the culture 
fluid (Fig. :3, lane d),  indicating that they were 
probably efficiently packaged into the virions. 
This macter was not analyzed further. 

The complicaced pattern of cDNX,,,-related 
mRNX species in clone 9D4 raised the question 
of their relevance to erythroblast transformation 
by AEV. We thus anaiyzed another clone of 
sirnilar origin but a nonproducer, NP A6C1. Only 
three mRNX species (23.30, and 33s) were seen 
with cDNX,,, (Fig. 3, lane el, cDNA,,, (Fig. 3, 
lane f ) ,  or cDNX; (Fig. 3, lane g). The band a t  
27s (Fig. 3, lane f )  could not be reproduced in 
subsequent blots and thus represented an arti- 
fact. Thus, only the 30 and 23s species are 
shared between the two erythroblast clones 
tested, and it is unclear whether the other spe- 
cies observed play any role in the transformation 
of erythroblasts by AEV. Certainly, the 
cDNA,,,-related 30 and 13s  species seemed to 
be sufficient to transform chicken or rat fibro- 
blasts (Fig. 3, lanes h and i, respectively), and no 
obvious variation in the relative abundance of 
these species was obsened in the f o u  AEV- 
transformed clones tested, although the rat celis 
contained about 10-fold-fewer AEV-related 
RNA copies per celi (unpublished data of K. 
Quade and us). 

Cellular origin of the  nucleotide se- 
quences related t o  cDXX..,. We have shown 
previously that cDNX,,, annealed under strin- 
gent reaction conditions (0.6 SI NaCl, 68°C) to 
DNX from normal chickens, as well as to DNA 
from other birds phylogenetically diverged from 
chickens and to DNX from mammaiian species 
and f ~ h  (25, 31). For the latter species, the 
percent annealing was low, and the copy nurnber 

per celi was not known. We thus decided to  
analyze more closely the kinetics of these an- 
nealings. The  C,>t c w e s  constructed (Fig. 4) 
with the DNAs of human placenta (Fig. 4a) and 
salmon sperm (Fig. 4b1 indicated that in both 
cases 1 to 3 copies of cD'iX,,,-related sequences 
were present per haploid genome (C,,ti,z = 3.5 
x 10J mo1.s liter-'). The hybridization kinetics 
allowed us to esclude the possibility of nonspe- 
cific hybridization, since in the same esperiment, 
the cDNA,,, used as a negative control did not  
hybridize (Fig. 4). The plateau value observed 
(7%) reflected the phylogenetic distance of mam- 
mals and fish from chickens, but significant an- 
nealings were detected even under our stringent 
conditions (0.6 M YaCl. 68°C. S1 nuclease treat- 
ment). 
Tm studies. We previously reported tha t  

AEV-specific sequences (v-erb) are transduced 
from normal ceii DNX (c-erb) and might repre- 
sent a cellular gene involved in the normal hem- 
atopoietic ceii differentiation process (9, 25, 31). 

T o  establish the relatedness between cellular 
AEV-related sequences and viral AEV-specific 
sequences, we determined the Tm curve of the  
cDNAaev hybridized with the normal c-erb se- 
quences in chicken DXA and the Tm curve of 
the cDNAaev hybridized with the virai AEV se- 
quences present in the DNA of 6C2 chicken 
erythroblasts. In each experiment, [32P]cDN~,, 
preannealed with normal chicken DNA was 
added as an interna1 standard. As shown in Fig. 
5, the v-erb sequences and their aileged progen- 
itor c-erb sequences are not totaliy homologous. 
These results are very simiiar to those found 
previously for the src gene of ASV (30) and the  
mac-specific sequences of MC29 and their cel- 
lular equivalents (26). 

Transcr ip t ion of cellular AEV-related se- 
quences  i n  normal  cells. The RNA of unin- 
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FIG. 4. AEV-specific sequences present in the DN.4s of  humans (a) and salmon (b). A total of 200 pg  (4 to 
a) of denatured DNA was hybridized (25 g1) with 2,000 cpm o f  cDNA's per point (3H, 0.04 ng; 32P, 0.005 ng) 
under stringent conditions (0.6 M NaCl, 6g°C, SI nuclease treatment) at increasing C,3 values to a final Cd 
of 40,000 mol - s  liter-'. Symbols: O. [3H]cDNA,,,; O, [32P]~DNA,  
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fected chicken fibroblasts contains 1 to 2 copies 
per celi of cDNXaeV-related sequences (25). In 
these experiments, the plateau value of the C,t 
curves was near 100%, indicating that most or 
ail of these sequences were present in the 
chicken DNX and transcribed. We now know 
that cDNX,,, detects probably two different 
moieties of the specific AEV sequences corre- 
sponding to the 75 and 40K virus-coded proteins 

a .  
(12,21,36).  This raked the questions of whether 
both domains were conserved phylogeneticaily 
and whether they were transcnbed a t  similar 
frequencies. We thus conducted a sirnilar exper- 
iment in quail. 

RNA extracted from normal quail embryo 
fibroblasts was hybridized to different cDNA's 
under stringent reaction conditions. The kinetics 
of hybridization are shown in Fig. 6. cDNA.., 
showed extensive homology (over 90%) to the 
quail fibroblast RNA, with kinetics similar to 
those presented here for a cornparison with 
cDNA,,. In contrast, cDNA,,, did not hybridize 
to more than 5%. We thus concluded that both 
domains represented in cDNA,,, are conserved 

- ,  b in quail DNA and that both are transcnbed a t  
40 50 60 70 80 90 100 a frequency of 1 to 2 copies per ceii in quail, as 

weii as in chicken, fibroblasts. 
T e m p e r a t u r e  el 

FIG. 5. Tm profiles. T h e  DNAs were annealed to DISCUSSION 
[ 3 ~ ] ~ ~ ~ ~ , L ,  the Tm values were determined as de- Viral e& sequence. We have been able to 
scribed in the text, and the values were corrected for prepare a c~~~ ( c ~ ~ ~ , e , )  representing the 
the final extent of reaction for each probe with a specific, ALV-unrelated nucleotide sequences 
homologous RNA. A duplex preformed between 
[ J Z P ] c D N ~ , ,  and normal chicken DNA was included contained in the AEV genome. An efficient and 
in each Tm series as a n  internai controi. Symbols: simplified purification procedure that produces 
M, cDA'A,, to normal chicken DNA; O- - -0, cDNAaev in only ~ W O  seiection steps, dowing an 
control; W, cDNA,, to AEV-infected erythro- optirnized yield (11% of the starting radioactiv- 
blast DLVA; 0- - -a, control. ity) with no detectable residual hybridization 
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counts. if such conditions are fdfiiied, the pla- 
teau value of the C,,t curve is lower than the 

I maximum expected under RNA excess condi- 

O 
tions, an additionai internai control -for the 

u cDNA excess requirement in such studies. 
t 
B The  validity of our modification was tested by 
œ 
a determining the complexities of [3H]cDN~'s - 
a prepared to whole ALV RNA and also to the 
O weil-characterized env gene of an ALV. Mea- 
a sured complexities were 8.0 +. 0.8 and 2.25 f 0.2 
.. 

u> 56. kilobases, respectively, values that are in agree- 
ment with published data (13,33). T h e  complex- 

C ity of 3.7 +. 0.37 kiiobases that we determined 
c 
œ 

for cDNA.,, agrees with the value of 3.25 f 0.33 
u kilobases for the continuous stretch seen by Lai 
L 

œ et al. (14) with heteroduplex mapping. Thus, the 
a. adapted method indicated here, although some- 

how complicated to describe but in fact easy to 
use, has proven to be a method of choice for 
determining more accurately the complexities of 
cDNA probes made to specific parts of defective 
viral genomes. It remains to be documented 
whether a highly unusuai guanine-plus-cytosine 

FIG. 6 .  Transcription of the cellular AEV-related content in such sequences would significantiy 
speciiic sequences in normal quail fibroblasts. Total modify the precision of such determinations. 
RLVA was extracted from nonnal quail e m b j o  fibro- Among all of the avian rt?troviruses tested 
blnsts and hybridized (30 ,pl) ut increasing CL values (ALVs, ASVs, and DLVs), only AEV contains 
( ~ ' a r ~ i n g  the RAVA concentration to 10 mg/ml) the erb sequences. Other vinises have been re- 
under stringent conditions (0.6 .M NaCl, 68'C) with ported to induce occ,siondy erythroblastosiç 
different cDNAfs (2,000 cpm each per point). The 
extent of hybridization w m  measured by SI nuclease (8); thus, they must concain other transforming 

digestion. ~ ~ ~ b ~ l ~ :  ., [JHJ~DNA,,,; 0, [ J Z ~ I -  genes or act by a different mechanism. If other 
cDNA,,; x, [3HJcDNA,,. vimses that cause acute erythroid leukemias are 

isolated in the future, it wdi be of interest to 
with ALV RNA, has been designed. determine whether their genomes show relat- 

Complexity measurements of cDNA's repre- edness with cDNX,,,. 
senting parts of virai genomes have used the Two sizes of AEV-coded RNAs. Total poly- 
protection of labeled viral RNA by cDNA excess adenylic acid-containing cellular RNA was 
iiquid hybridization (27). Such determinations tested in different types of ce& by northem 
are not accurate for defective virai genomes. blotting for AEV-related sequences. RNAs from 
Indeed, the specüïc RNA annealed represents AEV nonproducer chicken fibroblasts show two 
only a srnail fraction of the labeled RNA, which distinct erb-related species: a 30s genomic RNA 
consists mostly of helper RNA usuaiiy in sever- and a 23s subgenornic RNA. Such species are 
alfold excess over the defective genornic RNA. also found in mammalian fibroblastic cellç non- 
We thus adapted the method of Young et al. productively transformed by AEV, as weil as in 
(3'7) to deduce the complexity of the specific the RNA of chicken erythroblast clones produc- 
t3H]cDNA directly from the Coti/.r value deter- tively or nonproductively transformed by AEV. 
mined in cDNA excess iiquid hybridization. Un- Both species were also detected by cDNA,,, and 
der these conditions, the measure is then inde- cDNAY, indicating that the 23s species probably 
pendent of any helper RNA excess, provided represents a spliced viral mRNA. Surprisingly, 
that the cDNA is driving the reaction kinetics. both species are packaged efficiently into mature 
Such conditions were conveniently monitored virions. 
by including in the reaction mixture a control These results have several important irnpli- 
cDNA ([32P]cDNA,.p) made to the helper RNA cations. (il There are two AEV-coded mRNA's 
by using a different radioactive label. The con- in al1 tested AEV-transformed celis. (ii) Their 
centration range of viral RNA can then be care- sizes are identical as tested by northern blot- 
fully detennined to ensure hybridization kinetics tings, indicating a simiiar, if not identical, proc- 
in which C,,tIl2 c C,ti/? and Coti/2 is indicated by essing in mammalian versus avian fibroblasts on 
the 'H counts and Crtl,2 is indicated by the 32P the one hand and in hematopoietic target cells 



versus nonhematopoietic c e h  on the other 
hand. (iii) The 23s species could correspond to 

. .. a spliced mRNX conraining the 5' leader linked 
. to the 3' haif of the erb sequence next to the 

. . Aenv-c-polyadenylic acid-containing ALV-re- 
lated sequences seen by heterodupler mapping 

- - .  (14) and in our studies (31; ünpublished data). 
This virion-packaged mRNA is a good candidate 
for the AEV-specSc 40K polyprotein reported 
by other investigators (15, 21, 36) by in vitro 
translation of AEV RNA, in addition to the gag 
fusion T5K polyprotein. 

Additional \+us-coded bands are seen with 
cDNA.., and cDNX, in some infected c e h .  
They may represent read-through transcripts 
into cellular sequences due to a leaky termina- 
tion signal at  the 3' nght-end long terminal 
redundancy, as recently suggested by Benz et al. 
(2). Such additional bands seem to be more 
abundant in clones producing virus (this study 
and Our unpublished data) and could be ex- 
plained by new postcloning inrergations of com- 
plete or partial viral DNX copies. The role, if 
any, of such bands in the transformation process 
of erythroblasts has not been investigated fur- 
cher in our studies. TVe also cannot exclude the 
alternate possibility of viral promoters inducing 
the transcription of some c-erb sequences. 

c-erb sequence. We previously showed that 
normal cellular DNXs of avian and mammalian 
species contain nucleotide sequences (c-erb) re- 
lated to cDNX,,, (25, 31). A cellular origin of the 
c-erb sequences was indicated by a hybridization 
plateau decreasing with the phylogenetic dis- 
tance from chickens to the species tested, as was 
found also for the cellular equivalents of the 
specific sequences of other transforming viruses 
(25, 26). 

The  s m d  nurnber of hybrids observed with 
nonavian DNA, though, demanded closer stud- 
ies. In this paper, we showed that indeed there 
was a ~ i g ~ c a n t  slope in the Cot curve obtained 
with cDNA,,, and the DNX of humans or f ~ h  
(Fig. 41, indicating the presence of 1 to 2 copies 
of these sequences per haploid genome, as shown 

viously for the src gene of ASV (30) and the mac 
sequences of MC29 (26) and their cellular equiv- 
dents. Such a divergence of a low percentage of 
bases probably reflects the increased capacity of 
the viruses to accumulate mutations because 
nonlethai mutations are' efficiently selected in 
the virai progeny. Repeated cycles of infection 
and transformation couid lead to the selection 
of mutations that  wouid enhance the transfor- 
mation activity of the erb gene or could extend 
its target cell specifîcity. In such a way, the  
structural comparison of normal cellular genes 
and their equivalents acquired by retroviruses 
could represent a suitable experirnentai ap- 
proach to the problem of eucaryotic gene evo- 
lution. 

Transcription experiments performed with to- 
tal cellular RNA extracted £rom normal quail 
embryo fibroblasts and hybridized with cDNA.,, 
show that most or aii of the sequences of 
cDNAneV are found in the cellular RNA, al- 
though at  a very low level(1 or 2 copies per cell). 
Similar results were obtained previously for 
chicken fibroblasts (25) and indicate that: (i) the 
c-erb sequences corresponding to the specifîc 
genetic information coding for both the p75 and 
the p40 viral polyproteins are transcribed in 
normal celis; (ii) similar mechanisms of tran- 
scription are operating in chicken and quail fi- 
broblasts; (iii) these sequences are tightly con- 
trolled by the cellular machinery and kept to a 
low level of expression. Whether the c-erb se- 
quences have any role to play in fibroblasts or in 
any other non-hematopoietic or hematopoietic 
normal cell functions remains to be shown. 
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It is most likely that AEV was formed by 
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- sequencing the erbA Gene of Avian Erythroblastosis Virus 
Reveals a New Type of Oncogene 

A b s t n c t .  Avian e~rhroblastosis virus IAEV) conrains two disrinct oncogenes. 
erbA and erbB. The e rbB  oncogene. nehich is homologous ro a porrion of rhe 
epiderrnal growrh facror recepror. is relared to rhe src family of oncogenes and 
eficienrly rransforms enrhroblasrs. uhereas erbA potenriares rhe efecrs o j : : j a  by 
biocking the difirenriariun of e.throoiusrs at an immature srage. This "porenria- 
ror" was sequenced: rhe amino acid seqiirnce deduced from ir nras clearly aiferent 
from the sequences 01' oriier knu1c.n oncogcne producrs and was relared ro coroonic 
anhydrases. These en:?-mes purricipure in rhe rransporr of carDon dioiide by 
e~rhrocy tes .  [lie preclrrsors oj- which are main rargers of avian etyhrooiasrosis 
virus. A src-relared oncogene such as çrbB in synergy wirh an acrii*ared spec<,ic cell- 
derii-ed gene such us erbA cun prqfi)undly afrcr car. evrhroid difjèrrnriarion. 

T w o  distinct oncogenr s  t a n  act  in syn- 
ergy o r  cornplcmenration t o  trrinsforrn 
normal ce!ls (1-3). Sorn r  re!roviruses 
contain two specific ceil-derived se- 
quences  in their genorne (4 -5) .  probably 
leading to rheir s e l e t t i on  a s  highly trans- 
forming v inses .  

Avian e:yrhroolastosis virus (AEV). a 
drf rc t ive  leukemia virus that  transiorrns 
mainly erythroblasts ( i .  8) .  conrains rwo 

independent oncogenrs .  ero.4 and erDB 
(9-14). expressed in t r a n s f o r ~ e d  ce!ls 
from two distinct rnessenge: Rii.4.s 
(mRNA's)  (13. 15. 16). A 5.2-kiiooase 
(kb) mXNA codes  fo r  a c~. toc lasmic  
P ~ ~ Y U C - W ~ A  fusion protein (17. 18) while a 
su'ogenornic spiiced 3.5-kb rnRS.4 pro- 
duces  a 65 t o  63-kilodalton (kDi mern- 
brane-associated glycoprotein ( lSZ1) .  
Both r r b h  and erhB oncogenes  a;: ho- 

A R s a  I * Hae I l l  
R s a  l 
P S I  l 
A r a l  

-W.- Fig. 1. (A i  Scquenc- 
œ CL 

C ing strate-:;. The 
C, h 
C, 
- comple:: AEV DNA 

HI"; I - 
y is rcprcsenic!! linear- 

CC, 
)-r 

PvuI i  - * C C 
ized by Eco RI (121. - --- The erbA sequcnce HaeItI r - -- e was obtained from . . .  

Al, i 7 -* w W CI - thrc: subc!oncs. and 
 au III* ---- solid bars indicate the 

yuy-ero DSA insens: 
- 1 - k b ~  Ava 1-Ava 1. 

S O I  l I a c  I 
A v a  l 
- and 0.7-kap Sac 1- 
A v a l  Sac1 Barn Hl * - - -- Barn HI. Cc!-purified 

P ~ Q  Ptogp/// I-WDA fig&/////// v - c r ~ ~  rcstric:ion fragments 
- - - - -  - uscd for DSA se- 

D Z ~  qucncing lrestric:ion 

P ~ ~ Q ; ~ ' + ' O A  0.5 kbp  
enzymes in the col- 

1 
umn at Icfti werc la- 

6 beled at rheir 5'  tcrmi- 
2 ( 0 1 )  U-" 

,. . . erbe ni with [y-12Pjadcne 
3 ( e 2 )  sine triphospnatc and 

. polynucleoiide kinase 
and sequcnced by the merhod of Maxam and Giiben ( J I ) .  Closed circles indicatc the cleavage 
points insidc of cach inscn and horizontal arrows the direction and length of thc sequenccd 
DNA stnnds. (BI Reading fnrncs in the gcnornc of AEV. The DNA sequence was de:crmincd 
(hatchcdl. The recombinarion of c r ~ A  with the viral gcnomc occurred ai the sites shown as 
thick vcnical bars in the diagnm of AEV DNA. pz7 denotes the rcmaining coding domain for 
the pz7 protcin of the gag gcne. which was truncated during the recombinaiion evcnts leading to 
capture of the rrb insen. The open rcading fnme  for P75C""-'b* and the IWO oiher reading 
framcs in crbA arc s h o w  bclow the AEV DNA. A difercnt open rcading frime was detected 
for crbB. Venical bars denote stop codons. LTR indicales a long terminal repeat. 
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moiogous to avian and mammalian chro- 
mosomal DNA sequences (c-rrbA and c- 
erbB) (4.  W .  22) that may play a roie in 
the merabolism of normal cells. possibly 
in the didercntiation of immature rcd 
blood cells (23). 

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

Thus rrOA potentiates the tnnsforming 
ac:ivity of rrbB and appears to be re- 
sponsible for the exly  blockage of cc11 
diferentiation within the erythroid lin- 
u g e  (2629). 

Although sevenl oncogenes have 
been extensivcly studied. "potentia- 
ton" such as erbA have not been stud- 
icd.:Therefore we anaiyzed the nucleo- 
tide sequence of erbA. Computer analy- 
'sis showed that the deduced amino acid ' 
sequenc: of the . erbA stretch of 
P7YaWrbA is clexly differcnt from the 
sequences of other reponed transform- 
ing proteins. Thus erbA appean to rcp- 

rcsent a distincr new member of the 
oncogene famiiies. 
,-i molecular clone of AEV (pAEV I l )  

(30) with biological activity was used to  
sequence the erbA oncogene by the 
Maxam and Giiben procedure (31). Fig- 
ure 1.4 shows the smtegy used to pro- 
duce the nuc!eotide sequence (Fig. 2 )  
derining the eroA boundanes (Fig. 1) , between the structurril gag gene up- 
stre3m and the second oncogene, erbB. 
downsrream. ï h e  left boundary of erbA ' 

was assessed by comparison to the nu- 
cieotidc sequence of the Prague-C strain ' 
(Pr-Cl of Rous sarcoma virus (32). ï h e  
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Fig. 2. Nucleoiide scquencc of the crbA gcne and of the 5' end of crbB. The sequcncc of 2012 nuclcorides cncompassing the erbA genc is shown. 
The deduccd amino acid scqucncc of the rrb.4 dornain of P75X'r~"bA is indicaicd from nucleoiides 1 to Il94 and the deduccd amino acid scquencc 
of the 5' end of crbB is indicarcd frorn the puraiive spiice acccptor site (Sa. nucleo~idc 1370) to nuclcoiide 1&1. Nuclcoiides are numbered in the 
righr colurnn and every icnrh amino acid is nurnbercd. 
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Ava I site a t  the extreme Ieh of our our sequence (Fis. 1). T h e  structure of pepride is 0.1. whereas the average pro- 
sequence (Fig. 1) is within the coding eroB 1s vinually identical. in the region tein has a ne! hydrophiiicity of 0.07). as 
dfmain for the virion protein pl Wu*. The we studied. to the one recently described expec:ed for 3 cytoplasmic protein (21). 
nuc!eotide sequences of Pr-C and AEV for another independent isolate of AEV, A search for sirniiarities between t h e  1 are almost identicd from this position nameiy AEV-Fi. which lacks the er6A erbA pmtein and the other proteins con- 

( nghtward to residue 1 in the AEV se- oncogene (34). Irnponantly, erbB is tained in the protein data bases (40. 41) 
1 quence. where complete divergence of closely related to the src gené of avian revealed no obvious relationships with 

the two sequences marks the point of sarcoma virus ((34) and o u r  sequence other oncogenes. Thus  erbA may be a 
insenion of erDA. This insertion is locat- data] and to a portion of the epidemal  genuinely new member of this class of 
ed within the coding domain for the growth factor receptor (35). proteins. Domain 1 showed no s î l ient  

1 virion protein ptÏY"' (32). The deduced amino acid sequence of homology with other  known proteins. 
The reading frame of erbA continues erb.4 (298 amino acid residues) is shown but a relatedness was  found between t h e  

unintermpted frorn the ptÎX"* reading under the nucleotide sequence in Fig. 2. carboxyl terminal half of erbA (dornain t 
f m e  3t position + 1 until it is tenninated The calculated molecuiar size of the in Fig. 2) and the cîrbonic anhydrase 
by an amber codon at position 1.195: this erbA polypeptide is 35.4 kD. yielding for famiiy (Fig. 3). T h e  homology begins 
is followed by a stretch of noncoding P75xu*"bA (36) a deduced molecular size with erbA amino acid residue 219 (arnino 
sequences up  to a putative splice acctp- o f i l  kD. Ccilular adenosine 3'.5'-mono- acid residue 10 for the carbonic anhy- 
tor (Sa in Fig. 21 site (33). TTTCC- phosphate-dependent protein kinases drrises) and extends across 180 residues 
ïTi7TGC.AG.G (T. thymine: C. cyto- pnosphorylate serine or  threonine resi- up to the csrboxyl terminus of the mole- 
sine: G. guanine: A. adenine) for the dues within sequences .r-y-:-(Ser or Thr) cule (residue 398 of crbA or residue 195 
eroB gene at nucleotide 1370. It is un- ( 3 3 .  where .r and y are basic residues: of the carbonic anhydmses. which con-  ' likely that the other two e r b h  reading two such serine residues are found in the ttnue for another 64 residuesl. When 
frrimes are used because they are fre- erD.4 stretch at positions 14 and 15. compared with the four mammalian car- 

1 

quently closed by termination codons There are no potential giycosylation sites bonic anhydnses II availabie in the da ta  
(vertical bars  in Fiç. \BI. The consensus hsn-x-(Thr or Ser) (38) in this polypep- banks we used. the ovenl l  hornoiogy 

l 
splicc acceptor site at position 1370 could tide. Thus erbA may be phosphorylated was 27 percent for  180 amino acids, 
generate the subgenornic eroB mRNA in but noc glycosylated. Two domains csn clustered in some portions of the mole- 
an ocen resding frarne diderent from that De dcfined within the eroA protein: nota- cule. For e~arnple.  close to one of the 
of rro.4. and we present the deduced ble festures of the amino acid composi- known ac:i'.e sites of carbonic anhy- 
p a ~ i s l  amino acid sequencc of this read- tion are found in the first domain of erb.4 drases (42 ) .  the hornology incresses to 
inç frarne (Fig. 1). Thus the erhB produc: (amino acids I to 109 in Fiç. 2 )  with more than SI percent (erbA residues 228 
msy starr at the AUG (K .  uracil) codon eievated levels of cysteine and basic to 274). altnough the two residues repon-  
of gag used to produce P7F"uY~"DA (as- residues (10 percent and 1 1  percent. re- ed to be important in the active site 
suming that .AEV and Pr-C use the sarne spectively. within amino acids 1 to 131). (Hisb3 and .4snM) (42)  are not found in 

1 

splice donor site in gag) :  the two pro- in strong contrrist with the rest of the the erbA protein. This may imply a 
teins then share a few comrnon amino moiecule. Hydrophiiicity studies with strucmral. but nor a funcrional relation- 
acids at their NH: terminus. Alternative- the Hopp-Woods procedure (39) indicate ship. Anothe: example is eruA residues 
ly. the erbB product could initiate at the that erb.4 encodes a relatively hydrophil- 310 to 330. with more than 30 perccnt 

I in-frarne A L G  codon at position 1386 in ic product (the value for the erb.4 polk- homology. Tnis homology between the 

Fig. 3. Relatedness of erbA domain 2 to the cxSonic anhydnsc brnily. li'sing the sequence of the putaiive erb.\ polypeptide. W C  p c r f o m e d  
exhaustive hornology searches on the NBRF (41) and NEWAT 00) protein da is  banks with Our cornputer systcm (-17). These searches rcvealed a 
hornology encornpassing 180 arnino acid residues bc!ween erb.4 dornain 2 and the carbonic anhydnse  family. The sirniFicance of this homology 
& a s  funher asscsscd by an alignmcnt program ($8) and adapied by one of us (J.51.C.). The arnino acid scquences of the predicted erb.4 
polypepiide and of shccp (CRSHI)  (49). nbbi t  (CRRB2) (50). bovine tCRBO2) (51). and human (CRHL'?) ( 4 2 )  carbonic anhydnses  11 wcre 
cornparcd. The  optimal alignrneni was found when we used a deletion wcighi o f  I for each gap plus 0.1 times the numbcr of residues in cach  pap. 
In this case. the Needlcrnan-Wunsch similariiy value (32) was found 3.8 standard deviation units above the mcan of 30 shuWed sequences. Scores  
that are 3 o r  more siandard deviation units above the mcan can rcasonabiy be  expectcd to represeni authentic relaiionships (531. C o m m o n  
residues arc boxed. Closed circles indicaic amino acids known to be imponant in the active site of carbonic anhydr~ses .  The one-lctter symbols 
for the amino acids arc A. alanine: R. arginine: N. aspanginc: D. aspanic acid: C. cysteine: Q. glutamine: E. glutarnic acid: G. glycine: H. 
histidine: 1. isolcucine: L. leucine: K. lysinc: ht. me:hionine: F. phcnylalanine: P. proline: S. serinc:T. threonine: W. tryptophan:Y. t y r o s i n c i v .  
valine: B. aspanginc  or  aspanic acid: and 2. gluiarninc or  gluiamic acid. 
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The Fcur C-Terminal Amino Acids of the v-erbA Pclypeptide Are Encuded 

by an lntronic Sequence of the vkrbû Onccgene ' 

'I; 12.: I-VSE.X!f. Institut & Recherches sur ie Cancer de Lille, Faculté & .%decine. P h  de Verdun, 
jM5 Li& Cedez. France and tU 186 IiVSOR.\f. Institut Pasteur. 15 Rue Carni& G d n .  

Lille Cs&, France 

Receiced June  19. 1982 acceptzd Septe* IO. 198: 

T l e  genorne oi  avian erythroolastosis virus (.iLV), a deleccive acuce leukernia 
recrovirus. carries two distinct cell-derived oncogenes in the stmccure j'\g3g-&A- 
erjB-\en*;?. The nuc!eocide sequence o i  the v-erbA gene was recencly reported. In order 
to decerniine the boundar; bet-ween the two adjacent oncogenes. the sequence of the v- 
er6.4/v-srbB junc:ion of XLV was cornpared to that of a recombinant larnjaa phage 
containing a chicken cellular sequence representing the 5' part  of c-&B. The four C- 
terminal zrnino acias oi  v--0.4 are in fact eccoded by a c-erb3 int-on-derived iequence 
thus der.onscrating t l a t  the virus acquired a truncaced c-erb.4 gene. F3r:herxore the 
7 to 10 anino acid residues u p s t r e m  frorn the 4 C-terniinai arnino ÿcias xencioned 
above a;?elrec! :O Se derived :rom mv-re ia~ed sequences. The spiice accos:s: 3ice a t  
the beginninq o i  the oniy open reading frarne for v-mbb' is aiso prosenc ana f-incrional 
in c-e+E' %ken expressed to genera:e a trnncaced FGf (epiderrnal z;r3,*.:.'. factor) 
rece9:or. Thus .GY joins a rrurcacrd ~ 0 . 4  gone to J. cruncatea erj2 geze :.*.r3ug:? mv- . . aer::.ei seqcences acd incronic sequences frorn C--riB. c in% .\c~.i:enic ?:ru. :ne. 

A:-ian er:it:lroblas:osis virus is a deiec- 
ti-e legkernia virus (DLt'j ivhich induces 
bot:? e r y ~ ~ r o ' o i a s t o s i s  and fibrosarcomas 
in chickens (i).  The ginorne of this  virus 
contains tivo independenc cell-derived on- 
cogenes v-er5.4 and  v-erh2 (2.9) expressed 
in transiorrned cells a s  t-.vo dist inct  
mRX.1; ($4). X genornic 5.4-hilobase (kb) 
m R S X  codes for a cytoplasrnic 75,000- 
molecular weight (IIJV) fusion protein 
( P ; ~ Z ~ Y - + + . ~  ) 17) while a subgenornic spliced 

3.5-kb mFl'i.1 produces a v-erbB mem- 
brane  g!:;coprotein of 74,000 h1JV (8, 9). 
Recently, the  v-erbl! sequence (10) w a s  
identified as a portion of the EGF receptor 
(11). JVe h a ï e  sequenced t h e  v-erb.4 on- 
cogene (12)  and s h o ~ v n  t h a t  t h e  carbosy- 
terminal  ha l i  of i t s  product exhibited a 
significant homologs. wi th  t h e  carbonic 
anhydrase  family. This hornologv begins 
with v-erb.4 amino acid residue 319 (arnino 
acid residue 10 for the  carbonic anhy-  
drases) and sr>ans ca. 1SO residues toward 

' Author to .*.!.on requests for reprints should be 
addressed. 

t h e  carboxyterxinus  o i  the molecule (res- 
idue 39s o i  v-eri.4 corresponding to resi- 
due  195 of the  car jonic  an:?:;drases, which 
continue for ano the r  M residues (12)). We 
aIso cornpared the  nuc!eocide sequence of 
v-erb.4 to the  sequincis  of avian vi ra l  
S e m  . . ~ c t u r a l  genes. We found a sig-nificant 
homolog; ((S25) berseen the  end  of v- 
erb.4 (nucleotides llsi to 1183) a n d  a 
portion of t h e  env gene o i  Roüs sa rcoma  
virus (nucleotides 580.1 to 3336) (Ref. (13) 
a n d  Figs. 1-1 a n d  B). However, t h e  s top 
codon for t h e  Pt3'Y-"A fusion protein 
(T-iG a t  position 1195) did not belong to 
th is  s t re tch  of hornologl;. 

In  order to determine t h e  exact  bound- 
a r y  bet..veen t h e  two oncogenes, w e  se- 
quenced p a r t  of the  2.5-kSp EcoRI f rag-  
men t  of a previousl:~ described recombi- 
n a n t  l ambda  phage (NO4 c-erSB in Ref. 
( 2 ) )  containing the  cellular chicken se- 
quences corresponding to the  ups t r eam 
region of v-erbB and we compared th is  
sequence to t h e  homologous region of 
v-erOB. T h e  releq:ant nuc!eotide sequences 
a r e  shown in Fiy. 1.i and allow t h e  fol- 
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.................................................................... 
c-eroa c c : q a c c a ~ c ~ q c a q q q q c a q q a a a a a a q . q ~ a q a a q q ~ a t c a  

- v-ern 1089 C ~ A C U C U C I G ; C C ; ~ ~ C C T ~ ; A C A ~ W A G U ~ C ; U ; ~ ~ C ~ C A ~ & U : T C C C C C C ~ \ C U ~ ~ C ~ ~ ~ ~ C T ~ C A G A ~ ~ ~ ~ C ~ A C  
sac1 . 

, . .  - .  
1181 . . 
**\ 

c-era8 qq~attqccct::qtataqCc:atcct~aaqaqciaaaa~ttqtaaqcatttcoqqtaqcaaqtaatqaaucrcaaaaCqctq8aaa 
v-ara 1179 I ~ \ T ~ ~ ~ U : C ~ ~ ~ ~ G ~ A ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ L C C C ~ C C C C ~ C ~ ~ ~ ~ ~ C ~ ~ ~ ~ ~ C C ~ ~ ~ J ~ ~ C ~ C ~ ~ C ~ ~ ~ ~ ~ ~ C ~ ~ ~ C ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ C ~ C ~ ~ ~ ~ C ~ C C ~ ~ ~ ~ ~  

ena o f  v-et0.4 procsin 

1306 
AEV-H \ 

c-eroû tqctccac~t:qaatqcacaqatatC:atqt:cCqtqtttatCcctqaaqtqCaaqqaatqCaaqqaaatcataqattaqCtqttCcCC 
*-et0 1269 tqcCccacqttqaacqcacaqataCC:aCqC:~Cqtqt::aC:c~:qaaqtqtaaqqa~tqtaaq~aaaC~aCaqatCaqttqCCtcCt 
HER c 4 k A  ................ TCCC:CiUCCAlCWCAlUC ................ 

1370 
5. *a1 

c-eroa ~ ~ C ~ ~ ~ ~ ~ : ~ C ~ ~ C ~ C C C A ~ C C ~ C ~ C C A T W ~ G ~ C ~ G C C C ~ ~ ~ ~ I A ~ U ; ~ ~ C C ~ C C C C A C T C ~ C T W ~ G ~ ~ C ~ C ; C C C C C T C G ~ C ~ C C ~  
v-ero 1159 Cce:ttttqcq~~tC~WC~dCTtiAlWACTClCCTCAllllAIAWTGCTCCCCdCTCiG~WAGKt7C;CCCCCTCC~TCCT 
HER c 4 N A  CTtCAC~CGGCCdCCdWCMCTCTdlCCAClCTCCCCdCTdCAlTWCCU:................................... ............ . . . O  . . .*.. .  

1531 
S* .***O* 

c-erOa G X ~ C A C U T C A T ~ C C C ~ C G ~ C T W C ~ A ~ C ~ ~ C A T C C C ~ A ~ G C ~ G ~ T T G C C ~ G C T C T G C C ~ ~ C C M A C ~ C ~ ~ C ~ C G A C ~ ~ ~ ~ ~ ~ C ~ ~  
v-sro 1019 C C ~ ~ C ~ ~ i W T A C C C ~ G C ~ C ~ C ~ C ~ ~ l G C d W I t i C ~ l C C T G ~ l l C ~ C A C ~ T C T C t C A l C C A X I C ~ C ~ A C d C G A G G ~ T C C ~ C C U  
HE3 c 4 h d  ....................................................... CTClCCCdTC:MAC7C:CCCTdCGCATCCAC:G . . . . . . . . O  

F:G. 1. ( A )  Xuc!eotide sequence of the 5' part of the chicken c-erbB locits: cornparison to  the 
v-erb (12) and human EGF receptor (HEi?) cDYA sequences (11). Tiie c-erjB sequence was 
derermined by the llaxarn and Gilbert procedure (17) .  Coding sequences are  written in capital 
letters and noncoding sequences in srnail letters. Nurnbers refer to v-erb nuc!eotides as in Ref. 
(2). Sa and Sd demarcare the splice acceptor and splice donor sites a t  the extrernities of the  
c-erbB exon. Asterisks mark the diiferences bevXeen the cellular and the  viral erb sequences 
(upper line) and beween the v-erb and hurnan EGC receptor cDIi.1 nucleotide sequences (11) 
(lower line). AEV-H indicates the recornbination site bevxeen c-erbB and an  erjthroblastosis 
virus described in Ref (10). The arrow s h o w  the recornbination point betu-een erb.4 and erbB in 
AEV. Endonuc!ese restriction sites used to produce the probes described in Fig. 2 are indicated. 
Underlined nuc!eotides are hornologous ta env nucleotides of RSV (13). (B) Schernacic representation 
showing the presence of env-relatèd sequences berseen v-erb.4 and v-erbB. 

lowing observations to be made. Firs t ,  the  prisingly the  four C-terminal amino  acids 
homology between v-erbB and c-erbB be- of P F ~ = - ~ "  a re  encoded by c-erbB-derived 
g ins  a t  nucleotide llSl in the viral se- nucleotides which also provide t h e  ter-  
quence (Ref. (12)  and Fig. 1-1); this mination codon of this protein (nucleotides 
defines the upstrearn boundary of the 1195-1197) indicating tha t  AEV acquired 
c-erbB-related sequences in AEV. Sur-  a truncated c-erb.4 locus. Second. t h e  viral 
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1 sequences betxeen nucleotides 1181 and  from t h a t  of both v-erbB (downstream 
I 
l 1370 correspond to p a r t  of an intron of frorn position 1531 in  Fig. 1-4) and t h e  

. c-erbB, c!osed in al1 three resding frames EGF receptor cDNA (downsceam from 
by numerous stop codons and ending nucleotide 2067 in Ref. 11)). We ConcIuded 
with  t h e  conserved splice acceptor s i t e  tha t  the'v-erbB gene is a truncated version 

1 'ïTTïCTTTTTTGCXG/G (Sa in Fig. 1A). of c-mbB, s ta r t ing  within a n  intron a t  the 
' This spIice acceptor site is used to generate 5' end. These observations favor the idea 

I t h e  subgenomic v-erbB mRXA since t h e  that  the  recombination events involved to  
la t ter  did not hybridize on Northern blots generate v-erbB occurred a t  the DNX 

I (Fig. 2, lane 1) with a SUI--4pI probe level. How and when XEV acquired t h e  
(restriction sites indicated in Fig. 1-4) erb.4 gene remains to be deterxined: erbB 

I derived £rom .-IEV DN-4 (nucleotides 1139 before erb.4, erbA ber'ore mbB, or both 
to 1374 of v-mb2) (12). .As shown a s  a together f rom a ce11 having undergone a 

I control in Fig. 2 lane 2, this mRX-l  hy- translocation joining the  two gones prior 
bridized with a Saci-BamHI probe (nu- to their transduction by the  virus? The  

I c!eotides 1139 to 1% of v-erbB) (12). The  homology detected becween the end of 
splice accegtor site described above is also v-erbA and the env gene o i  RSY suggests 
likely to be used during the maturation that  t ~ o  successive recornbination el:ents 

1 

of the  c-erSE transctipt. 'iuc!eotide 15'71 led to the capture of t h e  erb g n e s  by 
of v-erbB corresponds to the beginninq of AEV. In fac:, a possible mechazisn lead- 

l a s t rang  hornolo~:  :\-ith the human E G F  ing finail:: to the c-er3B capcrre by a n  
receptor c9X.i  (nucleotide 191s in Ref. .ALV (a=ian leukosis vi ras i  coi:!d result 
(11)). The  c-&E exon be$nningYxich the  from the upstream i c s e r ~ i o n  or' a LTR 
spIice acceptor siie a t  position 1310 ezds (long terminal repeat) as  re?or:e? 51: Fung 
with the  splice conor sice G/GTG-AG (1;) et a l  (15). Such an ac:iiation ;vouià have 
a t  position 152S, since downstream from generated a n  er0E-containing retrovirus 
this s i te  the  c-or33 sêquence diverges as recently described by Yarnazoio et al. 

I (10) for .lEV-E. A second r e e o ~ j i n a t i o n  
event a t  t h e  D S X  or RI;>- ley:e! would 
occlir leading to the captüre  of erj.4. 

A E V  H D 3  Finally a salient feature  of c-orfE ac- 
K 3  7 2 tivation linked to trans:'armacior, a3pears 

to iny:ol:.e t h e  c-er0E e:-:on d e s c r i j e f i e r e ,  
c - tha i  encodes the carbos::terminzl half of 

5s- 6 
.: m the EGF receptor (16). Indeed the three  

L independent erbE-activated oncopenes i n  
3.5- - AEV (this  paper), in AEV H (PI), and in 

an  LTR activated c-erbB chicken lecikemia 
(15) al1 concern insertions (although a t  
diflerent sites,  see Fig. 1) clustered in t h e  
intron preceding the c-erbl? exon se- 
quences presented in this paper. Ullrich et 
a l  (11) proposed that  the  truncated EGF 

4 receptor may  escape ceIl regxlation by 
,-C loosing its EGF binding s i te  acd thus 

lead to cell transformation. IVhetber such 
FIL 2. Sires  o i  AEyv'-coded R?l.As in  A S - t r a n s -  recombinationç are  facilitated by a privi- 

formed chicken ey throb lss tes  HD3 (described in leged domain contained tvithin thiç intron 
Ref. (19)).  Pol;.(.%)-con:aining RNA was  denatured rernains to be docurnented. I n  a?:: case, 
( 1 9 ) .  separated on v a r o s e  pe!s. and transferred ta 
nitrocellulose. B~~~ hïbridized with a =p-,,ick. Our observations to&ether with the ones 
tr3nçlaced fraqp-,eni iso\ated fiom ACV provirai just q u ~ t e d  heret allovv' to predict tha t  
D N h  (20). L a n r  1. S,LC!-Aprl f ragment;  1sr.e O,. Sucl- most c-erbB activations (by vira1 g?.?OmeS, 
Etri trH1 fragmcni.  estending largely into v - d B  t r 3 n ~ l o c a t i 0 n ~ ,  etc.) migh t involve recom- 
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bination eventç in the intron mentioned 
above. 
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II- DEUXIEME PARTIE: STRUCTURE DES C-ONC 

Les résultats présentés dans la lère partie nous ont permis de caractériser 4 oncogènes au sein 

des DLV. Ces oncogènes dérivent de c-onc phylogénétiquement stables. Dans cette deuxième partie 

des résultats, nous présentons des travaux réalisés dans le but de définir la structure de ces gènes 

cellulaires afin de construire des expériences permettant d'accéder à leur fonction . 
Les articles NO9 et NO10 rapportent le clonage moléculaire et l'analyse de la structure des deux 

gènes cellulaires c-erbA et c-erbB. L'oncogène c-erbB (article N09) a été cloné à partir d'une 

banque d'ADN génomique de poulet (Dodgson et a1.,1979) à l'aide de sondes moléculaires 

spécifiques du gène v-erbB. 6 phages contenant des séquences d'ADN se recouvrant, nous ont 

permis de reconstituer la structure du c-erbB de poulet homologue au gène viral. Nous avons 

vérifié à l'aide de la technique desouthem (l'ADN digéré par des enzymes de restriction est séparé 

selon sa taille après migration dans un gel d'agarose, transféré sur un support solide et hybridé avec 

une sonde radioactive), que la structure de ce gène se retrouvait dans l'ADN cellulaire, et n'était 

pas un artéfact de clonage. La réalisation d'hétéroduplex entre des molécules d'ARN du virus AEV 

et l'ADN phagique ont permis de définir les structures introniques (formant des boucles de non 

appariement entre ADN et ARN) et exoniques (structures double brin). Toutefois, cette définition 

est faite par référence à I'ARN viral, et certains exons peuvent être différents dans 1'ARN cellulaire. 

Pa.  exemple, la séquence nucléotidique (article N08) du premier exon de c-erbB défini par cette 

technique montre que 1'ARN viral contient 180 nucléotides d'intron et que le premier "exon" de 280 

nucléotides ne contient en fait que 100 nucléotides codants. Ainsi, comme v-rn~b (cf article 12), 

v-erbB ne correspond qu'à une portion ( les douze derniers exons) du gène codant pour le récepteur 

de I'EGF. 

La structure du gène c-erbA est beaucoup plus complexe, et nous l'avons analysée chez le 

poulet et chez l'homme. L'article NO10 montre que l'ADN génomique contient en fait deux gènes 

extrêmement proches de v-erbA. Un locus contenant tout v-erbA a pu être identifié dans les deux 

espèces (domaine 1, erbA5' + domaine 2, erbA3') ainsi qu'un locus ou nous n'avons pu isoler que 

le domaine 2. La séquence nucléotidique du fragment d'ADN cellulaire humain et aviaire contenant 

le domaine 2 révèle une classique structure exon-intron . 
Ces deux domaines pourraient représenter deux domaines fonctionnels de la protéine, le 

domaine 1 permettant sa fixation sur l'ADN, le domaine2 permettant l'interaction avec les 

hormones thyroïdiennes (Sap et a1.1986 ; Weinberger et a1.1986). Le locus c-erbA humain complet 

(Dl+D2) présente la particularité de posséder une inversion de l'ADN homologue au D2 viral 

(Figure 25). Cette inversion est étonnante car la séquence nucléotidique du fragment D2 du locus 

humain révèle que le seul cadre de lecture possible dans cette séquence est le même que celui utilisé 

par le virus. Or, ce locus (à cause de son inversion) est incapable de diriger la synthèse d'une 

protéine erbA du type de celle présente dans le virus et responsable du blocage de différenciation 

des érythroblastes infectés (Graf et Beug, 1983, Figure 13). Ainsi, si la protéine cellulaire 

(Dl + D2) a la même fonction in vivo (notamment faire proliférer les cellules érythroïdes 

immatures) que la protéine virale, un mécanisme d'inversion de l'ADN doit se produire dans la 

cellule adéquate pour placer D l  et D2 dans le même sens de lecture. Une étude attentive des 
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F i g u r e  2 5  : Structure du gène E R B  A .  
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nucléotides situés au point de retoumement supposé de D2 (premiers nucléotides non codants) 

révèle le motif CACACGTG. Or, les motifs CACAGTG et CACACTG sont trouvés 

respectivement au point de réarrangement des fragments V et J (Jhl) des gènes 

d'immunoglobulines (Hope et al., 1986) et au point d'inversion du fragment VB14 codant pour une 

région variable de la chaine B du récepteur des lymphocytes T (Malissen et al., 1986 ). Ces 

données suggèrent qu'un enzyme cellulaire pourrait prendre en charge le clivage de l'ADN à ce site, 
1 et un mécanisme d'inversion du type de celui décrit dans le retoumement de la région V du gène 

codant pour les récepteurs de lymphocytes T pourrait replacer Dl  et D2 dans une configuration de 
1 

type v-erbA (Figure 25). L'étude de la structure de l'ADN apparenté à ce locus crbA dans l'ADN 

humain par la technique de Southem montre que tous les types cellulaires que nous avons étudiés 

l (placenta, lymphomes de Burkitt, cellules érythroïdes K562 provenant d'une leucémie myéloïde 

chronique, leucémies érythroblastiques très immatures, cellules d'une lignée de tératocarcinome 
1 
I humain) contiennent la forme germinale du c-erbA (Dl+D2) telle que nous l'avons clonée. 
1 

Nous ne connaissons pas la situation du gène c-erbA dans l'ADN de poulet car cette région a 

l 
toujours résisté aux tentatives de clonage moléculaire. Si l'hypothèse que nous faisons (le produit 

du c-erbA (Dl + D2) est important pour la prolifération etlou la différenciation des cellules 

immatures normales) est correcte, c-erbA serait un gène de différenciation et l'inversion de 
l fragment d'ADN, l'un des mécanismes utilisés par la cellule pour contrôler l'activation de ce type 

de gènes. 

I L'article No 11 rapporte le clonage moléculaire et la caractérisation de l'oncogène c-myb dans 
YADN de poulet et l'ADN humain. Les résultats obtenus montrent que cet oncogène possède 

également la structure éclatée caractéristique des gènes eucaryotes. La différence de taille 
l 
l considérable entre la séquence v-mvb (800 nucléotides) et 1'ARN épissé du gène c-mvb (3.8 kb 

chez l'homme et 4.0 kb chez le poulet) suggère que le virus n'a recombiné qu'avec une partie 

seulement de ce gène. Cette amputation est peut-être essentielle dans l'activation du pouvoir 

transformant de ce gène, car E26 (qui a également recombiné, de façon indépendante avec c-mvb) 
contient la même région de ce gène (Leprince et al., 1983). 
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h~oiecular clonin: and chmcterization of the chicken DNA locus 
rebted to the oncogene e r b ~  of avian erythrobhstosis virus 

1 " 1% INSEXV. Oncdegigic MdenrlSrc. h u w <  Parcs. 15, Rue 
Guain. 59319 Li CeCE(. F ~ c  

Chicken ce!l DN.4 c o n k h s  sequenm which 3re homologous 
1 :., ihr avian eryrhrobi3stosis vims oncopene v iro .  These 

cr.iiuisr sequences (c-er~) have b e n  isohted frorn 3 l ibnry  of 
1 chicken ceU DiVA fngments genented by parti31 digestion 

wiih AluI and Haein and shown to be s h m d  by 3t l e s t  two 
loci in the chicken DNA. One of them, denoted c-erbB, con- ' bins - 1.9 k i l o b m  p ~ n  of chi&en DNA homologous to the 
3' p s t  of the vz rb  oncopene (v-erbd. Restriction rnapping 
studies show that the c i rbs  DNA sequences homoloo,ous to 

I vi.rbg are distributed mono ,  six EcoRi fngments Ioa ted  in 
2 >inde jenornic regjon. Heteroduplexes between vzrbB in 

I , . . -~ i  3Sh md c l o n d  c+?oB D3.A show that the chicken 
Il\.\ wuences  hornologous to v i rgB  3re interrupted by 11 

, D S A  sequences no1 present in the v-?ru oncogene. W'e con- 
I clude frorn our & t 3  th31 the c i roB  locus rnight reprexnt the 
1 cellular projenitor for the v-erbB domain of the v-zrb on- 

copene. 
K words: viral oncogene!c:!lular oncogtne.'DSX c!oning/ 
ratric:ion andysis/"nerercdiiplex rnapping 

Rzcent progr-ss in re:ro\ird onco lop  supports the theory 
ihat some cw.ccrs cau!d be due to DSA rarrmgements that 
bnng ct!lular genes under the control of highly ac ive  trans- 
c:iption promoters (Nein, 1981). ;LIormve:. it has becri 
shown that the rcroviral oncogenes, v-one, are homologous 
t0 "normal" genes of the? host c e b .  c m c ,  which may or  
rnay not be intermpted by intervening sequencrs (Stéhe!in et 
cl.. 1976, Roussel er al., 1979, Goff er al.. 1980, Jones er al., 
l - rSO.  Frmcini er al., 1981, Shdloway er al., 1981). For exam- 
 le, the t rmforming  sene of the avian sarcoma vinises v-~rc. 
t~h ich  contains an  uninternpted coding sequmct of 1590 bp 
(Czernilofsky er al., 1980b). is hornologous to chicken DNX 
Sequences intermpted by five or ni( intervening sequences 
(Shalloway er al., 1981). whereas the ce!Iular gene c-mas, 
homologous to  the transforming gene of bfoloney sarcoma 
virus v-mos, is colinear with the viral s q u e n c a  (Jones et al., 
1980). E.xperimental &ta sugges: that the retroviral on- 
(0ot.na represent ce!lulx gena that play essential roles in ceIl 
3ro.rrh and/or differentiation (Belig er al., 1979. Stéhe!in er 
O(., 1980). If such g e n s  evade cri1 reglation and are con- 
t i n u ~ ~ ~ ~ ~  euprase:! ar a high level th& products might 
chanse the growth and/or a f f m  the differentiation pro- 
g a m m e  o f  the ceil and Iead directly or indirectly to malignanr 

. - .  
transformation. This o c c m  in re.,-ovinis-truisfom c:'Xs. 
where the c:!i-derivd viral oncogenes, nably integrated in the 
host genome, are continuously uansmied under the convoi 
of a virai promotk, a t  a lwe130- 1Cû Urnes higher than th& 
cellular progeniton (Shank et al., 1978. Czerlinofsky et al., 
1980a). This also occurs in some avian Ieukosis virus (ALv) 
inducxi lyrnpiiomas where the "non-transforming" ALV in- 
tezrata imrnediate!y u p s t r e m  fron the cellular counterpan 
c-myc of the virai oncogene v-m:;c, providing this celluIar 
gene with a prornoter (presenr in the viral large t emina l  
r e p t )  and incna ing  its transcliption by a factor of  30 to 
100 ( H a y a r d  er al., 1981). FinaIiy, a construc~ed vesor  con- 
sisting of the c-mos gerie f i a n k d  by viral s equmcx  neccssary 
for replication, integation, and transciprion induczi a 
transformed phenotype in mg:: cr5 into whicb it was 
transfec:d (Oskarsson er al., 1980). 

That the cc!lular progeni;ors of virzl oncogenes are impor- 
mc for ceil ~ a w t h  re-iation zid diiferentiation is par-  
ticulariy we!l Ccc~rnentec? by biclogcal and biochcnicd 
snidia  on deftc:i~e avian le.~iircr,ia virusa (DLV). Tnese 
viruses contain oncogenes aiIed v - r j ,  v-rn:;c. and v-myb 
(Rousse! er al., 1979) which t r m s f c n  and bloc!< the differei- 
riacion of speciEc haernatopoie:ic ~ ~ g e r  cc!ls in virro (Graf 
and Bexg, 1978; Graf el al., 1973; Bèrg er al., 1979). Again 
t h o e  viral oncogena sem to be i e ivec i  frorn normal cellular 
g e n a  that could code for spciEc proteins involveci in the 
control of hxnatopoietic diifer:ntiarion (Graf and B a g .  
1978). 

A ~ i a n  er)-rhrobl~~osis virxs ( . A 3 3  is a DLV that i n d u c s  
eyrnhrolslikaeniia with a shor, p I c d  of l a t acy  and trans- 
forms both avim fibroblasts 2-.d avian q t h r o b l a n s  in 
culture (Graf er ai., 1976). The . G V  virai oncogcle (v-erb), is 
homolo~ous  to avian and  mmmzlian chrornosomal DNA 
sequences k-erb) (Saule er al., 1481). in the .4EV RSA, Y-erb 
is flankei by sguences isogenic to the ALV gag a n d  env 
genes (Lai er al., 1979; S a d e  er al., 198 1 ; Vemscrorn et al., 
1980) (Fieur: 1) ar.d, in al1 AEV-cznsfomed ce% tested, i t  is 
transcribd into two rnRN.As witn lengths of 6 and 3.2 k5. 
The 6-kb RNA s p ~ i a  is a genoric-size mRiI.4 whereas the 
3.2-kb speties, which contains - 2  kb f rom the 3 '  half o f  
v-erb, rnight be generated by ~ Ü c i n g  of the d k b  RNA 
(Figure 1) (Sheinas er al., 1981; Saule er al., 1981). These nvo 
m R N k  probably encode two diÏferent proteins. T h e  6-kb 
R N A  c o d a  for a p75 gag-e:b fusion polyprotein (Hayrnan et 
al.. 1979), while in virro translation studies s u g a t  that  t he  
3.2-kb mRNX could code for a p 4 l  erb protein, unreiated to 
the p75 protein (Figure 1) (Lai er al.. 1980; Pawson and Mar -  
tin, 19SO). Accordingly, it has b e n  propos& that the A E V  
oncogene ma i  c o n t ~ n  two funcional domains, v+rbA ar.d 
v-2rbB. acquired frorn two dii;e:ent e I l u h r  progenitorj 
(Shrinas er cl., 193 1; Saule et ai., 1981), Thus, v-erbA c a n  b e  
dcfmed as the domain of v-erb ccding for the erb p a n  of p75, 
Le.. - 1 kb of the 5 '  part of v-erb. T h e  v-erbs domain is 
defineci by the sequences present in the 3.2-kb rnRNA species, 
Le., - 2 kb of the 3 '  half of v-erb (Figure 1). 

This paper dsscriba our attempts to chancterize the 
chichen DNX counterpxt of v-erb. In chicken DSA frac- 
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Eg. 1. Ehematk  repraenution o ï  AEV reriiuuon q d e  2nd mdecular Kg. 2. Hybridiurion oi  c5cken fi'crociast E m s !  D S X  f : ~ m c . r s  w i ~ \  
doning. 1: Tne prqzmiion of CDS&.  sW.5~ for v i r o  has b e n  extcn- radoiabe!!ed v-ero and c i r o  probcs. CN:ken ii'orociur HXIW D S A  u a  
sivelu d a c i b e d  (Eule  el al., 1981). 3: The Crc-dar AEV pro\ird DSX h u  dietstd with EcoR!. The si:-sc&sted EmR! DSA lragmcnrs w c e  t r z  
k n  cloncd in Xs.\VES.B. by Vcnnsirom er d. (1980). m d  theri rec!oned fez& ro nitrcx:ilulose and hybridnd :O rhe foüwing probes: lanc 1. E 
in  le EcoRi sicc o i  PSR 313 @ . C V - I I ) .  The 1.3-kbp .Sud and ihe poix: lane 2. El probe: luit 3. E, prûix: lme 1. C D S . + , ;  l m e  5. $0 
2.1-hbp AI! AEV DNA fragmenrs are raw.ive!y 7-kbp m d  8-kbp lone 2.:-kbp DNA fragment as p:ok PO'): hne 6. 13i 4.3-kbp O S A  frag- 
when the tou l  p h m i d  DSA 9 digest& by %cl or Ps11. rncr  as probe: Lne 7 . 13i I.9-iibp DS.4 frqm=ir ~s probe. 

tionatedafter EcoRI digestion, se7;eral distinct fragments 
could bc de:=:& with radioac:ive probes specific to v-erb. 
Six o f  t h a e  EcoRl fragmmts are loc l td  in one loc~s, c-erbs, 
spanning > 21 kilobase pairs (k'op). He:eroduplex srudies 
showed that the c-erbB l o c ~ s  conuined 1.8 kbp of DSA 
homologous to v-rbB, interrupted by 11 re-ions not 
homologous to v-erb. The 20-kbp fragment containing se- 
quences homologous to v-erbA is not reponed hae. 

c-erb K disconrinuou in chicken D.VA 
As shown prenously, cDLiA,<v a n n a k  to DNA isoiated 

from normal chicken e I k  tvith a Cot I/: value indicating that 
there is 1 or 2 fuii complemenü of the v-erb oncogerie per 
haploid genome (Saule et al., 1981). This agrea with the 
presencc of rnost eukaryotic gens in non-repetitive DNA. We 
firsi decerrnined the ratricion pattern of the c-erb sequences 
homologous to v-erb by hybridiihg an EcoRI digest of 
chicken chromosornai D S X  with diiferent I2P-labe!!ed pro- 
viral DNA proks. These probes, describeci in Fipur: 1, were 
uiied E,, E2, and El accordin; to their polarity on the AEV- 
provird DNX. As sho\cn in Figure 2, the El probe, contain- 
ing 0.9 kbp from the 3' part of v-erbB, hybridized to EcoRI 
fragments of 0.5,.1.3, 1.9. 3.1, 5, and 12 kbp. The E, probe 
containhg 1.4 kbp in the middle of v-erb (end of efbA + nart 
of erbB) detectd only EcoRI fragments of 4.5, 5.0, 12, and 
20 kbp. The several EcoRI fragments detected by the El pro- 
be u n n o t  be explained by the presencc of sequences 
homologous to the gag, env, and LTR squenca  of  ALV 

hybndizing to EcoRI fragments of the endogenous chich 
virus RAY-O. Inded, a cDSX of the gag, pol, and env g-r 
of an ALC' (cDSXrT). (Saule er al., 1982) onlg dcecttd 
5-kbp EcoRI DSX fragment. Thus, the numerous ban 
revaled by the E, probe probabiy reflect the presencc. in : 
distal 5 '  p an  of v-erb, of sequencs r ~ a t d  in the chick 
grnome. Therefore, from the results dcsc:ibd above, it 2 

per rd  that -3 kbp of the v-erb squenc-s span >U kbp 
the ceIl DNX. indiating a split srmaure for c-erb. 
Lrolarion of recombinant phags conraining c-erb 

To probe the organhtion of the c-erb sequaces 
scrmed a library of chicken ce!i DKA generated by par 
digestion with AluI and HaeIII, using a cDNAaV pr: 
(Dodgson er al., 1979). We seIecxd several phages hybric 
ing with C D N A . ~ ~ ,  and screned t h m  for the presence 
EcoRI DNX fragments identical in size and genecic contez 
those found in the EcoRI digest of chicken chromosoi 
DN.4 and described above. Afte: digestion of the cloi 
DNAs with EcoRI, the DNA fragments w c e  separated 
aearose gel e!ectrophorais, trmsferreci to nitroccllulose , 

hybridized with diffaent radiolabelled probes. As show1 
Figures 3X and 3B, we isolat4 six different overlap~ 
clones (NO, 3CB. 3CA, JK, 13i, 10A) connining only si: 

.the chromosomal EcoRI fra-ments detected by the E, an( 
probes..The order of the EcoRI DNA fra-inti in each cl 
is presented in Figure 3C, and pan of the straiegy emplc 
to establish such maps is shown in Figure 3B and Figur 
None of the DN.4 fragments hybridized with cDNAm 
.shown). Probes E, and E, hybridizd to a 17-kbp fragma 
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fi%. 3. . \ l q  o i  ihc c5cken c i r b  1 ~ 3 .  D4.A frcr. :::csmkrm: pn-cs u s  iuiuî",. d i e a d  uiih EmRI. sub)e;-:& :O a ~ 1 . 3 ~  zt! e!c;ophorsis. s t ~ n c d  
ei th ::5idirrn bronid:. b1o:t-l :O ~ ~ x z ! l u l o s e  f G ; ~ j ,  a76 hybrikzl' 10 s ~ I a :  rci~olab:!ld probes. (.A) U.V. visudi;rBon of EcoRI DNx f n g m n t r .  
Lane5 1.4.7 and 8. siz: nî.j;:r DS., iragnents ooAd a+: digcsiion of SvXJ DSA u-ith diIf::::: resrricion e n q m a :  L u i s  2 uid  9. clone ?j0 DNA. 
Lines 3 and 10, clone 3C3 D5.A. L n e  5. clone Ds.4. i . 3 ~  6. clone 10.i D5.A. Lanes 8.9. a d  10 shm a 6e:r:: se;~xicr. b e r ~ e t n  the 10.9-kbp X- 
C k o r .  4.i DS.4 frgrnen: tk 12-\bu DS., I-mc.: o f  cionc >Ca. (B) h EmRI DxA f~3gnie.ü sc?xa:A 3s ir. ( A )  h y b r i d i ~ d  to the follow- 
iq p:oM: E, proDe (luies 1.13.:.-7: E: ?robe nane 6.7.8.9.10): 50: pro& flme 11): cDs.A,c~.fluies 11.13.11). (Ci Rr;:nzirr. zqs of the chicken DSX 
sycsnc=, :!on& th:  si^ X<:riron 'A r c o m b : ~ :  pk.3;i-es. Ra:nc5on si:s ar: i ~ ~ k f i ~ d  as foi!oivs: / EcoRI s'cc ir. :b: D4;X [ide:: EcoR[ 
DSA fragments: h;îni si;:. T?,: shadî", r7irr.s on L~.: m g s  indiatc :bu :hc îorr-pondii.c sequrncs h y b r i d ~ l  u-ith v i -  s tx i f ic  p r o k .  L c G . ~  o f  
DS.4  f a g e n u  arc lnii:z:k Lq kb -3.  

c i l  DSX,  showing that çome sequences in t h s t  probes \ver: 
adjaccnt in the clones. C lona  50 and jCB ove:!ap withi? 
t?e 4.5-kbp EcoRI fragment of chicken DSX. This w u  
s h o w  by the f a a  that a radiolabelld probe made with the 
2.3-kbp fragment of &O (SO4) hybndizxi 0n1y with the 
3.2-hbp EcoRI fraognent of clone 3CB (Fi-:: 3B) and the 
4.5-kbp EcoRI fragm-nt o f  c5ichen DSX (Fisure 2). Similar- 

the iink be:~ve-n clones 3CB and 13i was shown by 
h!.bfidiwtion o f  the ':?-labelled 3.3-kbp DSX fragment o f  
clone 13i to the 12-kbp EcoRI fragment of Lhe c!ickm DX.4 
(Figure 2) which is dso present in clone 3CB. Lastly, the link 
be:ween cIones JK, 13i, and 10A was shown as follows. Trie 
tu.0 comigrating 1.9-kbp DN.4 fragmenrs of clone 13i labe!i- 

with I2P r e v e d d  two EcoRI DIU'A fngnents  o f  1.9 kbp 
m d  2.6 kbp in the chickm DNA (Figure 2) which are.ako 
P r S e ~ t  in clones JK and 10A. It is c l a r  frorn the maps that 
the six genomic EcoRI fragments conraining c i rb  s e q u a e s  
are loa ted  in one locus, flanked by celluhr squences at  las: 
l5.3 kbp u p s t r m  and 9 kbp d o w w r a r n  which d o  not 
h ~ b n d i z e  with cDKAaGv Figure 3B, hnes 12,13,1.1) or 
=DNA,,, (no: shown). AS will be discussed later, the 5-kbp 
band detected by both E2 and E, p r o b s  had no counteqan 
in the cloned DN.4 fragments cavering the c-erb 1 0 ~ ~ s  
S u d i d .  Also, the 2Gkbp EcoRI fragment de:=[& by the E l  

Fig. 4. Lccdbr ion  of di: 5'  end af rt.,c c-?rbB Imus on v-erbB. (A) . 
pAEV-I 1 DX.4 u x  di-,esied wi[h Hindi fîam 1). Sod flanc 2). mc! PsfI 
Orne 3). Tnc DNX frqrnents uc:e wpxxz!  by agr rov  gel e l c r o -  
phorais. blo[:sd :O nirrax!lulosc. and hybekzzd with the radiolabdlcd 
NO 2.3-kbp DNA f rymrni  as probe (NO: yrok).  (B) Polpdcnylvcd 
RvAs exuacid frorn chicken cythrob'uir rransformcd by AEV ( U V - 2 )  
w c c  denaiurcd with giyoxd, se;rcira[cd by agiuox gel e l ~ r o p h o r a i s .  
bound to DE51 papcr. and hybr id i~d  wit!! cDI;Aay Orne 1) and the 
FOJ probe (hne 2). 
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Fig. 5. Hc::rzdidu?i:s Ce:?crn \irai rrb 3.?6 chicken c i r o  cloned DSX. The tnrir: : a r ic icn  m g  of :he c i r b J  ch id-  l a x s  has Sm e ç s b l i i ~ e d  f ron  
r a u l ü  pressnrrl in 5:-t : ~ ? c  Fi?:: 1. He.:roduplm.ra Ne: fomcd k u e n  :h: :!on= 3C9 (A). 3CA lB1 w,d JK ICI c~v+.ng rhe entirc c i r b g  lccrs 
w d  XEV viral R U .  Tic ;1 DY; se-ezrr f o ~ i n $  he:t:cduyi$xcs ut index$ as the a'wve v e ~ i a i  bus on the rs.i:ion rnap u.hcc rhe reslnc!on r 
x e  id~zri i i rd by die =roui  LxIou as foilouj: EcoRl sires; Kpnl jiies: A Bonii l  sira. The 5 '  and 5'  r n i r i  of :he AEV RS.4 are indialcd $ 
[kt  scienatic re;:senar:on of nez:&u?iexs. 

a d  E: probes on the c:?ic!.rs DY.'? Slot could not be iound in 
m y  of the phzg-; isoixcd ;;oc the l i o r s ~ .  

T o  locrite uher: the 5 '  pw. o î  cirb  maps on  virS .  the 
D 3 . A  of clone . e V - 1  1 cüt by difiercnt restric~ion rnqrnes 
(HincII, SccI. PsiI, s e  Fiwre 1) w s  hybndizcd uith the 
['?]NO4 DS.4 fragrnezt (Figure 4.A). T'ne >O1 probe 
hybridized uith the DS.A fragmenrs HincII, 1.3 kbp. SacI, 7 
kbp, and PsrI. 8 kbp. T h u ,  the 3 0 4  fragment containino the 
5 '  part o f  c-ero m q s  at  - 2  kbp from the 3 '  end of the 
w r b B  dornain. tKb'e then hybficked the Pi04 probe to ccllular 
poly~denylated RS.4 esirac;ed ;rom erq-hroblasu transform- 
d by AEV ( R A Y - 2 ) .  As s h o w  in Figure 4B. the h'O4 se- 
quences were praent in the 3.2-kb subgenomic AEV RNA. 
According!?, the c-erb sequenca homologous to vzrbB w c e  
aUed  c-erbB. 
The c-erbs szqüencu are spiir in II "eron-like" regions 

T o  e~arn ine  f u ~ h c :  the or_zanhtion of the c-erbB se- 
qurnccs homologous to v+rbB in the 21-kbp long locus in 
chicken chrornosomd DNX, we allowecl heterodupleues to 
f o m  bti twen the DNX of genomic clones and the RNA 
isolatxi from \irions r e !aed  by AEV-trmsformd eqthro- 
blasts (cell clone 6C2). Pis shown by the hybnd regions f o m -  
cd between the \-irai RNA and ihe cloned DN.k 3CA, 3CB, 
and J K  covering the a t k e  c+rbg l o c ~ s  (Figure 5 ) ,  the v-erbB 
sequcnccs homologous to czroB forrned 12  smdi double- 
stranded regions separated by 1 1  non-homolo~ocs rq ions  
that a p p a r e d  as singe-strandd loops'on the rnicrogïaphs 
(Figure 6). Len-h measuremenu indiute  that the duplex 
regions comprise - 1.8 kbp and the non-homologous x- 
quences coversd - 19 kbp (Table 1). By comparing the 
haeroduplex m a u r e m e n u  and the restriction enzyme coor- 

Table 1. L:ng:h of k:::cCrplc~ -c,s k u e i  XCluron -iX C+I 

c!ma and . G V  R M  

Doubh s m n d d  n i n r n d  l o o p  
s c q r n r s  

a 233 = 30 9 1 2 ~ = 1 C O  1 
b 50 = 10 1 O 2 ISCKJ t 100 1 
C 1 4  = 50 21 3 l lCO=l ' -O : 
d 120 i 20 20 4 6 3 t 5 0  1 
e ICO = IS M S 3 6 C O r 2 0 0  Z 
f 170 i 30 3; 6 3100 t 2ûO : 
g I 5 0 =  30 9 7 m t 2 m  2 
h 75 I 16 33 8 1 m t 1 1 0  : 
I 170 +. 25 24 9 2 x l = 2 0 0  I 
J W i  '5 15 10 8 C O t 2 0 0  I 
k 250 = 45 15 I I  l l C O t 1 0 0  l 
1 1 6 0 %  ?O 12 

Toul  1755 -. 100 18920 t 200 

The double nrandcd -mu and inrcnd lmps noution refcr to Fi: 
6. The lengtfa in kilou- -; s.d. rc?rcenr the 3vcrriga of m a u r c :  
of n he:eroduples rnclcila. Sinde- and doublcsrrînded 6 X l Ï 4  or fc 
DNA w a e  used inlerrd s.a&rds.  

dinates (Figure 3C), we senerateci the rnsp shown in Fi- 
w h a e  the 12 DNA fragmats  foming  hce:oduplexe( 
phced relative to the ra t r ic ion enzymes sites. 

Discussion 
We have isolated recombinant.phages connining six O 

several EcoRI DXX fragnenu detet:d in the chi 
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s r n d  insertion in v i rbB.  non-horr,ologous to c-eroB. whicti 
would appear as a smdI single-stnr.ded loop in the hetero- 
dup1e.a. 

It may inded  be possi'ole that some of the v<rbB sequenc:s 
ove:lapping in the E2 and E, proba  arc nonhomologous to 
the c*rbB s g u a c = s .  These proces deecr a 5-kbp EmRI 
DNA fragment in the cscken DEI.+ b a t  w u  not found in the 
c i r b B  loc~s .  This raises the fo~owing inte~esting hypothesis: 
the 5-kbp DNX fragment could conuin squences (in o n e  o r  
sevcai pieccs) that have b e n  insend indqendendy into the  
AEV v-erbB domain, at a site ove:!appin$ the boundary bc- 
weui  E2 and E,. It foiiows that in the DNA-RSA hetero- 
dup1e.x mapping studies, such an inserc would have a p p a r e d  
as a singe-stranded ioop of virai RXX ins ted  of c!i&en 
DNX. An argument in favour of Our hypothesis is that suc\ a 
loop of 0.6 kb is present in the he:erodupIex micrograph of 
c!one 3CB (and 3C.4) (Figxre 5 )  that maps precisely around 
the HinclI site betwecn the fragxezts E, and E, o f  viral 
DKX. The 5-kbp fragment de:ec:eE by both E, and E, probes 
could ais0 be due to a deletion in the 12-kbp EcoRI fragment 
in one of the dle!es of the chicken DN.4 tested. It could also 
be that this fragment belon- to a p s e ~ d o g s e  (Vanin er ai., 
1980). Work is in progras to isolate Îrom the chickm library 
the phage containing the EcoRI 5-:iJp fragment, in order to 
be able to explore these h)pothass funhcr. Part of the ~ - e r b . ~  
l o c ~ s  situated in the IC-kbp EcoRI frarncnt of chicken D S A  

conuining s g u n c e s  homoiogous CO vzroA has b e n  
c l o n d  by Vennsirom and Eishop (!9S3). .\gain, in this loc.s ,  
750 bp o f  chicken DS.4 homologous to vzrb, are inter- 
r u p t d  by the nonhomologous :*ans. 

Our raults, togetnc: ivirh chose o o ~ i n e d  by orhcs,  sugo51 
that the c i r o B  locus rrieht be a ce!lula: gene, the progenitor 
of v i rbB:  (a) it h u  b e n  shown t!at ~ D 5 . 4 . ~ ~  d c e r ~  
hornoiogous sequcncs in the D5X of aU vexebrate cells in- 
cluding human e!ls (Rousse! e! al., 19-9; Saule er al., 1981), 
with a hybndiution plateau decrn4L?g wirh rhe phylog~netic 
dis:anc from chickens to the sp~f i e s  tened, as was s h o ~ n  
a h  for rhe ce!lular equivaicnts of th: "cunc" of o~kte: a v i a  
transfonning nruses (Rousse! er al., 1979); (b) the absence of 

Fig. 6. Sunmary of rhe k.e:cdupi:s siudis. This ele.ron r n i c o g ~ p h  cmple te  or defecive proviruss of an endogenous avian 
%xi arificialk COIXUU~: :~  from tk h c : e : d u p l e x m i ~ o ~ ~ ~  p r s m c d  in vira in the vicinity of the c-erbB l o c ~ s  niles out the possibility 
Figure S IO aiiow a c ieu  \iswiiurion of hornd-ou ( l e t s  a Io 1) yid  
non-hornolqous (nurnkrs 1 IO 11) r e o m  whow lengths a~ presenid in 

b a t  cz rbB was inrrduced inro the chicken genome by infec- 

Table 1. rion by a re!ated a ~ i a n  anc-s:or; (c) the presencc of interven- 
ing seguenca that split c-erbB into 12 p i r c~s  (se: also V a n -  

chrornosomd D S A  by virb-spccific probes. These six EmRI strom and Bishop. 1982) is analogous to the organization of 
fragments of  0.5.1.3.1.9,3.1.4.5, and 12 kbp are contiguous manu e~karyotic spiit g-na.  .4 simiiar orgmization has b e n  
in one genomic locus and are f l ankd  by cellular DNA se- deriionstrated for the cellularsrcgme (Shalloway eral., 1981) 
cjuenca (15.3 kbp at the 5 '  end and 9 kbp at  the 3 '  endl and for one of the two Harvey sôrcoma virus oncogene v-ras 
which d o  not h y b n d i z ~  to any o f  the vzrb probes used or  to ceUular homologues (Defeo et al., 1931); and (d) c-erbB is 
cDNAr,. Rgtriction mapping nudies and hse:oduplex transcribed in chicken ce!ls as m R S . k  o f  s iza  12.0 and 9.0 
analysis with virai R S X  and cloneci DSX s h o w d  that - 1.8 kb (Vmnstrom and Bishop, 1982). 
kbp of chicken DN.4 in the c i r b B  locus are horno~ogous t0 I t  seems that AEV originared by recombinarion o f  an 
the 3' half o f  v+rb (v-erbB) and are interrupted by 11 non- ALV-related virus Lvith ce!luiar sequnces &:na) from dif- 
homo logo^^ re@ons ranging in size from €Cû bp to 3600 bp. ferent loci in the chicken genome. Ir  renains robe  dererminei 
The organization of  the c-erbB locus a p p a r s  to be sirnilar 10 if the tu.0 domains. v-erb., and v-2rBs. of the oncogene 
mmy e u k q ~ t i c  g r n a  which conuin coding squences (a- generated are required for transformation o f  avian ce!is by 
ORS) interruptzS by non-coding s e q u e n a  (introns). AEV. 
However, it would be impmdent to use the term evon t0 
describe the c-erbn sequcncs homologous to v-erbs, because hi=terials and rnethods . - 
me homologies b c u  e n  v-erbB and c z r b s  have o n l ~  b e n  ~ d k ,  riri<u. .<ind c!ontd D.VA jragmmn 
defuicd by heteroduplex studia.  However, n o  mbstimtiO? AEV4rrnsformcd :q lhr~blur<  (Ka u c i  obirinia ihroueh the 
loops w a e  visible on  the e la t ron r n i c r o ~ a ~ h s .  ~ g a i n g  of ~ . ~ r . f  and H.BN~. m e  AEV-II  done wxi ~ i n d l ~  p r o n d d  by J.B. 

there was no 1uec  reo_ion o f  non-homology betwern Bishop snd the chicken D S A  frqrneni librq, by J.Dcdgon. 

and c-erbB. f i a l  d o s  not rule out the possibility o f  a 
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The !ibruy of :andom c5jckcn c:!l DNA fngmçits prcpscd in X - M o n  
M (DosCron ar JI.. 1979) u s  s c c n e d  with a [l?:cDNA smfic Tor the v- 
cj wquenc: of AEV (cDSAG,) uhic! u.&~ s ) n t h a i ~ d  and xlec,cd as 
pubLished rcc:nrly ( S u l e  er 31.. 1951). ,%mi indwdud ovclapping d o n a  
WC: isoiated Y rcprcsenutive of one chicken ICCW. 
P,-eprarion of D'i - l s  

S c r m d  chicken fi'oroblut hi& n o i e d v  wcig,ii DSA (HSIW DhA) was . 

pr~"&ed by incibaring chicken ;rimixp tibro0iuü overnighr a; 37°C in Tris 
0.01 !TI, pH 7 . 4  SaCI  0.15 51. EDTA 0.001 51. SDS 0.1% and proreinve K 
1CO *$/ml (IO1 c=!ls/ml). The digat w u  ihcn broughi to a density of 1.7 by 
addine, CiCl (2.545 g/:! mil uid c n r r i i u s d  for 70 h a 15°C in a Bakmm 
SOTi rotor. H5tW D h h  uiu rcçwered ihrou$ a large hole in the ruberail. 
m d  didysed enensively ~ Y n s t  Tris 0.005 hl. pH 7.4 and EDTA 0.001 M. 

Recombinant phage DS.% uere p r e p e d  as daci-=ibed abovc from phage 
pcic!es pown and 2urilid J.S pubiishd (Suie  a al.. 1981). 

P-e,wralion of =P-spcif ic D.\'A p r o k  

Rc;racnutivc spxiiic :adioia'k!l& cDSAcv and CDS.%, wae  s}n- 
t h a i z d  in cxwenous rerc:iom using 50s-:OS d:ai R S A  remplara. d f  
t h m u s  DY+.-pr i;r;..e: and pu:ind avim rnye!oolrrtosis \ i r ~ s  po l>mcae  
(Saule el al.. 1981). The spcs7::n. and the compieUty o i  ihev  probes have 
k n  :.~te.uively descnbed (S;iule er 01.. 1981). 

P r o k  s w i f i c  for dciined rc:iorn of the v-zrb squcnce were p r e ~ x e d  by 
nick rranslarion. in the prn,%: of il:P;CTP. of DSA fragments E,. E, and 
E l  ( E ~ u e  1)  origiruiing from rhe .\EV-Il clone d i g a i d  by EcoRI and Hin- 
cl1 (Vcnsirorn er al.. 19SO). The CS.& kagmcnis u c t  p u i f i d  iwic  by e la -  
i rophorss in O.Sffo agarose g:1 ;:ior IO !he nick iranslauon rac3on. The 
F l , c i ~  o i  rhese ?robes ka\: dsu : e n  :xi:nsi\ciy d s i 5 k î  fiennsirom et 
d.. 19%): Shc:ncss Cr  al.. l9Sll. 

R~:::;::on endonuc!ezM -5: oci~ir.ec! f rcn  ümnringe: (\Imnheirn, 
=G, and Bi;L Inc. (LS.-\I. 7-7: D\A =i~:s:icrs acre p r f o r n d  ax3:dng 
io ;?e sup7iier's im;ru;'?oni. D\.\ fr3gxcnis o ~ i a i n e l  ai~e:  rarncion er.- 
donu;!:ae dige::ion uc:: SC-+-a:& 5y e!e;::o;hortsis in O.Suo aurose 
hoizonul gc!s m d  trw.sftzr? :O m::h-:!Iduse as ;:siously dacri'oed tku ie  
er al.. 19s:). The Sctuihera bio5 He:: hybridizd ;O s*.fic ['P]cDS.As. 
u s n d .  dri::',. and sucni:r:d IO aü:ora&-rapny. 

Lroicion O/' .-l EL' genomic R.\.-l 

XI'-trmsforrned prduc:: q-.k:ocix,:s (cz!l !in: 6CII w c e  groun and 
.XE\.' \ i n o u  ue:z isoh:-l :@::Ac: .*;th :he heiv: R\V-2 binons. frcm I 1 of - -A.... ' - * y -  - nrlm . 2nd :-,u~n=:",n 2 ni1 oiTns-XCi. pH S. ‘;KI 0.1 hl. ED- 
T.A O.WI \1 (buifc: .A) c o n z o k ;  C . i 7 u  SDS and ICO ;rg.mi oi  proi6nase K .  
Akr: 15 min of in;rbarior. J? 5t 53%: uxc ex:rac:& !u.ic uirh an 
?cal voiurne of phenol sa !c r~ :e  u i:k Ouifer A. The R S X  in the aqueous 
j5-ae uaz prcc ip i iu r  o\ernig,~: a: - X'C O! 2 v o i m s  of ethanoi. Tnc 
ysiie:. rc;o\e:cd af:e: ;:n::Yup:ior. fo: :O min ai :5 CCO r.p.m. (SowallS5)4 
roior). u . 3 ~  Cissol~ed in Tris-HCi 0.02 51 pH 7.4.0.5 51 ';aCi. 0.01 SI EDTA. 
and O.2Vo SDS (buffc: B) ai SO'C. Poiy(A)ion.Jiring RSAs wcre hybridized 
ro 0.1 mi of oi ioodT celclose CTj. Coilaborative Resejrch) quilibraied in 
buffc: B ai 50°C. Tne oiigo4T e3ulose w u  washed cxtensive!y wiih buffer B 
a :he s m e  iezperature and ihe wiy(.Ah-oniaining R S A  wxs eluted with 0.2 
ml v o l m a  of Tris-HCI O.COI 51 pH 7.4 and EDTA 0.001 XI (3 ha )  ai 
rmrn tcmpraiure. Xhe: ado5cn of a O& ren:h the volume of sodium 
ac:mc 2 hl. the RS.% ne:: p:tcipi~!ed overnigh( ar - 70°C by adding t h r c  
v o l u ~ a  of c:har.ol. Tne RS.A pi!:: obiained aiie: m r i f u s a i i o n  for 30 min 
31 15 a'0 r.p.rn. uais i a u s p n c ~  in 10 of Hal::. The RSXs wer: routindy 
md!rctri b> agarose gr! e!erio;norsis aire: g iyod  ueatneni filchlaste: and 
C~irnicbc!.  1977). [nac: R\.A (30Si prs~ra i ions  uere ai - iODC in 
s m p i a .  

SI pH S.S. SaCi 0.3 M. and EDT.4 0.01 hi. SYnpla of 10 4 w u e  im- 
mediately lnnrfcrred to a 9 ° C  walcr Sath and f u n h a  incubaicd for 3 h., 
Afra incubation. 5 umplcs wcre immdiveiy prqarcd for spruding ontd 
a h y p a p h c  of saur. The simple n a  eitha broushi to 7Omo fornamide 
50% forrnvnide and 4 hl ura. in 0.1 51 Tris-HC. pH 7.5. EDTX 0.01 51, 
and 50 pg/rnl of qtochromc c. 0x174 DNX (5356 bp) or Id DNA (6389 Spl 
w y  m k d  wirh the w m ~ i a  M o r e  spreading and used 3s internai I c q h  
rnarkn .  .Llolenila wer: picked up on 3C0 rnah c o p ~  fi& covered wiih 1 
thin c v t o n  film or with parlcdion and suined for à0 s maximum wirh um!i 
aczzie. The gi& ut re  then shadoucd and observrd as ~ubljshed (Sadenal.  
1982). 

l 

We ihank G.Torpicr. A.Jacob, and H.WZcrgraf  for heip and a d v i a  wiq 
the eleciron rnicrcscopy: J.Dcdpon. J.Suomme:. and D.Engd for providinc 
th: chicken DKA l ibrw:  T .Gnf m d  H . 9 c ~ g  for the er)~hroblasi donc CC: 
B.Vennsuom and J..LI.Bishop f a  rhc AEV DSA c!one AEV-I I and f a  th/ 
comrnunicsion of son: bu F o r  ro publiaiion: J.Col1. PShau? 
D.Solruck. and \V.Kc!le: fcr he!pful a d n c  and B.Blamch for excellent r)T 
ing. This uork u a  supporred by from I S E X 5 1  (CRL 79.5.W.2, 
80.20.26). CSRS (033695) and the Putc-r Insritute of Lille. 

References 
Alu-ine.J.C.. Kenip.D.J.. yid Swk.G.2. (1977) P m .  ivrnl. Acnd. Sc 

L'U. 74. (350.5254. 
k ~ g . H . .  von KirchbacS.A.. Dodcr!Cn.G.. Cons5ence.J.Ç.. and Gral.: 

(1979) Cal(. 18. j-C-:%. 
C x q . J . .  m d  DariCson.?;. (1977) ,Vuleic .Ac& Ra.. 1. 1539-1552. 
Cz.zNiofsLy..\.. Dclor'k..\.. Suar~ucm.X..  Vaz~us,H.,  9ishop.J.. Tis;-.c 

R.. ar.d Gx&~.~i.!- i .  (19931 .Vuieic .-!cd Ra.. 8. 2967-29%. 
Crerniioisi;y..A.. Lsimon..\.. vsTu.H..  B;sHop.J.. Ti5her.E.. q 

G & I I ~ . H .  (19S081 .Vc!ure. -37. 198-23:. 
Dt::o.D.. Gon&.\l..A.. Young.K..A.. CF2nç.E.H.. L0ny.D.R.. Sri:::' 

E.hI.. m d  E!ir.R.\v. (!QS!i PCC. 'a!. .-Ici. Sci. L' î - l .  78. ?33-::I 
Ddg0n.J .B. .  S:rorx,c:.J.. and Enzei.J.D. (19791 Cali. 17. 879-887. 
Fru7cim.G.. E\en.J., S:>:nt.J.. an5 LVone-5td.F. (19Sl) .%mure. 2: 

1.2AI57. 
Gs;f.S.P.. Giltu3.E.. \Viric.O.S.. w.d E j l h a e . D .  (1950) C d .  2 --- - , : , - , s5 .  
Cml.T.. Adt.S.. 2eg.H. (:9'3) .Voure. 2%. 1%-501. 
Craf.T.. and Bszc.H. (19-3 Bicrnrm. Bioyn:?. .-lcrc. 216. 269-2: 8. 
Cr,f.T.. Royc:-Poior2.B.. Sc.hukr,.G.E.. and 6c.1g.H. (1976) V i m i c  

71, 42;2:2. 
HJ:T,~.X~.J.. Ro!e:.Pois:~.8.. a*<= Cz7.T. (19791 Fimiwd. ' 

31=5. 
I-!a!.*.ud.\V.S.. Se!.D,.C.. a73 .k:riz.S. (1931 1 .Vmure. 'W. 1 7 4 N .  
Jor,s.'cl., Bossei-Ï2r,.R..A.. van de Swr..f..\.. Berns-A.. Fm.H..  a 

V m s l . , \ t .  (19SOl Roc. .\ml. Ac&. Ei. L'S4. 77. 2651-2625. 
Ki6n.G. (1931) .Yarure. 23.1. j13-31s. 
Li,Ll..Ll.C.. Hu.S.S.Ç.. and \.'c-g:.P.R. (19-9) Virology, 97. 366.377. 
LY.%l..M.C.. h'ei1.C.T.. and v0or.P.K. (1960) Z P d o ~ v .  100. 4754S3. 
XlcS1s.ter.G.K.. m d  CYnichac!.C.C. (197)  h~ .  K a l .  Aud.  . 

L'Si. 74. jSà5'8àS. 
OrLxsson.%l.. S1cCierncnu.w.. Bkird.D.. lliz=!.J.. and Van de Wou 
C. (1980) Science /i{'&h.). 107, 122-1-2. 

Pauwn.T., and \lzÜn.G.S. (19EO) J. L'irol.. 51. IN-2%. 
Rousse!.~l., 5 u k . S . .  h-0u.C.. Rorrm:ns.C.. I3eïg.H.. Graf.T.. 

Stche!in.D. (19-9) .Yarwe. 3 1 .  352455. 
ku1e.S.. Roussel.'cl.. hgrou.C., and SChc!in.D. (1981) J. Yirol.. 

409419. 
Agarose gel a1ec:rophores~ of po l j l . 4~onro in ing  celldcr R,VAs ku1e.S.. Srrgant,A., Torph:.G.. R~a.5t .B. .  Pf6fer.S.. and Suhc!ir 

Poly(.\koniaining celutu RS.% w c e  p r q u e d  s dacribed ( V m a  (198Z) J. Vird.. in press. 

19;s). R,VA umpla  uerc derdard  bu _eluo,yd Qlc\l;isrcr ;uid Sbdlow3~,D., Z-knczA.D., and Cm~r .G.5 t .  (Igs1) ti. 531-3 

C~rrnichae!. 1977) m d  subzinei  10 ei~:rophorczis in 1'5 apex horizontai S1mli.P.. Hqhes.S.. Kung.H.. hlaj0rs.J.. Quinire1l.N.. Gunukî  

gck subrr,:ry~J in phuspiut 0.01 5;. pH 6.9. Bishop.J.. and Varnus.H. (197s) Cell. 15. 1383-1395. 
%cincss.D., Vennst:om.B.. m d  Eishop.J.Xl. (1981) C d l .  23, 291-300. 

Trrns fer-h::bridi:c:ion o j  R\.-is - Stibe!in.D.. 5uk.S. .  Roucl.!Tt.. Sc:ganth.. L3-ou.C.. R m m c i  
S i x - s e ~ r a t e d  RS.% WC: rr~-sfczed IO diuoCcnqlo.~,ymrhyl (DB.11) and h a . 5 1 .  (19%) .Cold 9 r i n ~  H m h r  $vrnp. Quonr. Bid.. 

pape: pre-+ed a d-i:riW- by hi.rine. 1977. The Norihcrn blou wçre 1215-123. 
hybriçiul with EP-lak!lrd DS.4 probcs. u.ashd. m d  submiried io auto- Stihelin.D., V~rncs.H.E.. Bishop.J.51.. and V0gi.P.K. (1976) f imure. 
rad io~aphy as aiready dscritcA, by Saule er al. (1951). . 170-173. - 
Hrrerodupler ana!~sa Vmin.E.F.. Goldberg.G.1.. Tuckcr,P.S., &id Smithis.0. (1980) Sc 

256 .212 -3 .  
Thc AEV vird RRKA p r c ~ c d  as dtscritxd above h y b r i d i ~ z  10 intact Vansrrom,B. and Eishop,J.51. (1982) 'JI, 135-1 43. 

r ~ c m b i m n t  P ~ S C  DNA und= * hich ~omu-nid: conditions (C~sc). ~ n d  Vcnmrrbm,B., hmhie:.L.. Sloscovici,C.. and Eishop.J.hl. (1960) J. 
Davidson, 1977). AEV RSX m d  X rccombinsnt DSXs (1 ps/ml. I:I m d u  36. 575-585. 
ratio) WC:: denaturd  ai 75°C for 10 min in :Oro f o m m i J e .  Tris-HCI 0.02 ,l..L. (197S, ,. ,,Yol,, 26, 612-6'19. 



l The 3' half part of the cellular erbA oncogene is inverted in the humnn 
genome. 

l *U 124 INSERM - IRCL - Place de Verdun - 59043 LILLE Cedex 
#L' 156 INSERLI / CBRS 0 4  1160 - mSTITUT PASTEUR - 1 Rue Calmette - 59019 LILLE Cedex 

- 
+ to whom correspondence should be addressed. 



ABSTRACT 

We have previously determined the compIete nucleotide sequence of the v-erbA oncogene of 

Avian Erythroblastosis Virus (AEV). Two, domains c m  be defmed within this gene and one of them, 

the 2' half of the gene (domain 2) is related to the carbonic anhydrase gene famiiy. 

DXA sequences complementary to the v-erbA oncogene have been identified in human and 

chicken DNX libraries. The isolated human clones were divided into two d i s h t  groups: one, À ~ A T ,  

contained the total v-erbA related sequences, but exhibited an inversion of the 3' region relative to the 

viral polarity, while the other only contained the 3' half part of the v-erb.A sequences and was 

designated khAP. Only the partial c-erbA locus (^CAP), which reresents a c-erbA related locus, was 

cloncd in the chicken library. Hybridization anaiysis and sequencing data revealed that the human 

c-erbA inverted segment corresponds to the v-erbA-domain 2 sequence. 



l 
\\ I?JTRODCiCTION 

Some avian retroviruses contain one or two oncosenes hornologous to avian and mamrnalian 

1 chromosomai DNX sequences which may play an important role in the merabolism of normal cells 

(Roussel et al., 1979; Col1 et al., 198%; Leprince et al., 1983; Vennstrom and Bishop, 1952). AEV 
l which induces erythroblastosis and sarcomas in chickens (Graf and Beug, 1978) is interesting in that 
l respect since it carries two host cell-derived genes denoted v-erbA and v-erbB ( Vennstrom and 

I Bishop, 1982; Sergesnt et al., 1982). In the human genome these genes are on two separate 

chromosomes ; c-erbA has been assigned to chromosome 17 and c-erbB to chromosome 7 (Spurr et 
l al., 1984). In infected cells the provirus is transcnbed into two distinct rnRNAs. A genomic-lensth 
l mRNA directs the synthesis of a 75,000 molecular weight (MW) cytoplasmic fusion protein 

containing both reuoviral and a encoded sequences (Hayrnan et al., 1979). Sequencing of the 
1 

v-erbA oncogene revealed that two domains c m  be defined within the a polypeptide (Debuire et 
I al., 1984). The first domain (N-terminai haif) is homologous to the human glucocorticoid receptor 

I (Weinberger et al., 1985) and to the human esuogen receptor (Green et al., 1956; Greene et al., 1986). 

The second domain (C-terminal half) exhibits a relatedness with the czbonic anhydrase family 
1 

(Debuire e: al., 1984). A subgenomic rnWA encompassing the & ,ocne codes for a membrane 

associated glycoprotein of 73,000 MW (Schmidt et al., 1985). 

Erythroblasts infected by AEV are blocked in their maturation at the Cm-E stage (Samanit and 

Gazzolo, 1982). The molecular cloning of AEV (Vennsnom et al., 1980) and the construction of 

deletion mutants in v-erbA or v-erbB made possible the identification of the gene involved in th? 

blockase of erythroid differentiation (Frykbers et al., 1983). v - e r b ~ + -  mutants lack detectablz 

transformins activity while v - e r b ~ - B f  mutants still transforrn both eqthroblasts and fibroblasts. 

However erythroid cells infected by v -e rbA-~+ mutants, in conuast to AEV transformed CFV-E. 

differentiate spontaneousiy and grow only under culture conditions similar to those that promote th< 

differentiation of normal erythroid cells in vitro (Graf and beug, 1983). From these data it appears that 

the v-erb.A product is involved in the control of erythroid differentiation. This prompted us to study the 

structure of the c-erbA genes assurning that they could also be involved in the control of normai 

erythroid differentiation. We have isolated several molecular clones containing chicken and human 

DNA sequences complementary to the v-erbA Tene. Hybridization and sequencinp analysis of thess 

clones showed that the chicken and human genomes contain a complete c-erbA locus (hhAT in human) 

as well as an independent locus (ÀcAP and hhAP respectively) corresponding to the 3' half part of the 

rene (domain 2 of v-erbA). Surprisingly, in IhAT, the phage containin2 the complete human c-erbA 
w 

locus, the 3' half part of the gene (domain 3) was found in an inverted orientation compared to the 

v-erbA polarity. 

Southern blot analysis of human genomic DNA indicated that this peculiar structure was found 

in al1 the human cells tested. Therefore the inversion of v-erbA-domain 2 related sequences in the 

human genome leads us to speculate on the possible rearrangement of this gene (according to a 

mechanism observed in human DNA for immunoglobulins (Lewis et al., 1954) and T-ce11 receptors 

(Baltimorz, 1956)) to generate a c-erbA product, similar to the one found in AEV nansformed cells, 



and this inversion may be involved in the control of eryhroid differentiation. 

bIATERI.ALS AND hiETHODS 

Isolation of chicken and human erbA DNA containine recombinant uhazes 

The library of random chicken DNA AluI-HaeIII fra-gments prepared in Charon 4A (Dogdson et 

al., 1979) was screened with DNA specific probes for the v-erb sequence of AEV (probes 1, ? 

1 
and 3 depicted in figure 1) (Sergeant et al., 1982). Two human DNA libraries (one DNA digested by 

EcoRI, the other digested by AluI-HaeIiI) prepared in Charon 4A vector (Lawn et al., 1975) were 

I screened with the same probes. Several individual overlapping clones were isolated as representative of 

the chicken k.4P and human n M T  and IhAP loci. 

Prepxation of DNAs 

DNA was prepared from K562, a human transformed erythroid ce11 line (Lozzio and lozzio, 

1975) and LY 47 a human lymphoid ce11 line (Bemheim et al., 198 1). Placental DNA was obtained 

from healthy donors, ( Sergeant et al., 1982 ). DNA prepared from chicken cells W9 and MSB 1, 

cells of lymphoid ongin, and OKlO Bhl cells of myeloid origin were described in Col1 et ai., (1983b). 

AEV nansformed erythroblasts and normal erythrocytes from the same chicken were a generous gift of 

Dr T.Graf. 

Cloned DNA probes 

DNA fragments for the preparation of j2p probes were obtained from suitable recombinant 

plasmids by enzyme digestions and agarose gel electrophoresis. The 2.6 kbp BamHI fragmeni 

represented the entire v-erbA gene and part of the v-erbB gene was isolated from AEV provirus cloncd 

in pKH47 (Vennstrom et al., 1980). The 0.8 kbp AvaI fragment corresponds to v-erbA-domain 1 

(Debuire et al., 1954); the 0.49 kbp SalI-SAcI fragment to v-erbA-domain 2 (probe 3), the 0.25 kbp 

SalI-Pst1 fragment to the 5' part of v-erbA-domain 2 (probe 4) and the 0.24 kbp PstI-Sac1 to the 3' 

part of this domain (probe 5) (9). The location of these fragments in the AEV genome have bezn 

described previously (Vennstrom et al., 1980; Debuire et al., 1984). Chicken and human genomic 

probes were as follows: probe A, a 2.8 kbp XhoI fragment corresponding to v-erbA-domain 1 

isolated from the 2.8 kbp EcoRI fragment of khAT2 subcloned in pKH37; probe B, a 2.5 kbp 

EcoRI-XhoI fragment corresponding to the 3' part of v-erbA-domain 2 was isolated from a 4.5 kbp 

EcoRI fragment of lhAT2 ais0 subcloned in pKH47; probe C, a 2.2 kbp KpnI fra,ment from the latter 

insert corresponds to the cornplete v-erbA-domain 2; probe D, a 1.8 kbp EcoRI fra, ornent of khAP3 

corresponds to the 5' part of v-erbA-domain 2; probe E, a 4.3 kbp EcoRI-HindIII fragment isolated 

frorn the 4.8 kbp EcoRI fragment of nh'4P3 was relevant to the 3' part of v-erbA-domain 2; probe F, 

a 5.5 kbp EcoRI fragment was isolated from XcAPl and was relevant to the complerz 

v-erbA-domain 2. 



1 
l DN.4 seauencino, 

i \\ DNA sequencing was cvried out by the base-specif'ïc chernicd method described by LI~xam and 
l 

1 Gilbert (1980). Fragments with 5' protrudin; ends were dephosphorylated with bacterial alkaline 
phosphatase and were subsequently 5' end-labelled with 3 2 ~  ATP using T4 polynucleotide kinase. The 

labelled fragments resulting from chernicd modification and cleavage were fractionated on 25, 16 and 

6% polyacrylamide gels and autondiogap hed. 

I RESULTS 

l Isolation of human and chicken c-erbA senornic clones 

Human and chicken DNA libraries established with lambda phage Charon 4A were screened 
i 

with a complete v-erbA probe, probe 1 (descnbed in Figure 1A). From two distinct human DNA 

libraries five different clones (ihATl and h A T 2  ; IhAPl to ;ihAP3) were isolated and analyzed by 

restriction enzyme digestion and filter hybridization using probes 1 and 4 (Figure 1A). The restriction 

map of these clones is shown in Figure 1B. In order to determine more precisely the content of thess 

clones in erbA sequences, we used probes underlined in Figure 2 to hybridize filters carrying 

restriction endonucleases fragments of cloned AEV DNA. The enzymes we used allowed to 

distinguish bstween domains 1 and 2 of erbA since Sa11 endonuclease cleaves the erbA gene 13 

nuclsotides upstream of domain 2 (Debuire et al., 1951). In Figure 2 we show that probe A spans the 

5' part of v-erbA, its hybridization pattern was identical to the one of probe 2 used as a control. Sincs 

probe A was unable to hybndize with the small AvaI-Sac1 fragment (a 0.36 kbp fragment of 

domnin 2 revealed by probe 3 that also reveals the 0.8 kbp AvaI fra, ornent) we concluded that the 
I 9 kbp EcoRI fragment of À ~ A T ~  contained essentially sequences of the 5' haif of erbA. In contrasi. 

probe D (a 1.5 kbp EcoRI fragment of hhAP3) hybridized with this 0.36 kbp AvaI-Sac1 fragment 

but failsd to hybridize with the large 1.6 kbp SacI-SalI fragment encompassing domain 1 (revealed b?, 

probe 2) and the 0.24 kbp PsiI-Sac1 fragment (3' pan of domain 2, data not shown). Thus the mort 

5' erbA sequences contained in the partial c-erbA locus are resmcted to the 5' pan of domain 2 

(SalI-Pst1 fragment); the end of this domain was found in the 4.8 kbp EcoRI fragment of ;UiAP3. 

which hybndized with the 0.24 kbp PstI-Sac1 fragment shown in Figure 1. In ihAPl 15 kbp of non 

hybridizing DNA sequences preceded the EcoRI 1.8 kbp DNA fragment containing the beginning of 
l 

1 - erbA-domain 2. We concluded that the IhAP1 to khAP3 phages only contained the 3' part of v-erbA 
l 

relafed sequences. 
1 

Using the same strategy as above, sirnilar patterns were found for the chicken clones ;ICAPI and 

1-cAP2 descnbed in Figure 1B and Figure 2. Probe F (5.5 kbp EcoFü fragment) showed an identica! 

hybndization pattern to probe 4 (data not shown). Since this probe did not hybridize with the large 

1.6 kbp SalI-Sac1 domain 1 fragment we concluded that the erbR content of these clones was 

restncted to erbA-domain 2 and thus was similar to 1.hAP. Furthemore a strong cross-hybndization 

ivûs found in stringent conditions between the cellular insens of lhAP3 and icAP1 (data not shown). 



Comuarison of the nucleotide seouences of v-erbA and the c-erbA suerch contained in xcAP2 

In order to locdize more precisely, with respect to the previously deyined domains 1 and 2 of 

=ment v-erbA, the erbA content of xcXP, we sequenced a 0.37 kbp EcoRI-BarnHI DN.4 fra, 

encompassing the most 5' v-erbA related stretch found in iccAP?. Figure 3 shows the compaison 

between the viral and cellular chicken sequences. The homolog be,$ns at nucleoade 56 of c-erb.4 

conesponding to nucleotide 676 of the v-erbA sequence. This homolog continues for 259 nucleotides 

in the s m e  open reading frarne as v-erbA (the two other reading frames are closed by numerous stop 

codons) until terminated at nucleotide 346 (nucleotide 934 of v-erbA) where complete divergence of the 

sequences marks the end of the v-erbA related snerch. In c-erbA, a typical splice donor consensiis 

sequonce CAGGTGAG (nucleotides 344 to 351) (Mount, 1982) is found at the breakpoint of 

homology (nucleotide 346) and a suitable consensus splice acceptor sequence is located at nucleotide 

88. Upstream of this position, the open.reading frame is immediately closed by a stop codon TAX 

(nucleotides 76 to 78). 

The homology between the cellular exon described above and its virai equivalent is 78% at the 

nucleotide level and 94% at the amino acid level, with the large majority of the mutations occurring at 

the third nucleotide of the codons, sug,oestin,o that XcAP2 contains a related but distinct c-erbA locus. 

Inverred orientation of human c-erbA-domain 2 of IhAP when compared to v-erbA domain 2 

Southem blot analysis performed on the 4.4 kbp EcoRI fragment of hhAT2 insened in PKH47 and 

digesred with EcoRI and HindIII restriction endonucleases showed an unexpected pattem when 

hybridized with probes 4 and 5 (data not shown). The small HindIII-EcoRI fragment (1.2 kbp) 

localized in the most 3' part of hhAT2 (Figure 2) hybridized with probe 4 whereas the larger fragment 

hybndized with probe 5 ,  therefore exhibiting an invened pattem of hybndization in connast to the 

espected one. In order to confirm this inverted orientation at the nucleotide level we sequenced the 

1.2 kbp HindIII-EcoRI fragment. Figure 3A shows the comparison between the v-erbA sequence and 

the corresponding hurnan sequence. 166 nucleotides downstream of the EcoRI site of the human 

fragment we found a typical Alu sequence (Haynes et al., 1981) confming a previous report by 

Jansson et al., (1983) which descnbes two clones he-Al and he-A2 similar (if not identical) to ÂhAT 

and ;.hAP respectively. In the human sequence the homology with v-erbA-domain 2 resides in the 

3'45' orientation (fragment Ea-H) when compared to v-erbA-domain 1 related sequences (Figure 3B). 

This homology begins at nucleotide 656 in the hurnan sequence which corresponds to nucleotide 674 in 

the v-çrbA gene (Figure 3A) and continues in the sarne open reading frame as v-erbA until nucieotide 

916 (nucleotide 934 in v-erbA). The homology is 85% at the nucleotide level and 9170 at the arnino 

ricid level. Like in the chicken hcAP sequences, the v-erbA related sequence is found in an exon-liks 

structure limited by splice donor and acceptor consensus sequences similar in both species. Ths 

\iornology between human and viral erbA sequences starts again at nucleotide 1626 in human sequence 

where a typical splice acceptor consensus sequence takes place (nucleotide 935 in v-erbA) and 

continues in the same open reading frame until nucleotide 18-53. The homolog with v-erbA sequence 



disappears at nucleotide 1837 in c-erbA fragment (nucleotide 1146 in the virai counterpart) beyond 

,, which the 3' end of v-srbA streche is denved from the retrovirai env sequence (Henry et al., 1985). 

This cellular exon exhibited 56% of homolog with the Wal sequence at the nucleotide and amino acid 

I Ievel. The end of the cellular c-erbX exon is not found in this sequence. 

I Southen analvsis of the chicken and human c-erbA loci of oenornic DNA 
1 

In order to determine whether the inverted c-erbA related sequences found in ÀhAT were cloning 
l 

artifacts or representative of the cellular fi structure, we analyzed the c-erbA locus by Southern blot 

L experirnents. DXA fioin piacenra, h562 and LY 47 cells was digested with resniction endonucleasss 

and hybridized with probes A, 8, C, D and E. As shown in F i p r e  4A and B the structure of the 

cellular sequences present in xhAT was similar to that of genomic DNA sequences cleaved with KpnI. 

I HindIII and EcoRI. The same expenments were performed on chicken cellular DXA using Sac1 and 
I BarnHl restriction eiizymes (Figure 4C). In severai chicken ce11 types we found in the genomic c-srb.A 
l 

l 
sequences a pattern of restriction sites identical to that of the isolated hcXPl and ÀcAP~, DXX. 

However, we detected the existence of a polymorphism for Sacl in the 5.5 kbp EcoRI fragment use:! 

to prepare probe F. 

DISCUSSION 

In this paper we descnbed the orsanization of the 3' part (domain 2) of the c-erbA gens iii 

chicken and human DIuAs. We demonstrated that this gene exists as two distinct loci in both DNAs: 

one contains the entire v-erbA related sequences (domains 1 + 2), the other only corresponds to 

v-erbA-domain 2. This latter locus exhibited a typical exon-innon structure su~;esting the existence of 

5' v-erbA unrelated esons. Therefore the two c-erbA loci could encode two distinct proteins strongly 

similar in their carboxy-terminal moities but different in their amino-terminal part. WC could 

hypothesize that the carboxy-terminus of the molecule retains the biological activity of the c-e:'nX 

product and that the arnino-terminus acts as a receptor of specific ligands. It is interesting in this respect 

to note that v-erbA-domain 1 is homologous to the receprors of glucocorticoids and estrogens cD'iXs 
1 

(Weinberger et al., 1955; Green et al., 1956; Greene et al., 1956). Therefore a single ligand cou!d 
I 
I iriduce two different biological effects, if the amino-terminus of the c-erbA protein is involved. 

1 
Alternatively t~vo distinct ligands could induce similar biological effects if the carboicy-terminus of th? 

1 c-erbA protein is implicated. Since the c-erbA products have not yet been isolated we canno~ 
1 distinguish between these two possibilities. 

A smkin: feature of the complete human c-erbA locus is the inverted orientation of the second 

ciomnin compared to the viral genome. This inversion was first suggested by hybridization data, theil 

confirmed by nucleotide sequence analysis (we do not know whether this organization is similar in ihz 

chicken genome because we did not succeed in cloning the complete chicken c-erbA locus). IF thz 

v-erbA related product plays a role in hurnan erythroid differentiation one can expect, in appropriate 

cells, an inversion of the second domain of the complete c-erbA locus in order to brinp domains 1 

and 2 in the same reading frame as in v-erbA. We do not know wether the hhAT clones contain a 

functional c-erbA gene. However K562 cells express mRNAs containin2 both domain 1 and 3 
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(Jtinsson et ai., 1983 luid unpub. dan) and we have not isolated genomic clones containinz a complzre 
l 

1 \\ c-srSA sequence distinct from AhAT. Therfore it appeared that XhXT probably represented the hunian 

C-erbA sene and we expected to find in its nucleotide sequence signals su,agesting that an inversion of 

domain 3 could occur. In fact, we found three interesring snetches (Figure 5): 

First, 41 nucleotides upstream from the splice acceptor site delimiting the frrst exon of domain 2 
I we noticed the sequence GAGG (astensks in Figure 3X) aiso found at the recombination point of 
I renoviruses with cellular sequences (Besmer et al., 1956), and at the recombination point of c-mvc 
I with immunoglobulin sequences in mouse plasmacytomas (Piccoli et al., 1954). 
1 

Second, an invened repeat (CTSTGG) flanked by two direct repeats GCTC and CTGCC was 

detected in the suetch of the sequence expected to be involved in the inversion of domain 2. 

Third, overlapping the intron-exon 5' limit of the first exon of domain 2 ,  a CACAGCTG 

secluence is present (in the black box in Figure 3X, asterisks in Figure 5). A sirnilar sequerice 
l CXCACTG was found in the Vp germiine fragment of T-ce11 receptor genes at the point of inversion 
I 

l 
leading to the V-D-J remangement (Malissen et al., 1956). Another sirnilar sequence CACAGTG was 

found in the vicinity of the recombinntion site of irnmunoglobulin joining gene segments (Hope et al.. 

1956; Lewis et al., 1954). This type of sequence could be a privileged site for nucleolytic enzymes 

and. in fact, an endonucleolytic activity that innoduces a double-suand cut at the dinucleotide TG of the 

CACXGTGCTGIGGTG sequence (Hope et al., 1956) has been identified in nuclear extracts of chick 

ernbryo bursa and mouse fetal liver cells. Another particularity of Our sequence is the presence of a 

typical Alu family element, 168 nucleotides upstrearn from the splice acceptor site indicated in Figure 

3.4. This sequence might also play a role in the inversion of c-erbA-domain 2. Indecd. the suucturn! 

fe:itures mentioned above do not prove that an inversion of c-erbA-domain 2 occurs in the course of 

erythroid ce11 life but the accumulation of these elernents c~mnot be fortuitous. 'vloreover DNA brsaking 

and rejoining regulated by ADP-nbosyltransferass has been shown to be involved in the differentiation 

of vanous cells (Johnstone and Williams, 1952) suggesting a link between DNA remangement and 

cellular differentiation. Thus it is tempting to speculate that c-erbA is involved in erythroid 

differentiation and that DNA inversion within this gene is a key mechanisrn in the control of this 

irreversible process. 
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LEGEIiDS 

Fioure 1 : Resmction maps of lambda clones conraining human and chicken c-erbA sequences. 
\ 

The resulting maps were consmcted from Southern blots of phage DNAs hybridized with 

probes depicted in panel A. 

1 Panel B : restxiction endonuclease cleavage map of the insens in the lambda phages. 

1 Hatched areas represents hybridizing v-erbA fragments. E: EcoRI, E,: EcoRI sites generated by the 
l 

l 
I 

addition of synthetic linkers used for establishing the library, Xb: XbaI, H: HindIII, K: KpnI, B 
I 

BamHI, X: XhoI, A: AvaI, P l :  PstI, Pv: PvuII, S: SalI, Sc: SacI. S* and B* indicate the allelic 
l 
l resmction sites in the chicken and human cellular DNA. J -J Sequenced fragments. 

l 
Figure 2 : Hybridization of human & sequences to U V  DNA. 

1 AEV DNA cloned in the EcoRI site of lambda Charon 4A was double digested with AvaI 
I and Sac1 (A-Sc), Sa11 and Sac1 (S-Sc), PvuII and Sac1 (Pv-Sc) restriction endonucleases. The 

1 fragments were sepaxated in agarose gel, transferred to nitrocellulose filters and hybridized with 
I nick-translated probes (2, A, 3, and D described in Figure 1) listed across the top of the figure. 

Fi?ure 3 : A - Nucleotide sequence of v-erbA-domain 2-related fragments in chickén and 

human cellular DNAs and comparison to v-erbA. 

In order to align viral and human sequences we have indicated the sequence of the 

complementq strands of the human fragments in their 5'+3' orientation. Brackets delineate an ,4111 

family sequence with both ends underlined and a direct repeat of 13 nucleotides (the poly A rich 

snetch at the left end of the Alu sequence) is written in italics. In the cellular sequences, nucleoridss 

different from the viral sequence are indicated. Sa: splice acceptor site; Sd: splice donor site. The black 

bos contains the sequence depicted in Figure 5. Coding triplets of the cellular sequences modifyin: the 

encoded amino acids found in the v-erbA polypeptide are boxed. The fifieen 3' nucleotides of v-srtr.A 

are in fact of env origin. 

B - Representation of humrin c-erbA organisation compared to v-erbA (not to scalé). 



\ Fiowe 4 : Analysis of a related sequences in chicken and human chromosomal DNA. 

Panels A and B represent human DNA dipsted with enzymes listed across the top. TA 
resulting hgments were separated in an agarose gel, aansfened to a nitrocellulose Nter and hybridizt 

with the probes indicated in the fi,gure (A, B, C, D, E, F and 3 described in Figure 1). Lane 1: K56 

DNA, lane 2: Ly 47 DNA, lane 3: placental DNA. 1 
l 

Panel C represents chicken DNA digested with enzymes listed across the top and treated ,I 

descnbed above. Lane 1: RP9 DNA, lane 2: OKlO Bh1 DNA, lane 3: MSB1 DNA, lane 4: nomi 

erythrocyte DNA, lane 5: AEV transformed erythroblast DNA (these cells were obtained from th 

s m e  chicken which providied, before infection, the normal erythrocytes used in lane 4). indicatq 

v-erbA fra,gments. 

Fioure 5 : Salient features of the human c-erbA sequence. 

Direct repeats are boxed, the inverted repeat is underlined. Sequences of imrnunoglobul 

(Lewis et al., 1954) and T-lymphocyte receptor (Malissen et al., 1986) are shown for compxison. 
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1 The hurnan DSA locus related to the oncogme q v b  of nvinn 
m yelo blas tosis virus (AMV): molecular cloning and structural 
chnrac tenzation 

D.Leprince. S.Saule. C.de Taisne, .A.Cegonne. A.Be;ue, Weinberg, 1981). These highly trmsforrning retrovituses are 
1 hf.Ri;hi and D.Stehelin* thought to have arisen from generic recornbination betwern 
1 

1 INSERM ti 186. Ontologie .Ilol<'culire, Institut Psreur. IS nie C.Gui.rin, 
, 59019 Lille Csdex, France 

Chicken and human ceil DNA contains sequences homo- 
logous to the avian m'eloblastosis iirus oncogene. v-rnyo. 
These cellular sequences. c-n-b (human) and c-tn-vo (chicken), 

1 were isolated from libmries of human or chicken ce11 DN.4 
fragments, generated by partid digestion with the restriction 
en-mes AiuI and HaeIII, and compared. The chicken c-myb 
locus isolated from two distinct overiapping recombinant 
phages. contained five contiguous EcoRI fragments of 5.4, 
1.1.2.1.2.2 and 9 kbp, accountin; for al1 the bands seen with 
a v-0-6 probe in a complete EcoRi digest of chicken cellular 
DN.4. Likewise. the screening of the human libraq yielded a 
recombinant phage h'bridizing with the v - p b  specific pro- 
be. that contîined fiFe EcoRI fragments of 2.3. 2.6, 2.0, 1.2 

I and 5.0 Abp (the 1 s t  ending with ~n artificial EcoRl site, due 
to the con~truction of the i i b r a ~ )  belonging to the c-myb 
(human) locus. Probes using the EcoRi chicken DNA cioned 
fragments re\ealed corresponding contiguous Eco= 
fmgments in the hurnan clone. Subsequent analyses of 
cellular pol'sdenylated mR%A extracted from human and 

I chicken cells ailowed the identification of single R\A species 
of 3.3 and 4.0 kh, respectibely. 3s the representative trans- 
cripts of the c-rnyb locus in the two species. Thus, c-myb ap- ' pcxs  as s single locus in man and chicken, consened with a 
similar structure in the two distîntlj related species. Our 
preparation of a specific human c-myb probe with 3n increas- 
ed sensiti~ity on DSA/RN.-I blots should facilitate analyses 

' concerning this gene in hurnan normal or tumour cells or ' tissues. 
héy rvords: avian myeloblasrosis vims/viral oncogene/ 
cellular oncogene,/DNA cloning/RNA blotting 

/ Introduction 
Acute transforming retroLiruses are responsible for the 

onset o f  different types of cancers in rnany vertebrate species. 
The avian defective leukernia viruses (DLV), 5vhose cellular 
targets are primarily hernatopoietic cells, is a particularly well 
studied group. l l hen  propagated in vivo, these viruses induce 
different types of cancers within a few uecks of inoculation 
and they transform hematopoietic cells in virro; some strains 
also transform fibroblasts and epithelid cells (Graf and Beug, 
1373; Graf and Stehe!in, 1982). They are ail defective for 
replication and need. for their piopagarion, h e l ~ c r  virus con- 
taininj the normal rira! structural genes ka: ,  pui and errv) 
(Graf and Stetielin, 1982). Their genomic RN.\ contains both 
helper virus-related sequences and spe.:ific sequenccs called v -  
o n ~ .  implicated in the transformation process. These v-onc 
scquences h a ~ e  normal cellular counterparts, (c--ont), in the 
DXX of vertsbrates and possibly in~ertcbrates (Shi10 and 

pooriy oncogenic helper viruses and phylogenetically stable 
cellular genes. How such recornbination occurred is not yet 
well understood (Graf and Stehe!in, 1982; Bishop, 1982). 

The eight available DLV isolata have been divided into 
several groups according to their transforming potenrials and 
v-onc genes. The avim mye!oblas:osis sroup includes avim 
rnye!oblastosis virus (;L.IV) and E X .  two rnyeloblastosis- 
inducing virus strains which have becn obtainrld as indepen- 
dent isolates (Graf and Beug. 1973). XkIV (Beard, 1963; 
hIoscovici, 1975) incuda rnye!oclutosis in chickens and 
trmsforms immature rnyeloid ce!ls (Gazolo et al., 1979) as 
well as mature macropnages (Durban and Boectiger, 1981) 
frorn chick embryo yolk sac culturts; ACIV is so far the only 
DLV strain which has a transforrning capacity restricted to 
the hematopoieric lincage (Graf and Stehelin, 1982). 

The 7.2-kb AClV genomic RI;.\ contins a cornplete func- 
tional gag gene, rnost of the poi  gcne and a transforming se- 
quence. v-myb, in place of env sequcnîcs (Souza er ai., 1980). 
The expression of v-mvb is achiel;ed rhrough the presence of  a 
subgenomic spliced RSA of 2.1 kb found in ail &\IV- 
trmsforrned ceUs (Gonda er ai., 193 1). This spliced RNA con- 
tains v-rnyb as well as re-ulatory stquences derived frorn the 
5 '  k15) and 3 '  (U3) part of the gcnomic KVA (Graf and 
Stehelin. 1982). Sequencing of v-rn~b revealed a single open 
reading frame, which rnight code for a protein of 30 000 
daltons (265 amino acids) (Rushlow er ai.. 1981) or, alter- 
native!~. of 45 000 daltons, if an uostrem initiation codon is 
used (Nempnauer er al., 1982). 

E26 is another rnyeloblastosis \;rus independently isolated 
frorn a field case of 'er)-rhroblastosis' (Ivanov er ai., 1962). 
that also harbours part of the v - m ~ b  sequences (Roussel er 
ai., 1979). E26 induccs the proliferation of both erythroid and 
myeloid cells in vivo (Sotirov, 1931). A sirnilar situation is 
observed with bone marrow ce!ls transformed in virro by E16 
and seeded in erythroid- o r  myeloid-stirnulating growth 
medium (Beug er al., 1982; Radke er ai., 1982). Furthemore, 
E26 also transforrns quai1 but noc chicken fibroblasts in 
culture (Graf er al., 1979), therefore showing an oncogenic 
spectrurn different frorn that of .%\IV. In addition to v-rn~b, 
E76 contains a so far unidentified sequence (S) which could 
play a role in eryhroid (and/or) fibroblastic transformation 
(Roussel er ai., 1979; Stehelin er ai., 1980). In contrast to 
A.\lV, the putative transforming protein of E16, designated 
p135, is translated frorn the 5.7-kb genomic length RN.\ 
(Bister er al., 1982), as a fusion protein containinj gag and 
myb determinants, as tvell as probably Xdetenninants 
(D.Leprince in preparation). E26 m d  h l l V  illustrate the t ~ v o  
distinct types of  expression used by rexoviruses, the? speciiy 
either a fusion protein (generally gcg-onc) translated frorn a 
genornic lençth RNA, or an one prorcin translaced from a 
subgenornic RNA. The v-nr~b sequences have a cellular 
counterpart in chicken and marnmzlim Dh'.\, called c-rnjb 
(Roussel er al.. 1979; Bergmann er ai., 193 1). Using DNX 
from mouse-human somatic ceIl hybrids, this sequence was 
recently assigned to human chromosome 6 (Dalla Frivera er 
ai., 1982). 
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\\WC describe our attempts to investigate the structure of the 
human c-myb DNA as compared with its chicken counter- 
pan.  In chicken DNA. digested by EcoR1, the c-myb locus 
was represented by five EcoRI fragments spanning - 20 kbp 
of cellular DNX. From a chicken random DNA library, we 
cioned two overlapping phages c a r ~ n g  di these v-myb- 
positive, EcoRI fragments and representing a single chicken 
DrYX locus. From a hurnan random DNA library, we found 
one recombinant DNA phage with a stmcture highly horno- 
logous to the chicken locus. Using cellular probes. we also 
showed that c-myb was transcnbed in human and chicken 
hematopoietic ceIis as a single RNA transcnpt with a size of 
3.8 and 1.0 kb, respectively. Fmaiiy, we prepared a human c- 
myb probe kielding a high s i p a l  o n  blots of human - 

DNX/RNX that should facilitate studies of this oncogene in 
hurnan ce!ls and tissues. 

Results 
Isolation of recombinant phages containing c-myb sequences 
of human or chicken DLVA 

EcoRI digests of human and chicken DNX were separated 
by gel e!ec!rophoresis and transferred to nitrocellulose. The 
blots were hybridized ~ i t h  a v-nyb-labelled cDNA probe 
prepared as desc:ïoed previously (Roussel er al., 1979; Gonda 
er al., 198 1). k:eraI positive fragments were detected in both 
human (2.8 and 2 kbp, see Figure 2.4) and chicken (9.0, 5.4 
and 2.2 kbp. see Figure 1.4) DXX. indicating that both 
spcties contained ce!lular DSX (c-myb) related to the v-myb 
probe. To  compare the stmcrure of c-myb sequences in man 
and chicken, we screened. with our v-myb probe, libraries of 
randorn .-lluI-HaeIII human or chicken DWA fragments in- 
serted in the A phage Charon 4X after the attachrnent of syn- 
thetic EcoRI Lnkers (hlaniatis er al., 1978; Dodgson et al.. 
1979). One human DNA phage (X Hhl-1) containing c-myb 
sequences was isolated, wheres two distinct chicken DNX 
phages (X Ch14 and C'rI-5) accounted for the c-myb locus. 
These thret phages were chuacrerired and cornpared as 
described below. 
Cltaracreri,-arion of the chicken c-myb locus 

Analyses perfomed on purified EcoRIdigested phage 
DNAs by blot-hybridization using as probes v-myb or EcoRI 
fragments of the isolated phages showed that the two clones X 
C h 1 4  q d  A ChI-5 ove:lapped and accounted for the c-myb 
EcoRI fragments seen in chicken ce!lular DiVX (Figure 1A). 
The  EcoRI pattern of these clones is shonn in Figure 1B 
togethe: wirh their hybridization with the v-myb probe. These 
fragments we:e ordered by restriction rnappin~ as shown in 
Figure ID. The overlapping was confirmed by the hybridiza- 
tion of the 32P-labelled 1.5-kbp fragment (clone X Chl-4, 
Figure ID) with the 9.0-kbp fragment of c!one X CM-5 
(Figure 1C). The chicken c-n;4.b locus \sas recently described 
by Iilempnauer er al. (19SI), and our tivo phages X Ch14  and 
CM-5, although slightly diiferent frorn theirs, cover the same 
locus and confirm their results. 
S i n i ~ l u r e  of (hi. c-myb l o c u  in hunian DlV.4 

The human c-myb DN.1 phagi fi H>l-1) restricred with 
EcoRI (Figure 2B lane 1 )  contained five fragments (5.0, 2.8, 
2.6, 2.0 and 1.2 kbp) positive ivith the v-nvb probe (Figure 
2 9 ,  Iane 2). This indicated that the strong band of 2.8 kbp 
scen in a total human DSX digest (Figure 2.4) \vas in fact a 
doubler (2.8 and 2.6 kbp) not resolved in the gel and thar two 

Sri- 
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Fig. 1. 'vhpping of the chick-n c-rn-i loc~s.  (A) EcoRldigested chicken 
DNX was size-separated by se! e!ec:ropnoresis. t m i e n e d  onto nitro- 
cellulose and hybridized with cD5.A myb. Adenovims 2 DNA !abclleci in, 
vivo with ["Cjth~midine was digested by EcoRI and run on the same gel' 
as size marker (dam not shown). CB) DNA from recombinant phages A 
C M 4  Oane 1) and CM-5 Osne 2) w z i  isolated, digested with EcoRI. sub-' 
jec~ed to Iwo agarose ge! e!ectrophorais and stained with ethidium 
bromide. The EcoRI DNA fragments separated as describeci above were 
blotted to nitroce!lulose fiiters and h)c1%5ued to cDNA mgb: X Ch14 Qat 
3) and A Ch[-5 (lsne 4). (C) The o-e:!apping of the phages was 
demonstrated by the hybridbtion of the 1.5-kbp fragment of clone A 
CS14 Pane 1) with the 9.û-kbp fraynent o i  clone A CM-5 (lane 2). fDi 
Orsanbtion deductd from the abose malyses of the chicken DNA se- 
quçnces cloned in the recombinant ?nages A CS14 and CS(-S. Boxes repr 
sent the EcoRI DN.4 fr~grnenrs with keir size indicated in kbp. 1 Artific. 
EcoRl site due to the EcoRI DS.A L?ker used to conrtrucr the Library. 
(A A) Fragments hybridizing with CDS.\ myb. 

additionai c-myb EcoRI DXX fragments (5.0 and 1.2 kb 
Here not initially detected. Afrer the de:èrmination of t 
structure of clone X Hhl-1 (Figure ZD), we analyzed t 
homology between c-myb (hurnan) and c-myb (chicken) IC 
and the transcriptional orientation of c-rnyb (human) by L 
ing size-separated EcoRI digests of clone X HXI-1 and d 
ferent 3ZP-labelled EcoRI fragments of c-myb (chicke 
(Figure ID), as probes. Figure 2C (lanes 1 - 5), shows tk 
each chicken c-myb fragment hybridized with a sin: 
counterpart fragment of clone X HM-1 (see a!so Figures : 
and 4). Thus. the c-n?jb (hurnan) and c-myb (chickc 
loci appeared CO-linear and of similar organization. The 
fore, the orientation of c-myb (hurnan) was as folloi 
5 ' -2.8-1.2-2.6-2.0-5.0-3 ' by reierence to the viral .al\. '  R? 
defined as the 'plus' strand. The 5.0-kbp band was in fact 
artificial EcoRI fragment. It hrbridized both with the v-rn 
probe (Fipure 29,  lane 2) and the 9.0-kbp chicken DNX fr 
ment containing the 3 '-terminal sequences homologous tc 
myb (Figure ZC, Iane 5). Therefore, this c-nyb @urnan) cl( 
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Fie. 2. The humm c-m.vb locus shara srmcturai homolog wirh its chicken 
counrerpm. (A)  Human placenta DNA digesred by EroRI and biorted 
from agarose sel w a  hybridized with "P-labe!led cDNh myb. (B) X HSI-1 
phage DNh u a  digrstsd by EcoR1. Fragments uere separated on a l m o  
agarose gel bisuaiized by echidiuni bromids staining (lane 1) then uans- 
fe r rd  ro nitrocc!luiore and hybridiztd with 'T-labriied cDNh rnyb (lane 
2 ) .  iC) .Uiquotx of c!ons X HM-1 DNh digrsted with EcoRI were 
seriaratrd as in (81 and hybridizsd ~ i r h  the fououing IaDsUed EcoRI 
iragmenü oi  the ehicken clone CiVlJ: 5.4 kbp b n e  1); 1.1 kbp îlane 1); 
2. I kbp tlane 3); 2.2 kbp Oane 4). Lane 5 was hybridized similarly wirh the 
9-ibp fragment of Ihe chiçken clone A Cicl-5. (D) Orgmizarion deduced 
from the above analyses for the c - rn~b (human) locus in recombinant 
phase X Hhl-1. Boxa represcnt the EcoRI D S h  fragrnenrs uith their size 
indicired in kbp as in Figure 1. 1 .%nificial EcoRI site due ro the EcoRI 
DN.4 Linker u s d  ro construst the library. ( A  A) Fragments hybridizing 
uith cDNh rnyb. 

probabi): represents al1 of the human DXA sequences 
homalogous to v-myb. 

Further analyses with the fragments of the c-myb (human) 
locus subcloned into plasmids (pKH 47, Hayashi, 1980), 
digested by restriction nucleases, and hybndized with viral 
cDNA myb d o w e d  us to localize more precisely the regions 
of homology with the virus ('exon-like' fragments) in the 
human c-rnyb locus (Figure 4). \Ve next examined whether 

/ the human c-rnyb locus contained repetitive DNA sequences. 
1 Human DNX was sheared, alkslidenatured, reassociated at a 

Co, of 433 mol.sA and fractionated on hydroxylapatite: the 
rapidly resssociating DNA was nick-translsted and used as a 
32P-labelled probe to localize repetitive sequences in phage X 1 Hhl-1. The results (Figure 3A lane 1) indicated the presence 
of such sequences only in the 5.0- and 2.9-kbp EcoRI 
fragments. Thrse were localized more precisely by similar ex- 
prrimrncs pcrformed on subclones of these fragments in 

1 plasmids. They were found in the 2.9-kbp fragment \\ithin a 
sing!e EcoR1-Xbal 1.45-kbp band (Figure 3B Ianes 1 and 2) 
and in the 5.0-bbp fragment itithin a XbaI-X'boI 1.4-kbp 
band (Figure 3B lane 3). Such bands were negatice ibith a v -  
rr1.1.b probe Figure 4) .  

In cor,clusion, c-rr-b (human) and c-ncvb (chicken) showed 
a highly conserved structure indicating that no extensive gene 
rrarrangcrnent had occurred in this locus during speciation. 

2 
C 

I 5 2 
2 x 
I 

c C 
ri - - 

k b ~  ,:, . kbp - - -. 
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Fig. 3. Locdization o i  human reytitive DNA sequences in clone X HS1-1. 
(A) X HM-1 phage DNA was dioested by EcoRI. Fragments were separated 
on a lmo agarose gel then truisferred onro nirroceilulose a d  hybridized 
anne 1) with 9-p-labeUed rapidly re~ssociaring coral human DNA (repetitive 
DNA). (B) The 5.G and 2.8-kbp EcoRI fragmeno positive wich the human 
repetitive probe were subcioned into plasmid pKH 47 to yieid pHh1-5.0 
and pHM-2.8. rapeaively. pHSt-2.3 was digesred either by EcoRL and 
XbaI Oane 1) or by EcoRI. Xbul and BurnH! (lane 2). submitted to gel 
elecrrophoresis, biottcd onto nicroce!lulose and hybridizrd wirh the 
['Tjhuman repeitive D S h .  The urne expriment was pcrformed with a 
XbaI digest of pHicl-5.0 *me 3). Note rhar the 0.7-kbp &rrnHI-Xbol frag- 
ment of pH>l-2.8 and the 2.3-kbp Xbol-,Y&[ fragment of  pHSl-5.0 
positive with cDNA myb (set Fisure 4) &id not contain repctitive se- 
quences. 

Defecfion of human and chicken fiVA transcr@ts rvifh clon- 
ed human or chicken c-myb probes 

The cellular analog of the A\lV transforming gene, c-myb, 
is transcnbed in man): hematopoietic immature chicken ce!ls 
as a single mRN.4 species of  4.0 kb (Gonda et a/., 1987) 
transcribed frorn the same strand as the viral RNA in A\IV 
(Col1 er al., 1983). This result was confirmed in the 
course of the present srudy by analysis of the cellular RN.& 
from a chicken lymphoid ce11 line GISB1) transforrned by 
hlarek disease-virus ('cIDV) (Figure 5B, lane 1). hloreover, 
the same hybridization pattern was obtained ivith the cloned 
2.2-kbp EcoRI fragment from X C X l l  (Figure 5B, lant 2). 

Ive decided to prepare a human c--1b probe frorn the 
plasmid pHhf-2.8 containing the 2.8-kbp EcoR1 fragment of 
X Hhl-1. \men digested by EcoRI, XbaI and BarrrHI (Figure 
5A), the subclone pHh1-2.8 lielded a single 0.7-kbp fragment 
positive with v-myb (Figure 5A, lanc 1 ) .  and devoid of the 
human repetitive sequences (Figure 3B. lane 2) that, whrn us- 
ed as a probe, alloued the detection in the human erythroid 
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Eg. 1. c . v b  (chicken) and c-b (human) loci. Demiled restriction rnaps 
of the c-m.vb (chicken) and c-m.vb ( h u m a )  loci were esrablished as dcscrib- 
d for EcoRI with the following endonucleses: EumHI (BL Hina711 (Hd) 
and .Ybai (Xb) (the l u t  used only for the human clone). c-m.vb (chickm) 
exons (M) have been mapped according to Klempnauer er al., 1982. 
Re-2ons of hornology with cDNA rnyb ( A A )  w e e  !&cd in Che c-myb 
(human) lqcus by double digestion o f  X phage H&I-l o r  o i  plumid clona con- 
raining human c-myb EcoRl fragments followed by blot hybridbtion. 
Remtecl sequenca (O O )  were deterrnined similvly using a PP-labelled 
npidly revsociating hurnan DNA (sec Materiais and methods). Arrows in- 
diute the human EcoRl fragmenrs dermed wilh the homolo~ous chickcn 
EcoRI fragment used as a probe. 

. . 
2.8 ,> .2 ,  2.a , 2 . 0 .  9.0 
:: ( :'"y. L=: := :::t'=t'= 

c:U Line K j 6 1  of a single W X  species of - 3.5 kb (Figure 5B, 
Iane 3). Comparative studies done on Worthern blots (data 
not rhown) or  dot blots (Figure 5C) of RSX from human 
hematopoietic ceil lines indicated that our  selected partial 
human tnyb probe gave a much s:ron_oer signal (5- to 10-fold) 
chan the v-myb probe. 

- .. ......................... .- 

Discussion 

.---..- 

U'e have molecularly cloned and characrerized a human c- 
m.vb locus in the recombinant X phage HhI - l .  It spreads over 
at l e s  the 13.6 kbp of DNA sequenca which share homolog 
uith a v-myb probe. The structure of this human c-myb locus 
appears sirnilar to its chicken equivalent mhich u e  have clon- 
e:! for comparative studies: at  the resolution of the techniques 
u e  used (see Figure J), the exons are distributed similarly in 
the human and chicken genes. Thur, the organization of the 
c-m-vb locus seerns to be conserved and sequence analyses will 
be required to evaluate more precisely this phylogeneric 
re!atedness. 

Ai1 our etldence favours a single c-myb locus in human as 
ue!l as chicken ce11 DNA: our phages account for aii the 
bands seen. by EcoRI digestion of cell D N A  and no phage 
uith an alternate structure was found during the screening of 
the libraries used. Other authcrs have also concluded that 
the:e is a single c-myb locus in the chicken DNA Wempnauer 
er al., 1983; Perbal er al., 19S?b), and our results extend this 
conclusion to human D S A ;  c-myb differs from other c-one 
genes which appear to belonj to gene families (c-ras, Ellis et 
al.. 1951; c-src, Etamura et al., 1953) or  to give rise to 
pseudogenes (c-myc, Dalla-Favera er al., 1952). 

The c-rn-vb locus is transcribed in several immature chicken 
hematopoietic cells (Gonda er al., 1967) as a single RNA 
species of  4.0 kb. Our studies indicate a sirnilar single 
transcript of 3.8 Lb in human cells (K561 cell line, Li'estin er 
al., 1987). Thus, in both species. the size of the c-myb RNA is 
considerably larger than the 1196 nucleotides representing v- 
myb in . ih lV.  The v-myb-transduced sequences lack both in- 
itiation and termination codons necessary to make the v-rnyb 
protein. these signals being provided by the virus (iüemp- 
nauer ef al.. 1987). I r  follows that the c-rn~.b locus in the two 
species must extend into nueleoride sequcnces both upstream 
and do\\ nstream of the homolo~ous  region CO yic.!d the 3.5-or 

c-rnyb H -- Y l i i ~ ~ j ) /  1)) II.;;..~ 
xb-i-xh'm ab a xm a. 

E Xb  B B E  
1 

1 1.45 1 O-' 1 1 1 ...... - ...... ............... I ' 0.2 kbp 

Fig. 5. Chicken and human c-myb mi?% transcripü. (A) The 2.8-kbp 
EcoRI fragment of clone X HhI-I uas subc!oned into plamid pKH 47: 
pH&[-2.8. This plasrnid DNX was di?5ted simulmeously by EcoR1 (EL 
BumHl (B) and .YbaI (Xb), separated by agarose gel elmrophoresis and 
trmferred to nitrocellulose. A singie 0.7-kbp fragment ( A A )  hybridud 
uith cDXA rnyb nane 1) and was useci as a hurnan c-myb-speciiic probe 
hereafter. It contained no reytitive q u e n c a  (O O). unlike the EcoRI- 
XbaI 1.45-kbp adjacent fragment. m1 Poiyadenylared RNA from the 
chicken lymphoid cell l i e  &!SB1 (lues 1 and 2 )  was denatured with dyc 
al, x p m t e d  by agarose gel electropnorais, bound to activated DBbl pa[ 
and hybridued uith cDNX myb Oane 1) or with PP-labeUed c q v b  
(chicken) 2.2-kbp EcoRI fragment o i  A CSI-5 Oane 2).  Similarly. RNA 
from the human eq~hro id  ce11 line KS52 was treated as above a d  
hybridued wirh "P-labrlled 0.7-kb;, c-m.vb (human) framenr dacribed i 
(A) (lane 3). Arrow-hcîds indicate :t.e 2SS and 18s rRNA markers. (C) 
Decrusing amounrs (1.5 tirne dilut:cr6) o i  polyadenylared RNA from 
hurnan hematopoietic ceIl linrs K1IT m d  HL@ were appiied to nitro- 
ceUu1ose paper as described in &late+is and methods. The bound R 9 A  
w u  hybridued wirh nick-translateci 0.7-kbp DN.4 fragment (106 c.p.m.1 
from plasmid pKH Hht-1.8. in strin~ent conditions (24 h ai 41°C, 
hybridization buffer contîining 3 x SSC. washed in 0.1 x SSC at 50°C. . 
tima, 10 min) and the blor dried ar,d exposai to ;Y-ray film for 1 day ar 
-70°C OIYB H). Aftrr dc.bybridh:ion. the blot was rehybridked with 
viral cDSA rnyb ( IO6  c.p.cn.) but in non-itrinpent conditions (24 h l l ° C  
hybridization buifcr çontaining 7.5 x SSC. wa5hed in ?. x SSC at 41°C. . 
tima. 10 min), thcn dried 2nd expcred iirnilarly (51YB). 

4.0-kb RNA.  LVe do not know if those portions of the c-n: 
locus have been phy1ogene:ically conserved. We also d o  r 
understand how a cellular g r , e  like c-myb became an c 
cogene in the virus. Research \vil1 have to concentrate 
three possible niechanisms, not rnutually esclusive: (1) an  
creascd Ievel of transcription due to the viral promoter; ( 2  
virally truncatcd c-r>iyf~ Sene; (3) a c-rnyb gene mutated wirl 
the virus. 



1 The human c-myb RNA w u  revealed using a cloned 
humm c-myb probe (0.7 kbp BamHI-Xbai fragment of the 

1 phage X Hhl-1, see Figure 4) devoid of repetitive sequences, 
chat gave at l e s t  a 5 - 10 tima better signal as cornpareci with 

) the v-myb probe (see Figure 5).  This human c-myb-specific 
1 probe should prove to be a valuable and sensitive reagent to 

anaiyse the size and accumuiation of c-myb transcripts in 
mmy typa of human cells or tumours by Northern blotting 
or in siru hybridization. It should also facilitate studies at the ' DNA leve!: for example, the c-myb locus has recently been 
mapped to human chromosome 6 q-2-24 (Harper et al., ' 1983). Translocations/deletions possibiy involving this gene 

1 have been described in acute lymphoid leukemia (ALL) pa- 
tients (deletions in bands 6q21q-5 or in ovarian carcinomas 
(translocstion 6:lf with break pûint at 6q-1) (Rowiey, 1983). 
The availabilicy of human spccific C-myb probes will facilitate 

I future studies. 

1 blateri~ls and rnethods 
Crlk. viruses and cloned DIVA fragrnenrr 

Plasma from .&\IV-infecred birds was obtained from J . W d  (Life Science 
I ~ c . ) .  

LIDCC-MSBI is a chicken Iymphoid T-tl;pe cell iine obmined by in vitro 
transiormation wirh MDV (Nazerian and S h m a ,  1979). K562 a human 
erythroid cell line (Lozio and Loio.  1975). HL@. a promyelcqnic cell line 
(Collins rr al.. 1977) and KI 12. an Epstein-Barr virus-positive ceU iine 
originarins (rom an acüte yranulw'ic leukernia parient (.\.Karp;is. personai 
cornrnunicationi. The chicken and humm DDN.4 libraries we:e obtained 
rhrougn the courresy of Dodgscn er al. (1979) and >Imiaris er al. (1978), 
respc-:I\ el!. 

Repurution 0.f 12P vins-specr/ic cD,L:-ls 

Reyresenfarive radioactive cDSA (cDN.Xre?) was s:nchesized on a 705 td 
Pr0 viral RSA template. using exogenous A\IV reverse transcriptae 
(J.Bexd. Life Science Inc.. through the auspices of the Office of Program 
Resourca and Logistics, NCI) and sonicated calf th!rnu DNA as primer. 
cDN.4 myb specific for .X\IV sequences. was se!med from &\IV ['TIBAI-A 
reyrescntatite cDNX by subtracrive hybridhtion as preiiously described 
(Roussel r!  al.. 1979; Gonds er al.. 1981). 

lsoiutron ojchrcken and hurnan, v-myb hornolo$ous recombtnanl phages 

Randorn libraries of chicken or humm DNA fragnenü obuined by panial 
.4lul-Fiuel~l disestion. and insened wiih miilcial EcoRI Likers in the EcoRl 
site of the ES2 zenified vecror Charon 1.4. were screened with 'ZP-laklled 
cDKA rn>b and cDNh rep probes according to Benron and Davis (1977). 
myb-positive. rep-negative plaques were purified tu-ice (?.laniaris er al., 1978) 
and Brown to high tirer on ficherichic coii srrain DP5O. 

Prepararion of D.VAs 

Normal chicken high mol. wt. (HhI!k? DDA was obuined from prirnary 
cultures of chicken embryo fibroblasts p r e p ~ e d  from l l 4 a y 4 d  fenile ceps 

1 (Brown Lqhorn. Institut Gustave Roussy, Villejuif. France) following a 

i classical procedure (Saule er ul.. 1982). Hurnm H51\V DNAs was obtained by 
the s m e  prwedure from total human placenta. High yields of plasmid DNA 

1 uere r ~ o v e r e d  from chlorampheniccl (150 pg/rni) rresred bacteria (12 h ar 

i 
37°C) aiter induction of cell Iysis by lysoqme (1 rng/ml) and Triton S-100 
(0.1 w/v) treatrnent (Perbd er al.. 19S2i). Rscombinant phage DNAs were 

, prepued as described by S u l e  er al. (19821. 

ChicLen or human c-m.6 fragments were purifid [\vice by preparative gel 
e!rc:rophoresis alter digestion with the appropriate enqme(s). rrcovered from 
the gel by one q c l e  of freeze-tha\ving at -70°C and Iabelled by nick- 
tr~nslation in the presence of [12P:dCTP using a Sc.v England Nuclesr nick- 
tr;insl~t~on kit. S p ~ ~ i t ï c  acrivitics of thr proces uere 50- ICU x IO6 c.p.rn./pg 
of' D L \ .  

H:irndn repe!i!ir.e D.<-l probe 

DN.4 frorn hurnan placenta .r*as sonicsrtd to an aierage size of 4-6s. 
dcnaturcd and re-annalrd to Ca 0i U W  noi.s/l. then iracrionated on 
h)dro~ylapatite. Thr double-stranded DNh recovered *as didyzed, ethsnol- 
prC:ipitstcd 2nd used for nid-translation 1abelling. 

At':<: rfigcsrion o i  clonrd recombinarit phage D S . b  by EwRI. the 

1 

The cellular oncogenc myb in m m  

fngmcnu to be subcloned were purified by prepmtive agarox gd eiccuo- 
phorais. EcoRIdigatcd plasrnid pKH47 was umted with uif aikaiine 
phosphaw.  Fragment and vmor  p W 4 7  DN& were Ligattd by TJ DNA 
l i g w  (Bethesda Resevch bboratories Inc. USA) and used to truisfonn 
crilcium~rated cetls of E. coii stnin HB 101. T m f o m a n t s  conoining the 
appropriate recombinant plumi& were d e t a c d  by colonv hybridiition us- 
ing different YP-labelled fngments as probes and purificd twict on agar 
plates before large s d e  cuitura. 

Resrricrion mapping 

- Restriction endonuclcisa w a e  oboined from Boehringcr &tannheim. 
FRG) and BRL Inc. Digarcd DNA fragments were size sepyated by elecuo. - 
phorais in horizontal agarose geis and tmnsfmcd to nitroceUulose accordmg - 
to Soudiern (1975). 

Hybndi t ion  of blou to PP-labelled DNA. washins, a d  a u t o n d i o g r ~ p h ~  
at - 70°C ming Kodak X-ny f h s .  Dupont Lightning Plus X-ray intensify- 
in$ screens. were periorrned as previousiy reponed (Saule et al.. 1982). 
Agarase gel elecrropnoresir and rrarufer-hybridizrion of polyaden.vlared 
cellular R;YAs 

Aire: extraction of total cellular RNA, polyadenylated RNAs were isolated 
by chromatography on oiigo(dT)ceUulox (T3. Coilaborative R e x ~ c h ) .  
RNA umples were then denatured by a giyoxd/diiethyl sulphoxide truc- 
ment and submitted to elmrophorais in Imo agxose h o r u o n d  geis in 
phosphate 0.02 .11 pH 6.8 buffer, Sie-separateci RN& were transferred to 
diazobenzyloxymethyl (DBSl) paper, hybridued with PP-IabeUed DNA 
fragments, washed and submitted to autoradiogaphy (Saule er al.. 1982). 

Dor blot hybridizarioru 

These were perfomed asen t idy  as described by Thomas (1980). 2.5 seriai 
RYA dilutions were spotted onto nitroceUulose, the fusr spot repraenting 
-0.8 pg o l  polvadenylated RNA. Hybridation. washing and autoradio- 
graphy were caricd out as descnbed above ior RNA trmierred from geb. 
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III - TROTSTEME PARTIE: FONCTION DES ONCOGENES 

Dans cette section des résultats nous avons regroupé des articles qui portent sur l'étude de la 

fonction des oncogènes cellulaires et viraux que nous avons caractérisés. Nous avons utilisé deux 

approches complémentaires pour aborder la fonction de ces onco,' oenes : 

1) mesurer le taux d'ARN correspondant aux c-onc dans différents types cellulaires en 

espérant retirer ainsi quelques indications sur le rôle de ces gènes (dans la mitose et la 

différenciation cellulaire); 

2) introduire le gène cloné d'un c-onc dans une cellule normale afin de déterminer son 

potentiel transformant. 

L'article NO12 présente une étude portant sur le taux d'ARN ç-mvc, c-myb et c-erb 

accumulés dans différents types de cellules hématopoïétiques aviaires. Les résultats obtenus 

montrent que le taux d'ARN des gènes c-myc et c-mvb est élevé dans les cellules hématopoïétiques 

normales immatures et bas dans les cellules hématopoïétiques matures, c-erb (A + B dans cette 

étude) restant constant dans les deux cas.Les cellules matures et immatures ont pu être séparées à 

partir de la moëlle de poulets de 15 jours sur la base de leur différence de densité dans un gradient 

de percoll. Une étude menée sur l'accumulation de 1'ARN de ces c-onc selon le type cellulaire 

(érythroïde, myéloïde ou lymphoïde) montre que ces trois lignées (dans ce cas nous avons utilisé 

des cellules transformées) sont capables d'accumuler les ARN c-mvc et c-myb (Table X). La taille 

des ARN correspondants à ces différents c-onc, étudiée par la technique du northern blot, est la 

même dans tous les types cellulaires ce qui indique que le mécanisme d'épissure de ces gènes 

n'est pas influencé par les processus de différenciation. Nos résultats suggèrent que le mécanisme 

de transformation utilisé par les DLV n'est pas lié au blocage de différenciation d'une cellule 

exprimant le c-onc correspondant (par exemple MC29 aurait pu bloquer la différenciation des 

cellules hématopoïétiques exprimant l'oncogène c-mvc en introduisant dans ces cellules le produit 

de v-mvc). 

Ainsi, les cellules hématopoïétiques immatures accumulent de 1'ARN c-mvc et ç-mvb à des 

taux 5 à 20 fois supérieurs aux taux d'accumulation décelables dans des cellules aviaires 

fibroblastiques ou épithéliales. L'ARN correspondant aux oncogènes erbA et erbB semble présent à 

un taux de base (1 à 3 copies/cellule) dans tous les types cellulaires analysés. Toutefois, en utilisant 

la technique d'hybridation in situ (cette technique, qui consiste à hybrider la sonde directement sur 

les cellules fixées, permet d'observer l'expression d'un gène dans une seule cellule, ce qui peut être 

essentiel si quelques cellules seulement expriment le gène recherché) nous avons pu mettre en 

évidence dans la moëlle osseuse de poulet une population restreinte (0.15% des cellules) qui fixe 

préférentiellement la sonde &. Cela suggère que 1'ARN des oncogènes c-erbA etlou c-erbB est 

présent dans une sous-fraction des cellules hématopoïétiques que nous n'avons pu déterminer. 

Si ces oncogènes sont impliqués dans la transformation cellulaire, il doit être possible de 

mettre en évidence dans certaines cellules transformées une accumulation d'ARN correspondant à 

ces c-onc. L'article NO13 rapporte une étude menée sur le taux d'expression d'ARN c-mvc, c-mvb 



TABLE X : Taux d'expression d e s  oncogènes cel lulaires  

c-erb ( A  et B), c-myc et  c-myb dans ce r t a ines  

cellules et capaci té  d e s  oncogènes viraux 
6 -9 

homologues à t ransformer  c e s  cellules. 

Type cellulaire 

Erythroïde 

Myél oïde 

Lymphoïde 

Fibroblastique 

Hématopoïétique 
immature normal 

Hématopoïétique 
mature normal 

Nombre de '  copies  
pa r  cellule 

d e s  gènes :  

c-erb 
(A+B) 

ND 

0,6à1,2 

0,8à 1 

0,8 à 1 

hr 1 

hr 1 

Transformation pa r  
les v i ru s  
contenant  : 

v-erb 
(A+B)  

+ 
- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

c-myc 

7à50 

3615 

40650 

1 à3 

8 

OJ5 

c-myb 

12620 

0,5 

1 à30 

OJ5 à 1 

1 O 

OJ5 

v-myc 

- 
- 

+ 

+ 

-k 

+ 

+ 

v-myb 

- 
-- -- 

+ 

- 

- 

+ 

+ - 
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et ç-erb dans différentes lignées de fibroblastes de caille transformées par le méthylcholentrène (20 

MCA). Deux des cinq lignées étudiées (MCA 1-4 et MCA 3-5) contiennent des quantités d'ARN 

ç-mvc (4 et 10 fois plus que les 3 autres lignées QT4, QT5 et QT6) similaires à celles des cellules 

hématopoïétiques étudiées dans l'article 12. Le clonage moléculaire du gène c-mvc des cellules 

MCA 3-5 nous a permis de montrer que l'expression de ce gène n'est pas liée à des remaniements 

de son locus par translocation ou amplification (contrairement à ce qui est trouvé dans la littérature 

pour des cellules transformées exprimant c-mvc). Nous avons pu montrer que le gène c-mvc des 

cellules MCA 3-5 et MCA 1-4 différait des autres gènes c-mvc par une réduction du nombre des 

cytosines méthylées. 

En effet, la méthylation de l'ADN eucaryote se fait essentiellement sur les cytosines (5 

méthyl-cytosine) précédant les guanines (5' *CpG3') et ce type de modification de l'ADN semble 

jouer un rôle important dans la régulation de la transcription des gènes (Doerfier, 1981). Nous 

avons abordé le problème de la méthylation du gène c-mvc en utilisant la couple d'enzymes 

HpaII-Mspl qui reconnait le motif CCGG. L'enzyme HpaII ne clive pas l'ADN si la cytosine 

interne est méthylée (CTGG). Cela nous a permis de mettre en évidence une hypométhylation 

spécifique du gène c-mvc des cellules MCA 1-4 et MCA 3-5 sur l'un des deux allèles. L'utilisation 

simultanée d'enzymes de restriction (tels EcoR1, Hindi11 et XbaI) avec HpaII ou MspI nous à 

permis de localiser les sites MspI hypométhylés dans le locus c-mvc. Ainsi, nous avons pu 

déterminer que deux sites CCGG encadrant l'exon 3' étaient hypométhylés dans les cellules MCA 

3-5 et MCA 1-4. Toutefois, la technique utilisée pour étudier la méthylation de ce gène (utilisation 

du couple HpaII-MspI, et de sondes moléculaires définies) ne rend probablement compte que d'une 

toute petite fraction des méthylations affectant ce locus. Cette observation suggère que le taux 

d'ARN c-mvc observé dans ces cellules est notamment dû à une activation transcriptionnelle du 

gène. Ainsi, les cellules fibroblastiques de cailles transformées par le 20 MCA ne sont pas toutes 

équivalentes vis à vis de l'expression d'oncogènes définis. 

Cependant, la mesure du taux d'expression d'un c-onc dans une cellule normale ou 

transformée, ne permet pas d'accéder à la fonction de ce gène. Nous avons entrepris de déterminer 

si le produit du gène MYC pouvait transfom-ier les cellules normales en cas de sur-expression, ou si 

des mutations somatiques étaient nécessaires pour qu'il devienne transformant. De fait, l'étude de la 

structure et de l'expression du gène MYC dans des cellules transformées retrouve ces deux 

éléments (sur-expression etlou mutations somatiques) dans certaines cellules transformées. 

L'activité transformante de l'oncogène v-nivc (donc ayant accumulé toutes modifications 

activatrices) ne se détecte pas dans le système classique de transfection sur NIH 3T3 (Figure 14), 

ce qui introduit une difficulté supplémentaire dans l'étude des facteurs activateurs de cet oncogène. 

Nous avons vu que le pouvoir transformant du gène v-myc est révélé sans ambiguïté par des 

fibroblastes embryonnaires aviaires (seule espèce animale ayant produit naturellement des rétrovirus 

oncogènes ayant recombiné avec ce gène). Ainsi, nous avons choisi de transfecter des molécules 

hybrides contenant les séquences activatrices de la transcription d'un double LTR rétroviral aviaire, 

fusionnées au gène MYC dont la séquence nucléotidiqiie complète a été déterminée (Gazin et al., 
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1984). Si une simple sur-expression de la protéine humaine est capable de transformer les cellules, 

l 
on peut s'attendre à obtenir des foyers de cellules transformées en transfectant l'ADN recombinant 

sur les cellules aviaires normales. Les résultats que nous avons obtenus sont réunis dans l'article 

N014. Pour réaliser cette étude, nous avons construit 3 types de molécules hybrides : des 

I molécules contenant la totalité de l'exon 1, des molécules ne contenant qu'une portion de cet exon, 

et des molécules dans lesquelles ces séquences sont absentes. Dans les deux derniers cas, la 
1 

construction de ces recombinants nous a permis de fabriquer un rétrovirus capable de se propager. 
~ 

L'exon 1 a été conservé ou supprimé dans certaines constructions à cause de son influence 
I présumée sur l'expression du produit du gène (Saito et al., 1983 ; Piechazyck et al., 1985). 

l La molécule recombinante contenant la totalité de l'exon 1 est construite en respectant le plus 

I possible les signaux fonctionnels du gène. Ainsi, ce sont les propres promoteurs du gène qui sont 
chargés d'initier la synthèse des ARN, leur "mise en route" étant sous le contrôle des séquences 

l activatrices contenues dans le LTR du virus AEV placé en position 3'-5' au début du gène. Une 
I structure de type proviral est possible pour les molécules recombinantes dans lesquelles le LTR du 

I 
virus AEV a été placé dans le sens 5'-3'. Grâce à l'existence d'un site unique d'enzyme de 

restriction Bcll présent dans le fragment du gène env du virus AEV (en dehors des séquences 

vitales du virus) et en 5' du signal de polyadénylation du gène MYC, nous avons pu polymériser à 

1 l'aide de la ligase du phage T4 l'ADN des molécules hybrides digérées par cet enzyme. Cette 

polymérisation a conduit à la construction de molécules du type décrit dans la Figure 26 permettant 
l 

la synthèse d'ARN capables de s'intégrer dans le génome après rétro-transcription par la réverse 

transcriptase d'un virus auxiliaire. En l'absence d'un tel virus, ces molécules d'ADN en s'intégrant 

directement dans le génome permettent la synthèse d'ARN mais non de particules virales. Nous 

avons analysés pour chacunes des molécules recombinantes fabriquées, les ARN et protéines 

synthétisés dans les cellules après introduction par transfection de 1'ADN chimérique. 

Les résultats montrent que toutes ces molécules permettent l'expression de protéines 

transformantes. Les fibroblastes embryonnaires de caille se transforment et les ARN attendus 

d'après les signaux (promoteurs, signaux donneurs et accepteurs d'épissure, signaux de 

polyadénylation) présents sur les molécules recombinées sont retrouvés dans les cellules. 

Toutefois, l'ARN synthétisé par le recombinant vSm-AHM (v pour virus, Sm pour SmaI, site 

enzymatique utilisé dans l'ADN du virus AEV et du gène MYC pour réaliser le recombinant et 

AHM pour activated human mvc) montre que des deux ARN prédits (3.2 et 2.8 kb, voir Figure 1 

de l'article 14) seul le 2.8 kb est retrouvé dans les cellules transformées par la propagation de ce 

virus recombinant. Cela s'explique peut-être par l'existence de 1'AUG du gène gag du virus AEV 

situé hors de la phase de lecture correcte du gène MYC dans la molécule d'ARN à 3.2 kb. Cet 

AUG pourrait ainsi capter les ribosomes et détourner cette molécule d'ARN des fonctions 

transformantes, ce qui la défavoriserait dans la culture cellulaire. 

Un deuxième clone moléculaire exprime un ARN inattendu, il s'agit du clone vSX-AHM (la 

construction utilise le site Sacl(S) présent aii début de la séquence L du virus AEV, avant I'AUG 

initiateur, et le site Xhol(X) présent au début de l'exon 1 du gène MYC). Dans ce cas, au lieu de 
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1'ARN à 3.2 kb attendu, nous avons observé dans les cellules producmces de virus un ARN à 2.8 

1 kb. Le clonage moléculaire réalisé pour caractériser la séquence MYC (Figure 5 de l'article 14) 

montre que cette molécule a été amputée, probablement au cours du processus de transfection, de 

300 bp dans la séquence env résiduelle du virus AEV. Cette amputation n'affecte aucun des 
l 
I signaux importants de ce virus recombinant. 

I 
L'analyse des protéines exprimées dans les cellules transformées par les différents clones 

montre que deux types de produits peuvent être synthétisés : quand le premier AUG en phase avec 
1 la séquence MYC est I'AUG du gène, le doublet p64-67 kd décrit par Hann (Hann et Eisenman, 
I 1984) est observé (clones pEP-AHM et VSX-AHM ; le clone pEP-AHM correspond à la 

construction dans laquelle les seuls promoteurs du gène humain sont utilisés, Figure 26). Quand le 
1 

premier AUG en phase se trouve être I'AUG du gène gag (le cadre de lecture correct avec les 

séquences MYC est retrouvé après épissage de l'exon 1 et raboutage des 6 acides aminés du gène 

I gag) une protéine de 66 kd est observée (clones vX-AHM et vSm-AHM). Ces deux types de 

protéines sont transformants de façon équivalente, ce qui suggère que les déterminants du gène gag 
1 

ne sont pas essentiels. Ainsi, une sur-expression du produit du gène MYÇ suffit à transformer des 

fibroblastes embryonnaires de caille. 

Afin de vérifier qu'aucune mutation n'était apparue dans la séquence codante de ce gène, la 

séquence nucléotidique de la portion codante du clone vSX-AHM a été déterminée. Cette séquence 

prouve l'absence de mutation . Le clone moléculaire, isolé de l'ADN des cellules transformées par 

le virus vSX-AHM est également transformant, de la même façon qu'un clone moléculaire du virus 
I MC29. Ces résultats prouvent qu'une sur-expression du produit normal de ce gène suffit à 

transformer des cellules aviaires. Des expériences réalisées in vivo, en collaboration avec 

F.Dieterlein ont révélé que ce virus était tumorigène chez le poulet de façon similaire au virus MC29 

utilisé dans les mêmes conditions. 

Certains rétrovirus aviaires contiennent deux oncogènes (situation unique au sein des 

rétrovirus animaux). Nous avons vu précédemment que l'établissement de la transformation 

cellulaire, de part la multiplicité des mécanismes biochimiques permettant de l'atteindre, pouvait 
l nécessiter l'implication de plus d'un oncogène. Ainsi, on pouvait supposer que les virus AEV, E26 

l et MH2 n'avaient pas fortuitement recombiné avec deux oncogènes cellulaires. Nous nous sommes 
1 intéressés à la biologie de MH2 (contenant les oncogènes piJ et m) en essayant de mettre en 
I 

évidence un rôle biologique pour v-mil dans ce virus. En effet, le virus MC29 ne contenant que 

l'oncogène v-mvc est tout à fait transformant, et in vivo, seul un pouvoir métastatique élevé a pu 
1 

être associé aux tumeurs induites par MH2 et non un type histologique particulier (Linial, 1982). 

Or, un modèle cellulaire in vitro développé par G.Calothy semblait singulariser MH2 au 

sein des virus contenant l'oncogène mvc (CM2, OKlO et MC29). En effet, les cellules de 

neurorétines d'embryons de 7 jours de poules ou de cailles, maintenues en survie prolifèrent, et 

sont transformées par le virus MH2 alors que ces mêmes cellules ne réagissent pas dans les mêmes 

conditions à une infection par les virus MC29 ou apparentés (Figure 27). La différence de 

comportement observée, pour les cellules infectées par l'un ou l'autre de ces virus pouvait 
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I s'expliquer soit par l'existence au sein de MH2 d'un allèle du gène v-mvc particulier, soit par 

! 
l 

l'action du produit du gène v-mil, soit par une action conjointe des produits des deux oncogènes du 

virus MH2. 

1 Les articles 15 et 16 présentent les résultats que nous avons obtenus dans le but de 
l 

caractériser au sein du virus MH2 les rôles respectifs de mil et m y c  dans la 
1 

prolifération/transformation des cellules de neurorétines aviaires. Le provirus MH2 étant cloné 

(Col1 et a1.,1983b), des mutants de ce virus ont été construits in vitro, en amputant des portions 
I définies de ce provirus à l'aide des techniques du génie génétique. Ainsi, deux types de virus ont 

été créés: des virus mil+ w-, et des virus mil- ~ 7 .  L'activité des clones moléculaires résultant 
1 

de ces manipulations a été contrôlée par transfection sur des cultures de cellules de neurorétines ou 
l 

de fibroblastes aviaires. Nous avons ainsi pu montrer que le virus ayant perdu mvc ( MH2LI-200) 
I avait conservé la capacité d'induire la prolifération des neurorétines, alors que le virus ayant perdu 

mil, ( MH20B) s'avérait sans effet sur ces cellules. Ces résultats sont confirmés par l'analyse de 

deux mutants spontanés (isolats biologiques) du virus MH2 clonés par G. Calothy et son équipe. 

Un premier lot de virus (MH2CL25, et MH2CL16) avait perdu la capacité d'induire la 

prolifération des neurorétines mais possédait toujours la capacité de transformer les fibroblastes. 

Un deuxième type de mutants (MH2PA-200) présentait le même spectre d'activité biologique que le 

virus LI-200. L'analyse des ARN viraux contenus dans les cellules infectées par l'un ou l'autre de 

ces mutants (Figure 3 de l'article 15) suggérait que les virus MH2CL25 et CL16 avaient perdu mil 
alors que le virus MH2PA-200 avait perdu mvc ( Figure 28). 

Le clonage moléculaire du mutant MH2CL25 est décrit dans l'article 5. Ainsi que nous 

l'avons vu ce virus correspond à 1' ARN 2.8 kb du virus MH2, et codant pour les protéines m. 
Ainsi, ce n'est pas un mutant à proprement parler, mais un nouveau type de virus; ce type de 

particule représente environ 10% d'un stock normal de MH2. 

L'article NO16 présente le clonage moléculaire du virus MH2PA-200 et la caractérisation de 

son génome. Pour réaliser ce clonage nous avons constuit une banque d'ADN de cellules de 

neurorétines de caille proliférant sous l'effet de ce virus biologiquement cloné. Cette banque 

(l'ADN digéré partiellement par l'enzyme EcoRl est inséré dans les sites EcoRl de 1' ADN du 

phage charon 4A) est criblée après étalement à l'aide d'une sonde v-mil et d'une sonde 

correspondant à la moitié 3' du gène env du virus auxiliaire. L'ARN viral contient en effet des 

séquences dérivées de ce gène. Le phage MH2PA-200 isolé de cette façon est décrit en détail dans 

la Figure 1 de l'article 16. La carte fine de ce virus révèle que le génome du MH2PA-200 est le fruit 

d'une recombinaison entre les virus RAVl et MH2. En effet, les LTR et les séquences 

nucléotidiques dérivées du gène gag et du gène env proviennent du virus "helper" RAVI. Cette 

origine évidente pour env (totalement absent du virus MH2) et probable pour le LTR (le LTR du 

virus MH2PA-200 comme celui de RAVl ne possède pas le site Kpnl caractéristique du virus 

MH2 sauvage) est moins nette pour la portion du gène gag très semblable dans ces virus. 

Toutefois, l'absence d'un deuxième site Pst1 dans le gène gag des virus RAVl et MH2 

PA-200 laisse penser que cette portion du gène dérive du virus auxiliaire et non de MH2. Afin de 
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préciser à quel endroit du génome la recombinaison avait eu lieu, nous avons utilisé comme sonde 

des fractions du gène W .  Nous avons ainsi pu montrer que le virus MH2PA-200 contenait 

l'extrémité 5' de ce gène et notamment le signal accepteur d'épissure, ce qui permet aux cellules 

infectées de produire un ARN sous-génomique contenant cette portion du gène mvc, ainsi que la 

séquence nucléotidique résiduelle du gène env. L'isolement aisé de ce recombinant suggérait 

l'existence d'un facteur favorisant, soit la recombinaison, soit la sélection de ce type de virus. Cela 

nous a amené à étudier les virus produits par une culture de neurorétines, fraîchement infectée par le 

virus MH2 cloné moléculairement afin d'éliminer la possibilité que des virus de type MH2PA-200 

préexistent dans nos stocks de virus. 

L'analyse des acides nucléiques de ces cellules trois semaines après leur infection nous a 

permis de montrer l'apparition d'un nouveau virus contenant des séquences mil et env (le provirus 

digéré par l'enzyme EcoRl produit un fragment contenant ces deux séquences, mais différent du 

fragment observé dans les cellules MH2PA-200). Ces résultats, confirmés par l'analyse de 1'ARN 

viral, indiquaient qu'une recombinaison avait eu lieu entre le MH2 cloné moléculairement et le virus 

RAVl et que le virus résultant (appelé MH2PA-201) était rapidement devenu majoritaire dans la 

culture de neurorétines proliférantes. Le clonage moléculaire de ce provirus nous a permis de 

préciser l'endroit où s'était effectuée la recombinaison en 3' de la molécule: MH2PA-201 est 

raccourci dans le gène mvc (50 nucléotides de moins que le virus MH2PA-200) mais rallongé dans 

le gène env (470 nucléotides de plus). 

Ces résultats ont été obtenus en réalisant la séquence nucléotidique du point de jonction 

w - e n v  de ces deux provirus. La Figure 4 de l'article 16 montre qu'il existe une certaine 

homologie entre ces deux séquences: 11 nucléotides identiques entre mvc et env pour le virus 

PA-200 et 9 pour le virus PA-201. Ces régions d'homologies pourraient être essentielles pour la 

génération de ces recombinants. On peut en effet supposer que cet événement se produit au cours 

de la rétro-transcription du génome viral (cf Figures 4 et 7). Ces séquences homologues pourraient 

permettre de stabiliser les hybrides ARN-ADN au cours de la rétro-transcription et permettre ainsi le 

"saut"de la polymérase d'une matrice (RAVI) à l'autre (MH2) puis à nouveau, en arrivant dans le 

gène gag retourner sur RAVI. La culture analysée n'a montré la présence que d'un seul 

recombinant, ce qui suggère que cet événement est rare mais que la croissance des neurorétines 

représente un crible positif pour le mettre en évidence. Les cellules infectées par le virus ayant 

perdu mvc possèdent un avantage sélectif ou alors, le virus ayant recombiné se propage mieux dans 

la culture. Il semble en fait que ces deux éléments puissent se conjuguer pour expliquer l'émergence 

de ces recombinants, car lors de la surinfection de cellules de neurorétines proliférant sous l'action 

de v-mil par un virus contenant w, la mortalité cellulaire devient très importante; d'autre part, le 

titre en particules mitogènes (virus PA-200) ou en particules transformantes (MH2 sauvage) est 

très différent (respectivement 106 et 103 particules /ml) ce qui suggère que le virus recombinant est 

bien mieux produit que le virus sauvage. 
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The Cellular Oncogenes c-myc, c -myb and c-erb Are 
Transcribed in Defined Types of Avian 

Hématopoietic Cells. - . 

- .  

C O L L , ~  S. SXULE,~  P. MXRTIN,~ M. B. RAES,' C. LAGROU,' 
T. G R ~ F , '  H. BEUG.' 1. E. SIMON,' 

and D. STEHELIN'.  * 
'IIVSER,CI U 186. Oncologie .Moléculaire. Insrirur Pasteur. 59019 Lille Cedex. France, 
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The possible role of normal chicken cellular sequences c-erb. c-myb and c-rnyc. together 
referred to a s  c-onc genes and related to the oncogenes of defective avian acute leukemia 
retrovimses (DLVs), was investigated by determining the accumulation of c-onc RNA in 
differerlt avian cells an ce11 lines. Levels of c-myc and in some instances c-myh RNA are 
elevated in immature hematopoietic cells o r  cell lines from various lineages but more 
mature hematopoietic cells. as well as non-hematopoietic cells. conrain oniy low levels. In 
contrast. the level of c-ero RIiA is generally low. but high in a small n u m ~ e r  of normal 
bone marrow cells. The results indicate that the cellular homologues of the viral oncogenes 
are differentially expressed during hematopoiesis. They also indicate chat the hypothesis 
that DLV target cells express their homologous c-onc genes might hold for c-rrb. but is not 
valid in its simple f o m  for c-tnyc and c-myb. 

Defective avian leukemia viruses (DLVs) induce in susceptible chicken acute 
leukemias with a latency of a few weeks [ I l .  Three specific viral genes correlating 
with the type of leukemia induced and the type of ceIl transformed in vitro by a 
particular strain have been implicated in the transformation process [2, 31. Avian 
erythroblastosis virus (AEV) transforms erythroblasts in vivo and in vitro and 
contains specific sequences termed erb [2,4]. Avian myeloblastosis virus (AMV), 
a s  well as another independent viral isolate (E26) transform myeloblasts in vivo 
and in vitro. They contain a specific sequence termed myb [2,4].  A third group of 
viruses, MC29, CiClII, OKlO and MHz, transform macrophage-like cells in vitro 
and the first two strains also induce myelocytornatosis in vivo. Viruses of this 
group contain a specific sequence, termed myc (formerly denoted mac) [ 5 ,  2, 41. 
Recent expcriments conducted in quails rather than chicken, have shown a more 
complex oncogenic spectrum, since AEV and E26 could also induce myeloid and 
erythroid proliferation. respectively [6]. Although DLVs appear to transform 
primarily hematopoietic cells, sorne strains also transform fibroblasts and induce 
sarcomas and carcinomas (for review see [l]).  
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152 Col1 et al. 

Normal uninfected chicken cells contain nucleotide sequences closely related 
to al1 three viral oncogenes (terrned v-onc genes). These cellular homologues, 
terrned c-erb; c-myb and c-myc genes (and together referred to as  c-onc genes) 
are conserved throughout the evolution of higher vertebrates [2. 4, 7, 81. DLVs 
also contain sequences related to the structural genes of avian leukosis viruses 
(ALVs) and they thus probably arose by a recombination of cellular oncogenes 
with an ALV type vector 14, 9, 10, 111. - .  

Because of the transformation specificity of DLVs in the hernatopoietic sys- 
tern, it has been postulated that the corresponding cellular oncogenes play a role 
dunng normal hernatopoiesis ( 2 .  121. In agreement with this, Chen reported that 
among several normal chicken tissues, a slightly elevated level of c-myb RNA 
was found in bone rnarrow, yolk sac and bursa. whereas this level was low in 
non-hernatopoietic tissues like liver, kidney, or in normal fibroblasts [13]. It was 
also proposed that these genes rnight be expressed specifically in the hernatopoie- 
tic cells corresponding to the DLV target cells ("the target ce11 hypothesis" [12]). 
The following experirnents were undertaken to test these hypotheses. 

MATERI-4LS AND METHODS 

Animals and Ce11 Lines 
Normal tissues and uninfected cells were from 2-weeks-old chicken (white Leghorn). Bone marrow 

cells ( 5 x  10a cells) of 2-weeks-old chicks were fractionated on Percoll gradients into four fractions, a s  
descnbed exl ier  (141. Erythrocytes were from the penpheral blood. and normal macrophages were 
obtained as adherent cells from fresh bone-marrow in culture: fibroblasts (3rd passage) were from 11- 
days chicken embryo. 

Unless stated othenvise. al1 cells described in the tables 1 and 1 originated from the chicken (white 
Leghorn). The quails used were Corurni.~ japonica. 

Enrliroid cells. AEV-transformed erythroblast cell lines HDI. HD3 and HDS have been descnbed 
by Beug et  al. [3]; the erythroblast clone JD3 originated from fresh bone-marrow cells infected with 
AEV and seeded in methocell semi-solid medium: this single-cell clone was picked up. amplified and 
used without delay. The E26 quai1 erythroblasts originated from the culture of spleen cells taken from 
an E16 (RAVI)-injected quail coming down with leukemia: these cells were of erythroid lineage since 
over 90% expressed the marker histone five [I5] 

Myeloid cells. The E16 myeloblasts were isolated from a chicken with myeloid leukemia induced by 
E26 ( U V - ? )  and cultured shortly before use. The DU65 myeloblasts were obtained similarly, but 
using AMV; they constitute probably an established line (161. So d o  the BM2C3 and 5YS myeloblasts 
induced also with AMV [17] but by in vitro infection of fresh bone-marrow cells. The OKlO BLM 
macrophage-like cells were denved by cultunng the bone-marrow of a chicken diseased by the OKlO 
vims (181. The cell-line HDI 1 was denved from fresh bone-marrow cells infected with MC29 [3]. 

Lymphoid crlls. The MSBl lymphoid ceIl line. of the T-lineage [19] originated from a bird infected 
by Marek's disease v i n s  (IclDV); the transplantable cell-line RPI  was obtained in a similar way (201. 
The TLT and RP9 cell lines, of the B-lineage, originated from ALV-induced lymphomas [21.22]. The  
TV1 lymphoid ce11 line was denved from a bird rendered leukemic by infection with avian reticuloen- 
dotheliosis vims (REVT) [23]; these cells may be of pre B-pre T phenotype (H. Beug, unpublished 
observations). The spontaneous lymphoma in table 1 was isolated from a 2-years-old chicken by R. 
Friis. 

Other cells. The non-producer fibroblast clones Q8NP [?JI and QSNP [?SI originated from cultured 
quail cells transformed by hic29 and OKlO viruses, respectively. The DU 72 epithelial ceIl line 
originated from an MC19-induced hepatoma [16]. The cell line PH 310 was derived in vitro from 
pheasant fibroblasts transformed by AEV [17]. QT6B3 is a subclone (kindly provided by D. Spector & 
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J. M. Bishop) of the methyl-sholanthrene-induced quail fibroblast line QT6 [-SI. This clone was 
superinfected by the B77 strain of ASV and cloned in soft agar to yield the clone QT6 B3-ID6 (M. 
Boccara & D. Stehelin. unpublished data). 

Preparation of 3 ~ -  and ' ' ~ - ~ ~ e c i f i c  Probes 
- The preparation and charactenzation of al1 probes used were extensively described [2, 81. The  

. 

radiolabelled cDNA. synthesized in exogenous reactions [29] using 5&70 S-RNA template was 
- .  

prepared by the subtractive hybridization method [30]. The probes were specific for the four unrelated 
transforming genes of AEV ('*P o r  3H cDNAerb) AMV ("P o r  3H cDNAmyb) MC19 (32P o r  3H 
cDNAmyc) and ASV (3H c D N h r c ) .  Their approximative complexities were 3.7: 2.0: 1.8 and 1.8 kb 
respectively. ''P cDNA 5' was prepared according to Friedrich et  al. [31]. The "P probe correspond- 
ing to the gag region was prepared by nick translation of ASV DNA inserted into a plasmid. kindly 
provided by E. Stavnezer. 

Nucleic Acid Hybridizarion 
Cellular RNA for liquid hybridization studies was extracted as descnbed previously [a]. Standard 

liquid hybridization reaction mixtures contained 0.6 M NaCl, ZXIO-~  M EDT.4. I x  IO-' M Tris 
hydrochloride (pH 7.1) 500 pg of calf thymus DNA per ml as camer.  Each sample contained 2000 
cpm of either 3H cDNAmyb. cDNAmyc or  cDNAsrc together with 1000 cpm of "P cDNAerb as  an 
intemal control and appropriate RNAs in excess. Hybridizations were conducted in giass capillaries 
at 6S"C and the extent of annealing was monitored by digestion with SI nuclesse. For the quantifica- 
tion of R N A  transcripts in tables 1 and 2. one copy per cell corresponded to a Crt '11 of 4x IO4 mol. S. 

1 - ' .  
Nurnoers one were somecimes deduced from partial curves and may be accurate uithin a factor of 
two. The standard deviation on five repeated expenments with MSBI cells was no geater than 15 55. 

Agarose Gel Elecrrophoresis of PolyA-conraining Cellular RLW 
Poly.4-containing RI;.\ (10 ug per lane) was denatured by glyoxal [32], separated on agarose gels 

and transferred to activated DBM paper [333. Blots were hybridized as described beforz [8] with ca  
IO6 cpmrnl of 32P cDNA. washed and submitted to autoradiography. 

In situ hybndization was performed on cells cytocentnfuged onto glass slides as descnbed by 
Brahic &; Haase [34] with 8 ul buffer on 106 cells/slide and 5 x  los cpm (10 ng) of 'H cDNAerb. 
Autoradiographic exposure was 1 week: micrographs of cells counterstained with Giernsa are a t  final 
magnification of x64O. 

RESULTS 

c-onc Genes Are Transcribed in Immature Bone ~Varrow Cells 
and in Strains of Transformed Hematopoietic Cells 

To determine whether the high level of c-myb transcripts observed in bone 
marrow cells was restricted to certain types of cells, we fractioned the ce11 
mixture, using a Percoll density gradient, into four fractions [14]. Each fraction 
was then tested for its RNA content of c-onc genes, as shown in fig. 1. Whereas 
c-erb was found in al1 fractions at 1-2 copies per cell, the levels of transcripts of 
c-myb and c-myc were relatively high in cells of low density (blast-like cells) and 
decreased in the ce11 populations of higher density (cells at more advanced stages 
of differentiation). 

However, the proportion of hematopoietic DLV-target cells present in normal 
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Table 1. Accrtmulation of c-onc RNA in transformed and normal hematopoietic 
cells 

No. of RNA copies per ce11 of 

Cells - ' ~ f a n s f o h n g  virus erb . myb - mye src 

Eryrhroid type 

LSCC-HD 1 
LSCC-HD5 
4D3 
LSCC-HD3 
E16-quail 
erythroblasts 

Myeloid type 
E16 myeloblasts 
LSCC-5YS 
LSCC-BM2C3 
LSCC-DU 65 
LSCC-OKIO BM 
LSCC-HDI 1 
Macrophages 

Lyrnplioid o p e  

XIDCC-h1SB 1 
hfDCC-RP1 
RECC-TV 1 
LSCT-TLT 
LSCC-RP9 
Spontaneous lymphoma 

ibursal. nb 1666) 

Chicken normal 
Spleen 
Bursa 
Thymus 
Bone marrow 

AEV (RAV2) 
A E V  (RAV?) 
AEV (RAV2) 
ts34 AEV (IWVZ) 
E26 (R4V1) 

E26 (RAV2) 
AMV 
AMV 
AMV (MAV) 
OKlO (OKIOAV) 
MC39 (RAV2) 
None 

MDV 
MDV 
REVT 
RPL 13 
RXV'I 

- - 

For each type (see Materials and Methods), cells are listed roughly according to their known state of 
differentiation (from more immature to more mature). Numbers in parentheses represent transcripts 
corresponding to viral onc-genes. Numbers underlined represent cellular sequences (c-myc) activated 
by a viral prornoter. 

Hybridization conditions are described in Matenals and Methods. Numbers represent average 
RNA copies per ce11 for each probe used, as deduced frorn the experimental Crt fi values: one copy 
per ce11 taken conventionally for a Cn !4 = Jx IOJ  mol. . s . 1-'. 
nd. Not done. 

bone rnarrow is very small, in the order of 0.1-3% [ I l ] ,  and so far there are no 
techniques available to purify normal target ce11 populations in the large arnount 
(10'-10~ cells) required for liquid hybridization tests. Instead, we exarnined the 
RNA levels of the c-onc genes in cultured transformed hernatopoietic cells or ce11 
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Fiq. 1. Expression of c-onc genes in bone marrow cells fractionated according to density. Bone 
marrow cells (5x 1 0 ~ e l l s )  of 2-weeks-old chicken were fractionated on Percoll gradients into five 
fractions. as descnbed erirlier [11]. The top fraction containing ce11 debris and thrombocytes was 
discarded. As judged from stained srnears, fraction I contained mainiy blast-like cells (A):  2. 
reticulocytes (m): 3, a mixture of reticulocytes and granulocytes (0) and 4, mature erythrocytes (V). 
Conditions of hybndization with cDXX erb, myb. myc are descnbed in Materials and Methods. The 
nurnbers of copies per ce11 calculated from the curves shown are: for c-erb ca one in al1 fractions; for 
c-myb in fraction 1, 10; 2, 6 ;  3 ,  2: 1. 0.5. For c-mye in fr. 1, 8: 2, 6 :  3 . 1 :  1. 0.5.  

lines belonging to the erythroid, myeloid o r  lymphoid lineages of differentiation. 
These cells, transformed by a variety of avian viruses. represent homogeneous 
populations a t  probably defined stages of differentiation. We also tested mature 
homogeneous ce11 populations corresponding to these lineages. where available. 
The results obtained after hybridization of the extracted RNAs to the various 
onc-gene-specific probes are shown in table 1. 

Numbers represent average RNA copies per ce11 for each probe used, as  
deduced from the expenmental Crt f i  values, with one copy per ce11 taken 
conventionally for a Crt Y?= 4 x 1 0 ~  mol. S. 1- ' .  The c-erb sequences were 
found at an average level of about one copy per ce11 in al1 myeloid and lymphoid 
ce11 types tested. The fact that most of the erythroid ce11 clones examined were 
obtained by transformation of bone marrow cells with AEV precluded the meas- 
urement of the expression of the c-erb gene in these cells. In  contrast, for 
erythroid proliferating cells induced with E26 in quail and exhibiting more mature 
phenotypes 1151, as well a s  for mature erythrocytes, no enhanced c-erb transcrip- 
tion was seen. 

For c-myb transcription, a strikingly different pattern was observed. Elevated 
levels of transcripts ( 1  1-17 copies per cell) were found in al1 AEV-transformed 
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Table 3. Accumulation of c-onc RiVA in transforrned and normal non-hemato- 
poieric cells 

No. of RNA copies per ceil of 

Calls Transforming virus erb myb mYc: src 

Transformed 
LSQC-Q8 NP 
LSQC-Q5 NP 
LSCC-DU 72 
SPPC-PH 310 
CHQC-QT6 B3 
(Methyl-cholanthrene) 

QT6 B3- I D6 
(Supertransformed) 

Controls 
Chicken normal 

Cultured fibroblasts 
hluscle 
Liver 
Whole embryo 

MC29 . 
OKlO 
MC29 ( U V 2 1  
AEV ( R N  11 
None 

B77 ASV 

Czll types and conditions of hybridization are described in Slatenals and blethods. Numbers in 
parentheses represent transcripts from u-one genes. Normal tissues were from a 2-weeks-old chicken 
and fibroblasts (3rd passage) from a Il-days chicken embryo (white Leghorn). 
nd. Not done. 

erythroid clones tested. Of interest is the fact that EZ6-transformed myeloblasts 
contained only 1 1  copies per ce11 of m~h-related RNA sequences. This level, of 
an order of magnitude lower than usual retroviral transcripts. apparently suffices 
on one hand for the maintenance of the transformed phenotype and is compara- 
ble, on the other hand, to the levels of c-myb observed in AEV erythroblasts and 
some other cells. The two macrophage-like ce11 lines, transformed by the myc- 
containing vimses OKlO and MC29 did not significantly accumulate c-myb 
sequences. Finally, lymphoid ceIl lines transformed by different vimses con- 
tained c-myb sequences at variable levels ranging from 29 copies per cell in 
immature MSB 1 lymphoblasts to ca one copy per ce11 in RP1 cells or a spontane- 
ous chicken lymphoma. 

The pattern observed for c-myc sequences presented also some interesting 
features (table 1). Some cells in the erythroid and lymphoid lineages accumulated 
elevated levels of c-myc (17-50 copies per cell); these are descnbed in the 
literature as quite immature: AEV erythroblasts [ l ,  351, MSBl T-lymphoblasts 
[19] and REVT-transformed lymphoblasts [36]. Conversely, the mature cells 
(erythrocytes, normal macrophages) exhibited low levels ( 1 3  copieslcell) compa- 
rable to those published for fibroblasts [ 2 ] .  A third group of cells exhibited low or 
intermediate levels of c-myc. These cells are not clearly defined in respect to 
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m y b  hb ln Y c  k b 5 '  k b gag 

a b c  d a f 9  h 'i j k l m .  

Fig. 2. Size of c-myb and c-myc transcnpts in transformed chicken hematopoietic cells. Poly (A)- 
containing RNA was denatured. separated on agarose gels and transferred to activated DBM paper. 
Blots were hybridized with a. b. c, cDNAmyb; or  d, e . 5  g, cDNAmyc or h .  i. j, viral cDNA5' or  to k, 
1. m. a probe corresponding to the gag region of ASV. The different ceIl RNAs tested were from 
MSB1-cells (T-lymphoblasts. a .  d. h, k) HD3-cells (erythroblasts. 6. e .  i. D RP9 cells (ALV-promoted 
lymphoblasts. c. f, j, m) and TLT cells (ALV-promoted lymphoblasts. g) .  Symbols b. sizes of ALV- 
related viral products. +, ribosomal ISS and 18s rnarkers. Numbers indicate rnolecular size in kb. 

differentiation parameters. although E26 myeloblasts. which are probably less 
mature than AMV myeloblasts (H. Beug and T. Graf, unpublished data) exhibited 
higher levels of c-myc. Finally, two lympoid ce11 types. originating from ALV- 
induced bursal lymphomas (RP9 and TLT), expressed some 400 copies of the c- 
myc sequences. This is in agreement with previous reports that demonstrate that 
in ALV-induced bursal lymphomas c-myc sequences are activated by viral pro- 
moters [37, 381. 

In conclusion. c-myc and. in some instances, c-myb sequences are accumulat- 
ed in immature hematopoietic cells of the erythroid as well as the lymphoid 
lineage. Less conclusively, c-myc is rnoderately elevated in some immature 
myeloid cells. 

Experirnents performed with normal chicken (2-weeks-old) hematopoietic tis- 
sues did not in general exhibit elevated levels of c-onc transcripts (table 1, and 
[39]). This is compatible with the idea that only a minor population of cells 
accumulate suc h transcripts, which are not detectable by the liquid hybridization 
technique. An exception is the elevated value (1 1 copies per cell) observed for c- 
myb in bone marrow (and to a lesser extent in thymus). Since the fractionation 
done on bone marrow cells implicates a large amount of different immature cells, 
it remains to  be documented whether in the immature bone-marrow compartment 
a few cells accumulate hundreds of c-myb transcripts, or  whether a larger 
population of cells accumulate a rnoderate number of transcnpts. 

Sizes of c-onc Transcripts in Differenr Ce11 Types 

The different pattern of expression of c-myb and c-myc observed in different 
hematopoietic lineages raised the question whether the corresponding mRNAs 
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Fig. 3. In situ hybridization of chick bone marrow cells with 3H cDNAerb. (a) AEV-transformed HD3 
erythroblasts (positive control); (b )  AMV-transfonned myeloblasts (negative control); (c ,  d. e, f) 
uninfected bone marrow cells freshly prepared from a 2-weeks-old chick. 

represented abnormally processed species. We thus exarnined the size of polya- 
denylated mRNAs extracted from lymphoid (MSB 1 ,  RP9, TLT) and erythroid 
(HD3) cells. The RNA transfened on DBM paper was hybridized with labelled 
probes representing specific cDNAs to the viral rnyb and myc genes, a s  well as to 
the 5' region [3 11 and the structural gag gene of ASV RNA (Prague strain) [Il]. 
As shown in fig. 2, with the rnyb probe. a main band of 4.0 kb was seen for bISB 1. 
HD3 and RP9 ceils (fig. 2. a. b, c) corresponding to the normal c-myb transcripts 
found in chicken tissues [39] and in quai1 fibroblasts (S. Saule and D. Stehelin, 
unpublished data). The myc probe detected a characteristic single mRNA band a t  
2.7 kb in both MSB1-lymphoblasts and in HD3-erythroblasts (fig. 2. d, e ) .  This 
represented presumably the c-myc gene transcript, since a mRNA of similar size 
has been found in normal fibroblasts of chicken and quail [401. Furthermore, for 
MSBl and HD3, respectively, the c-myb and c-myc mRNAs detected were not 
linked to ALV-related sequences, since they did not hybridize with a 5' cDNA 
(fig. 2, h ,  i) nor with a gag-specific probe from ASV (fig. 2, k ,  0. In contrast, 
ALV-induced lymphoid cells (RP9, TLT) showed abnormal sizes of the LTR- 
promoted c-myc gene (2.9 and 2.5 kb, respectively; fig. 2, f, g), as  previously 
reported by Hayward and coworkers for RP9 [37], linked to the viral 5' end (fig. 
2, j at 2.9 kb for RP9) but not to  the viral gag gene (fig. 2, m for RP9). Indeed, the 
c-myb transcnpts were not initiated by a viral promoter in RP9 (no band at 4.0 in 
fig. 2, j, m) and TLT (data not shown). The additional bands, irrelevant to our 
discussion, seen in fig. 2, i, correspond to AEV-coded transcripts [8] and the ones 
in fig. 2 ,  j to ALV-related transcripts [37]. These results show that, in the 
transformed hematopoietic ce11 lines studied, the sizes of the accumulated c-myb 
and c-mye mRNAs are not detectably altered. They d o  not indicate any accumu- 
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lation of abnormally processed species. It is also unlikely that these genes were 
activated by a viral prornoter. In contrast, such modifications could easily be 
seen in the ALV-induced lymphoid tumor ce11 lines RP9 and TLT (fig. 2). 

- .  

Transformation Does Nor Generally Induce an Expression of c-onc Genes 

The observation described above could be the result of abnormal expression of 
c-onc genes in cells, due to the transfomed state. Indeed, Groudine & Weintraub 
[41] have shown that fibroblasts transformed by .4SV, AEV and MC29 contained 
elevated levels of globin RNA transcripts. In RSV-transformed fibroblasts they 
also observed the accumulation of nuclear RNA transcripts of numerous other 
genes not expressed in normal fibroblasts. We thus conducted experiments to 
determine whether transformation had any effect on the amount of RNA tran- 
scripts of the c-onc genes accurnulated in fibroblasts. 

Table 2 shows that neither c-erb, c-myb, c-myc nor c-src sequences were 
induced in fibroblasts transformed by MC29, by OKlO or by AEV. Even chemi- 
cally transformed quai1 fibroblasts, before (QT6 B3) and after (QT6 83-1D6) 
supertransformation with an avian sarcoma virus. behaved norrnally in this 
respect. 

In addition. the hepatoma ce11 line (DU 72) transformed by MC29 also showed 
no enhanced accumulation of the c-onc genes. These Ievels where close to those 
observed in normal tissues or cultured cells (table 2). We thus conclude that it is 
unlikely that the observation made by Groudine & Weintraub for the globin gene 
holds true for the c-onc genes studied. 

The c-erb Gerle is Expressed in a ~Vlinority of Normal Hemaropoietic Cells 

In contrast to the significant accumulation of the c-myb and c-myc genes in 
immature hematopoietic cells, none of the hematopoietic tissues tested contained 
c-erb transcripts above a "background" level of 1-2 copies per cell. To determine 
if in hematopoietic tissues a small proportion of the ce11 population expressed the 
c-erb gene, we used in situ hybridization, a technique allowing us to detect 
mRNA accumulation in individual cells. For this purpose, fresh bone marrow 
cells were applied to a microscope slide, fixed and annealed with cDNAerb. 
AEV-transformed myeloblasts served as negative controls. As shown in fig. 3, 
AEV-transformed cells (fig. 3 a )  exhibited an average of about 15 grains per cell 
whereas AMV-transformed cells (fig. 3 b) only showed background levels of 
grains (no more than a maximum of 5 grains per ce11 in approx. 50000 cells 
screened). In contrast, a few normal bone marrow cells showed (fig. 3, d. e, f) a 
strong hybndization with cDNAerb. Out of some 40000 cells screened, 56 cells 
had over 50 grains and were considered unambiguously positive (fig. 3 c  shows 
negative bone marrow cells). As estirnated according to Brahic & Haase 1341 
these cells contained about 20-50 copies per ce11 of c-erb RNA. Because of the 
low proportion of such cells these transcnpts were not detected by liquid hybrid- 
ization expenments. 
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DISCUSSION 

Transformed Cells Can be Used to Study the RIVA Levels ofc-onc Genes 

To study the'RNA levels of c-onc genes in hematopoietic cells, we have used - 

cells transformed by different means. Such cells probably mirnic stages corre- ' -  

sponding roughly to those proceeding during normal differentiation [l]; Our 
resuIts indicate that transformation as such does not generally induce the expres- 
sion of c-onc geies (table 2). In a same given ce11 culture (MSB 1, table l), some c- 
onc genes are found at elevated levels (c-myc, c-myb), whereas others (c-erb, c- 
src) are tightly controlled. Conversely, c-myb andlor c-myc can be found a t  low 
levels in some of the transformed hematopoietic cells (table 1). Incidentally, the 
induction of some c-onc genes does not correlate with the establishment of cell 
lines or immortalization, since some ce11 lines (table 1) do not accumulate some c- 
onc transcripts (DU 65; OKlO BM), whereas fresh non-established clones show 
elevated levels (4D3). 

il Ce11 Can Express a Given c-onc Wir/zortr Beiny a Turger for the v-onc 

It has been proposed that the target cells for the c-onc genes of DLVs could be 
cells expressing their cellular homologues [12]. Such a proposition covers in fact 
two distincts aspects. (1)  1s it necessary for a target cell to a given v-onc to 
express the homologous c-onc? (2) Is it sufficient for a ceil to express a given c- 
onc to become a target for the homologous v-onc? Our results clearly speak 
against the latter proposition: some cells of the erythroid and lymphoid lineages 
express elevated levels of c-rnyc andlor c-myb. Such cells are not targets for 
viruses containing the homologous sequences, like MC29 or OKlO (u-myc) and 
PIMV or E26 (v-myb), which in fact transform cells of the mÿeloid lineage. Thus. 
hematopoietic cells can express a given c-onc without being targets for the 
homologous v-onc. Coming back to the former proposition. our results for c-myc 
and c-myb do not indicate, nor do they rule out, the possibility that target cells for 
a given v-onc are cells expressing the homologous c-onc. Expenments along this 
line are hampered by the observation that usually only a small portion of a given 
ceIl population can be transformed by a given DLV. For example, chicken 
macrophages do not show elevated levels of c-myc and c-myb transcripts. But a 
few of these cells could indeed express high levels of such transcripts, undetecta- 
ble by liquid hybridization experiments performed on the whole ce11 population, 
and could account for the few percent of targets readily transformed by AMV- 
and MC29-like viruses [42]. In situ hybridization experiments should solve the 
issue but were not achieved so far because of technical problems with myc and 
myb probes. 

Turning now to c-erb, its pattern is quite distinct from that of the two other c- 
onc genes, since it was not seen at elevated levels in our liquid hybridization 
expenments. The observation of a very few positive cells (ca 0.15%) seen in 
normal bone marrow by in situ hybridization could implicate these sequences at a 
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very early stage of differentiation, perhaps in the erythroid lineage, where we 
could not test its level of expression. It is of interest (but at present it is not 
feasible) to see if such positive cells correspond to erythroid burst-forming units 
(BFUE) and are targets for AEV [42, 351, in which case the target-ce11 hypothesis 

C could be tenable for the c-erb sequences. - 

Finally-, examined if a given c-onc was expressed in a ce11 transformed by its 
viral- homologue. Usually such experiments are difficult to perform, since the 

d viral RNA is usually far more abundant than the c-onc corresponding RNA and 
thus preclude the visualization of the latter on RNA blots, despite differences in 
size. In one instance though (E26 myeloblasts), the viral RNA transcribed was 
unusually low. On the RNA blot, the v-myb band. at 6 kb [4], was readily seen, 
whereas the c-myb (at 4.0 kb) was undetectable in those conditions (data not 
shown). Thus, in this case the myeloblasts transformed by E26 did not show 
elevated levels of the cellular homologous oncogene. 

Decreasing c-myb and c-myc Expression Cortld Correlate with  matr ri ration 

It is notable that in Our experiments c-myc and c-myb RNA levels were found 
elevated in al1 of the immature ce11 lines tested. as well as in immature bone 
marrow cells. whereas only a few copies per ce11 were found in al1 mature or close 
to mature cells. In this respect, AEV has been shown to block differentiation of 
erythroblasts close to the colony-forming unit (CFUE) stage [35,44], whereas the 
other viruses appear to have less effect on differentiation [43, 421. The fact, that 
the four AEV-transformed erythroblast ce11 lines tested (whether freshly trans- 
formed like 4D3 or long-term cuitured like the HDI line) exhibited similar 
elevated levels of c-myc and c-myb, could indicate that these c-onc genes are 
constitutively expressed at such levels in CFUE erythroblasts. The role of these 
oncogenes remains to be determined. They could represent a signal involved in 
growthidifferentiation of immature cells in the erythroid, lymphoid and perhaps 
myeloid hematopoietic lineages. It is compatible with this idea that, upon viral 
activation of c-myc by integration of a long terminal repeat (LTR) [37], such 
lymphoid cells did not mature normally and might thus be prone to subsequent 
transformation [45, 461. 
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Increased Transcription of t h e  c-myc Oncogene in Two 
Methylcholanthrene-induced Quail 

Fibroblastic Cell Lines 

S .  SAULE. P. MARTIN, A. GEGONNE. A. BEGUE. 
C. LAGROU and D. STEHELIN* 

INSERIM 186 Ontologie ibfoleculaire, Institut Pasteur, 
59019 Lille Cedex. France 

The expression of three c-onc genes (c-erb, c-myc, c-myb) was investigated in five ce11 
lines established from fibrosarcornas induced with 20-rnethylcholanthrene (MCA) of Japa- 
nese quails. These ce11 lines showed low levels of the three c-onc genes. with the exception 
of two ce11 lines that accumulated moderate (MCAQ 1-11 and larpe amounts (MCAQ3-5) of 
c-myc RNA. Molecular cloning and restnction endonuclease analyses indicated that ex- 
pression of c-myc in these two ce11 lines were not associated with detectable renrrange- 
ments in the c-myc locus. that the size of the c-myc tnnscnpt 0 . 7  kb) in MCAQ 3-5 was 
similar to that of the normal c-myc messenger RN& imRNA) and that the transcnptional 
activation observed in MCAQ 3-5 was not mediated by the LTR (long terminal reprat) of a 
proximate ALV (avian leukosis virus1 provirus. Finally. when analyred with the restnction 
enzymes Msp 1 and HpaII. the c-muc locus of MCXQ3-5 and SIC;\Q 1 4  was found 
hypomethylated as cornpared with that of the other ceIl lines tested that show low levels of 
c-mye transcripts. Our results suggest that one of the ways methylcholantrene could 
mediate transformation is by inducing an abnormal regulation of the c-myc gene. 

1984 .Academtc Press. Inc. 

The genornes of rapidly transforming retroviruses contain sequences essential 
to their oncogenic properties and referred to as v-onc genes [1, 21. The v-one 
genes originated from tecombinational events between the genetic information of 
replication competent, slowly or non-transforming viruses and cellular sequences 
(c-onc genes) [3, 41. Viruses that induce sarcornas as well as hernatopoietic 
disorders have been described in avian as well as rnamrnalian systems (for 
review, see [ 2 ] ) .  The v-onc genes encode proteins probably directly responsible 
for the oncogenic potential of these viruses [5-71. 

The c-onc sequences are believed to govern sorne unknown but important 
biological functions in the developrnent andlor differentiation of the organism [SI. 
This assertion is mainly based on the phyiogenic conservation of these sequences 
in a wide variety of vertebrates [ 9 ,  1,  IO], as well as in some invertebrate species 
[ I l ] .  The intrinsic oncogenic capacities of these cellular genes have not yet been 
well documented, but experiments suggest that inappropriate expression of at 
least sorne c-onc genes rnight result in ce11 transformation [12]. For example, 
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! \ activation of the transcription of the mouse or rat c-mos genes by the retroviral 
promoter of a long terminal repeat (LTR) [13-151 induces ce11 transformation with 

L 

high efficiency. bfechanisms others than transcriptionai activation are aiso clear- 
ly operative 116. 171. Indirect experirnental evidence has aIso implicated-the 
activation of c-myc in the genesis of several tumours. This gene is the progenitor - 

1 of the v-mye oncogene, first identified in MC29, an avian acute leukaemia virus . - 
[IS, 4, 19, 11. About 80% of avian leukosis virus (ALV)-induced lymphomas 

l show elevated expression of c-myc as the result of transcriptionai activation by 
l the LTR of a proximate ALV provirus [20, 211. Activation of this gene has also 

recently been implicated in tumours with no known retroviral etiology, such as 
l hurnan Burkitt lyrnphornas [22]  as weil as murine plasmocytornas [23]. 

It is therefore reasonable to hypothesize that turnour induction in general, and 
by chernical carcinogenesis in particular, might involve alterations in the expres- 

I sion of known cellular oncogenes. We investigated the expression of c-erb, c- 
myb, c-myc oncogenes in five ce11 lines established from rnethylcholanthrene 

I induced fibrosarcomas of Japanese quails [23 ,  251. We chose to test the expres- 
sion of these genes. because their transcripts accumulate norrnally only at low 

I levels in fibroblasts [26]. 

We reporî here on two ce11 lines (hfCAQ 1 4  and MCAQ 3-5). derived from two 
l 

inde pendent meth ylcholanthrene-induced turnours. that displayed transcriptional 
activation of c-myc. The c-myc locus in these ce11 lines did not show evidence of 
detectable rearrangernents. but was found to be hypomethylated. as cornpared 

I with control cells that do not accumulate elevated levels of c-myc rnRNA. 

1 '  

bIATERIALS AND METHODS, 
CeIls and Virr~ses 

1 

.LIC.4-induced ce11 lines were obtained from R. Friis for 31CAQ 3-5 and .CICAQ I I  and from C. 
hloscovici for QTJ. Q T j  and QT6. These cells were extensively descnbed in Hayami et  al. [25] a n d  
Moscovici e t  al. (241. MC29 Q8. quail fibroblast non-productively transformed by MC39, were 
obtained from K. Bister. Q AEV (RAVI) and Q B77 represent quail fibroblasts transformed by AEV 
(RAV 1 )  (a generous gift of T. GraO and RSV B77 respectively. RP9 was a lymphoblastoid 0 type ceIl 
line obtained from B. Hayward through T.  Graf. Q E F  are from Japanese quail embryos, HD3 an 
erythroblast cell line transformed by ,4EV ts34 and obtained from T. Graf. 

1 Preparation of Speci'c Probes 
I Radiolabelled cDXA transcripts were synthesized by exogenous reaction using SOS-70s appropri- 

l ate RNA template (XEV (R.4V3): cDNArrb: MC29 (RAVI): cDNXmyc; AhlV BAI: cDNAmyb; td 
B77 for cDNArep).  calf thymus primer [ 3 ~ ] d T ~ P  or  [ "PI~CTP and purified avian rnyeloblastosis 

l 
virus polymerase a s  previously descnbed [27]. Strong stop cDNA (cDNA 5 ' )  was prepared according 
to Friedrich et al. [I8]. Alternatively. probes for chicken 3' exon were prepared by nick translation 1 
[191 of a DNA fragment originating frorn a Charon 4A clone containing the 3' p a n  of the c-myc gene 
(0.15 kbp after the C la I  site of the chicken c-myc in an artificial EcoR 1 site generated by the cloning 
strategy and extending II kbp in the adjacent cellular DNA). This clone was isolated with a 

1 
l -  cDNArnyc probe frorn an Alu-Hae genornic library as published [30]. The 0.6 kbp EcoR 1 fragment 

(frorn the artificial site to the 3' normal EcoR 1 site) was purified by electrophoresis in 0.8% agarose 
gel before the nick translation reaction, which was performed using a New England Nuclear nick 
translation kit. 
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Nucleic Acid Hybriditation 
Cellular RNAs for liquid hybridization were extncted and purified as described previously [27]. 

Standard liquid hybridization reactions contriined 0.6 M NaCl, Z X  IO-' hf EDTA, 2 x  M E s  ' 
(pH 7.4). 500 pg cdf  thymus DNA per mi as carrier, f 000 cpm (0.04 ng), of 'H-labelled cDNA. 2000 - 
cpm (0.01 ng) of [ 3 ' P ] c ~ N ~ e r b  as intemal control and appropriate RNA in large excess. Hybridiza- 
tion was conducted in giass capillaries at 68°C. and the annealing extent was monitored by digestion - 
with SI nuclease. - .  

l 
Northern Blotting 

PolyA-containing cellular RNAs were prepared as described [271. RNA samples were denatured by - 
' 

glyoxai/DMSO treatment (3 11 and submitted to electrophoresis in t % agarose gel. Size-separated 
RNAs were tnnsferred to diazobenzyloxymethyl paper [32]. The nonhern blots were hybridized as I 

describcd previously 1331. After washing. the blots were exposed at -70°C to Kodak XR5 film in the 
presence of an intensifying screen [27]. 

Southern Blotting 
High molecular weight DNA was prepared as published 1301, and digested by the appropriate 

restriction endonucleases (according to the supplier's instructions). DNA fragments were separated 
by electrophoresis in 0.8 5% agarose horizontal gels. and transferred to nitrocellulose as previously 
described [34]. The southem blots were hybridized to specific "P-labelled probes. washed, dried and 
submitted to autoradiography as previously described [30]. 

Cloning of :tlCAQ 3-5 c-mvc Locris 
DNA $$as extracted from MCAQ3-5 cells and subjected to a partial cleavage with the restriction 

endonuclease EcoRI. Fragments of 15-20 kbp in size were selected by agarose gel electrophoresis 
and inserted into the EcoR 1 site of charon Ji\ phage by ligation to agarose gel selected phage arms. 
The chimeric DNA was packaged in vitro into phage capsids. The resulting gene library was screened 
with a chicken c-myc 3' probe as described by Benton & Davis (351. The MCAQ 1 contained the 
cornpletr c-myc EcoR 1 16 kbp fragment and was used for restriction mapping analysis and southern 
blotting. 

RESULTS 

E-rpression of c-myc, c-myb and c-erb Oncogenes, in Ce11 Lines Established 
from 1Methylcholanthrene-induced Quail Tumoltrs 

The expression of c-myc, c-myb and c-erb was analysed in five ce11 lines 
estabiished from MCA-induced quail turnours, by liquid hybridization between 
the total cellular RNA of these cells and cDNAs specific of v-myc, v-myb and v- 
erb 1261. The cellular RNAs frorn several non-transforrned and transformed cells 
were also included for comparison or as controls. As shown in fig. 1 and table 1, 
al1 of the ceIl lines derived frorn MCA-induced tumours expressed c-myc, c-myb 
or c-erb oncogenes at low levels similar to those seen in control normal quail 
embryo fibroblast (QEF), with two exceptions. Ce11 lines MCAQ 1 4  and 
MCAQ3-5 accumulated respectively 3- and 8-fold higher levels of c-myc tran- 
scripts. No strict correlation appeared to exist between c-myc expression and 
turnorigenicity, since MCAQ 1 4  cells which express twelve copies of c-myc 
transcripts are not tumorigenic in quails, while QT6 cells which express only four 
copies of c-myc per ce11 are tumorigenic in quails (table 1). However, al1 these ce11 
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\ 1 0 0 ~ ~ ~ ~ ~  LS 1 ~ ~ 6  

Fig. 1.  Expression of c-one genes in MCAQ 3-5 
and QT6 methylcholanthrene ce11 lines. Conditions 
of hybridization between cellular RVA and c-DNA 
probes specific for A. erb; 8, myb; O, mye are 
desciib;ed in Matends and Methods. The numbers 
of copies per ce11 are caiculated from the curves 

JJ ' IJJ. with the convention of 1 copylceii corresponding 
k 4 e . k  . to a Crt $5 of 4x IO4 M.s.1-'. 

10' lol 10' 

Crt  ( M ~ I =  1 - 7 )  

i lines were denved from fibrosarcomas, showed altered morphologies and grew 

I indefinitely in culture. 

1 
1 The c-myc Loci  of MCAQ3-5 and  MCAQ 1-4 Do Not Appear Rearranged 

I Since c-myc transcriptional activation was shown in some instances to be 
linked to chromosomal translocation of the c-myc locus [36], we determined 

l whether the c-mue locus of MCAQ 3-5 o r  MCAQ 1 3  was rearranged, as com- 
I pared with normal QEF. 

High moiecular weight (HblW) DNA extracted from MCAQ3-5 and MCAQ 
1-1 cells was digested with several restriction endonucieases and southern blots 
of digested DNA were hybridized with a nick-translated chicken 3' c-myc probe, 
(c-mye 3' probe, see top of fig. 2). This probe was chosen because of its 

l specificity for c-myc, as compared with a 5' c-myc coding exon probe that may 
I yield unspecific hybridization patterns [37]. As shown in fig. 2. the EcoRI ,  

Table 1 .  c-onc RNA transcripts acciim~ilated in variorls cells 

RNA copiesb of 
Transforming Tumor 

Cells agent Species inductiona c-erb c-myb c-myc 

MCAQ 3-5 20 MCA Quai1 + 1 0.5 30 
MCAQ 1 4  20 MCA Quail - 1 0.5 12 
QT4 20 MCA Quai1 + 1 0.5 3 
QT5 20 MCA Quai1 - 1 0.5 2 
QT6 20 MCA Quail + 1 0.5 4 

HDJEBL AEV (NP)  Chicken ND (500) 17 30 
RP9 RAV l Chicken ND 1.8 10 500 
MC29 (Q8) MC29 Quail ND 1 0.5 (300) - 
QB77t RSVB77 Quail ND l .Z 0.6 4 
QAEVRAVI AEV(RAV 1 ) Quail ND (250) 0.4 3 
QEF NONE Quail - 1 0.5 4 

" Data frorn Moscovici et al. [Z4] and Hayarni et al. [75] for 20 MCA cells. 
Crt Y:: 4 .  IOJ  rnolexsxl-'= I copy per cell. 

ND, not determined. Numbers in parenthesis represent v-onc and not c-onc transcripts. 
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: Q E F  - . MCAa 3-5 .- - MCAQ 1-4 
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Fig. 2. Southem blot analysis of DNAs from QEF. MCAQ 3-5 and 5IC.AQ 1 4 .  HMW DNA from 
each ceil type was digested with E. EcoRI: B. BamH 1: HI. HindIII: and Xb. XbaI. Size-separated 
cellular DNA fragments were transferred to nitrocellulose and hybridized with a "P probe represent- 
ing essentially chicken c-myc 3' probe (shown at top: cell types are listed across the top). Nurnbers 
represent size markers i -) or indicrite bands of interest (urrowlieudsi. in kbp. 

BamH 1, Hind III and XbaI  restriction patterns of the c-myc locus in MCAQ 3-5 
and MCAQ 1-4 were found t o  be indistinguishable from those of control QEF.  
The 6 kbp c-mye fragment observed in the EcoRI  digest of MCAQ 1 3  (fig. 2) is 
the result of polymorphism a t  this site. since it was obssrved in some normal 
quai1 fibroblasts (data not shown). The presence of this EcoRI site in one of the 
alleles of the c-mye gene of MCAQ 1-4 is thus probably not related to the 
transformed phenotype of these cells, but allows a convenient distinction be- 
tween the two alleles. 

We then moiecularly cloned the c-mye locus of MCAQ 3-5 in lambdoid phage 
vector Charon 4A (unfortunately this work was largely engaged when we learned 
about the convenient MCAQ 1-4 polymorphism). The physical map of the result- 
ing phage MCAQ 1 was constnicted using several restriction endonucleases and a 
total v-myc probe o r  the chicken c-myc 3' probe. In the map shown in fig. 3 B, we 
assumed that the exonlintron organization was similar in the chicken and quai1 c- 
myc homologous loci. This was based on  closely related restriction maps ob- 
served for the two loci (fig. 3 B) as well a s  on  similar results obtained with several 
restriction fragments of the quai1 c-myc locus used to probe c-myc transcripts in 
quail or chicken cells (data not shown). This was also indicated by the numerous 
Msp 1 sites clustered in the chicken 5' coding exon (see sequence data in [38]) also 
found clustered in the corresponding quail region (see the numerous small frag- 
ments around 0.3 kbp difficult to resolve on southern blots, fig. 3A). From the 
MspI quail c-myc and lambda MCAQ 1 maps in fig. 3 B. we deduce that restric- 
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Fig. 3. Restnction map of MCAQ 1 DNA. The restriction map of phage MCAQ 1 was established 
using seveml endonucieases. The myc domains were located by Southern blotting analyses with 
specific labelled probes corresponding to total v-myc, or to the c-myc 3' probe. ( A )  EcoR 1. Msp 1 and 
Hind III digestions were performed on MCAQ 1 phage DNA. Fragments were separated on a 1 % 
agarose gel, visualized by ethidium bromide staining then transferred to nitrocellulose and hybndized 
with "P-labelled cDNAmyc (channel 1) and chicken c-myc 3' probe (channel 2). ( B )  Organization 
deduced from southem blotting analysis of lambda MCAQ 1 digested DNX. For comparison the 
restriction pattern of chicken c-myc locus is indicated (deduced from Neel et al. [48] and Payne et al. 
[ I l  1. Restnction endonucleases used were: E. EcoR 1: S. Sac 1: H,, Hind III: 31. Msp 1; Xb, Xba 1; B, 
Barnh 1: ;Y/,. Xho 1. .W* indicates Msp 1 sites not precisely localized. Msp 1 sytes of the first v-rnyc- 
related exon have bcen assigned by reference to those found in published nucieotide sequence of the 
chicken c - r n ~ c  [381. The phage arms IE.) limiting the EcoRI insert lambda SIC.\Q 1 were 12 kbp 
upstrearn. 19.5 downstrearn. Restriction sites of the quail c-muc locus were deduced frorn ceIl DNA 
bands in fig. 2. Fragment sizes are nurnbered in kbp. Thick bars define the v-rnyc related exons. E* 
locates the poiymorphic EcoR 1 observed in an allele of MCAQ 1 1  cells. ,M indicates sites hypometh- 
ylated in expressor cell-lines MCAQ 3-5 and 1 1  and hypermethylated in lines QT5 and QT6. 
iVore added in proof 

Upon subcloning, the Xb site limiting the 16 and 3.5 kbp funher upstream tbetween S and El. This 
does not affect any of the conclusions. 

tion cleavages with BamH 1 and Xba 1 would have detected rearrangements in the 
c-myc locus up to 11 kbp upstream and 5 kbp downstream from the c-myc exons. 
We conclude that no major rearrangement occurred in the c-myc locus of 

I MCAQ 3-5 and MCAQ 1-4 as compared with the normal c-mye quai1 locus (fig. 2, 
QEF). Furthermore, the similar relative intensities of the hybridizing bands (see 

I figs 2 and 5) disfavour that amplification of the myc gene in MCAQ3-5 and 
MCAQ 1 4  is responsible for the elevated transcription seen in these cells. 

i Characterication of the c-myc Transcript in MCAQ3-5 Ce11 Line 

1 In order to test whether the accumulation of c-myc transcripts in MCAQ3-5 
I 

l 
was due to the activation of this locus by the LTR of a nearby ALV provirus, we 

I _  investigated, by northern blot hybridization experiments, the size and the genetic 
content of c-myc transcripts in these cells. Fig. 4 shows that the size of the c-myc 

I transcript found in MCAQ3-5 was undistinguishable from the normal c-myc 
mRNA found in AEV-transformed erythroblasts (these cells were chosen as 
control, since we know that they exhibit a normal 2.7 kb c-myc RNA, but 
accumulate about 10 times more of this RNA species than normal fibroblasts, 

Erp  Ce11 Res 155 (1984) 
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w M Y C  5' R E P  

K a  i 2 3  R b 4 5 6  K b 7 - S  

Fig. 4. Size of c-myc transcript in MCAQ3-5 ce11 line. PolyA-containing RNA was denatured, 
separated on agarose gel, and transferred to activated DBM paper. Blots were hybndized with the 
probes listed across the top and descnbed in Materials and Methods (v-MYC=cDNAmyc. 5'=cDNA 
5', REP=cDNArep (gag, pol. env)). MCAQ 3-5, lanes 1,  4, 7; HD3 chicken erythroblasts, lanes 2.5, 
8: RP9 chicken lyrnphoblasts. lanes 3, 6 .  9. Symbols: -+. Ribosoma12SS and 18s markers: W .  size of 
cellular and viral products, in kb. 

providing thus a strong and well-resolved signal [26. 191 (fig. 4. 1, 2 ) ,  and distinct 
from the transcnpt of LTR-activated c-myc in the lymphoma line RP9 (fig. 4 ,3) ,  
clearly of a different size (2.9 kb) [?O] .  

Using a 5' ALV probe, no evidence of LTR-directed transcription could be 
found in MCAQ3-5 cells (fig. 4, 4); accordingly, a probe representative of an 
ALV genome (rep probe. fig. 4, 7) detected no viral-related RNA in these cells. 
Such probes detected readily viral species in infected control cells (fig. 4, 5, 6, 8, 
9 )  

The Transcriptionally Active c-myc Locus in MCAQ3-5 and  
MCAQ 1 3  is hypomethylated 
Since cytosine methylation of eukaryotic DNA has been reported to modulate 

the regulation of transcription [39] we analysed the methylation pattern of the c- 
myc locus in MCAQ 3-5 and MCAQ 1 4  ce11 lines as well a s  in two other MCA- 
transformed ce11 lines expressing low levels of c-myc mRNA. We used restriction 
endonucleases Msp 1 and Hpa II that are both specific of the same restriction site 
CCGG. HpaII  (but not MspI)  is inhibited by interna1 cytosine methylation. As 
shown in fig. 5 A  al1 MCA ce11 DNAs cleaved with Msp 1 generated a 2.7 kbp band 
that hybridized with a c-myc 3' probe. But this specific band was detected after 
cleavage with Hpa I I  only in the high c-myc expressor cells MCAQ3-5 and 
MCAQ 1 3 .  This suggested that at  least two M s p l  sites, generating the 2.7 kbp 
band and flanking the 3' c-myc exon, were hypomethylated (HpaII sensitive) in 
MCAQ 3-5 and MCAQ 13 DNA (these are designated M in fig. 3 B), but hyper- 
methylated in the low expressor lines QT6 and QT5. 

In order to localize more precisely in the c-myc locus the position of the 
methylated CCGG with respect to the c-myc exons, double digestions of the 

Exp Ce11 Res 155 1198.1) 
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O .- 
MCAQ 96. 

Fig. 3. Methylation pattern of the c-myc locus frorn methylcholanthrene cell lines. HMW DNA frorn 
each cell line was digested with H .  Hpa II; 'M. Msp 1: U H ,  EcoR 1-Hpa I I :  E!,M, EcoR 1-Msp 1: X M M ,  
Xba 1-Msp 1; XMH. Xba 1-Hpa II and size-separated on agarose gel. DNX was then transferred to 
nitrocellulose and hybridized with the chicken ( A ,  B. O c-mye 3' probe or (Dl v-rnub probe. Each ceIl 
type is listed across the top. 

DNA were performed either with EcoR 1 and blsp IIHpa II (fig. 5 8) or with Xba 1 
and MspIIHpaII  (fig. 5C) and hybridized to a c-myc 3' probe. The observed 
patterns allowed the following interpretations. when compared with the restnc- 
tion map of the quai1 c-myc locus in fig. 3 B. The EcoRI 16 kbp fragnent of QT5 
(fig. 5 B )  was cut to 13 kbp by Hpa  II. indicating the presence of a Hpa II-sensitive 
site. Similarly. the XbaI  16 kbp fragment of QTS (fig. 5 C) was cut to 3.5 kbp by 
HpaII .  We thus located the methylation-sensitive site of the low expressor line 
QT5 within the 5' exon of quail c-myc (fig. 3 B). In both cases hlsp 1 yielded a 2.7 
kbp fragment, indicating that the Msp 1 site immediately upstream frorn the Xba 1 
site was methylated and not cut by HpaII  (in contrast to expressor ce11 lines 
MCAQ 3-5 and 1 4 .  see fig. 5A and compare the patterns of QTS and PvlCAQ 1-4 
in fig. 5B). Similar results were obtained for QT6 (data not shown). That the 
EcoRI  16 kbp fragment in QT5 was only reduced to 13 kbp by HpaI I  (fig. 5B) 
indicated in addition that the DNA downstream of the end of the 5' c-myc exon 
was resistant to  HpaII ,  and thus methylated. 

We conclude from these experiments (fig. 5, 38 )  that (1)  in the low c-myc 
expressor MCA cells (QT5, QT6), the DNA is hypermethylated downstream of 
the 5' c-mye coding exon; (2) o n  the contrary, in the two high c - m ~ c  expressor 
lines the two MspI  sites limiting the 2.7 kbp fragment (designated lyl in fig. 3 B) 
are hypomethylated (Hpa II-sensitive). Thus a good inverse correlation is found 
here between expression and methylation. (3) Upstream of the c-mjc  5' coding 
exon, the rnethylation state could unfortunately not be assessed due to unspecific 
hybndizations obtained with probes covering this region (not shown). It is 
interesting to note that in the MCAQ 1 4  cells for which the two c-myc alleles can 
be distinguished by EcoRI,  it was the usual 16 kbp EcoRI  fragment that was 
methylated, since an EcoR IIHpa II digestion yielded the 13 kbp band characteris- 
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\ tic of a methylated allele (fig. 5 B )  and cleaved the 6 kbp ailelic EcoR 1 band to  2.7 
kbp. 

Finally, we tested if the high level of c-myc transcripts in MCAQ 3-5 cells was 
due to deficient cellular methylases. This was apparently not the case, since 
another c-onc gene, c-myb, barely transcribed in these cells (fig. 1, table l), was 
indeed found rnethylated. Fig. 5 D shows the pattern of MCAQ 3-5 DNA digested 
with EcoR 1 and Hpa II (or Msp 1) and hybridized with the v-myb probe, where . 

- ~ 
the v-myb containing fragment of 2 kbp is observed after HpaII,  but not M s p I  
digestion. l 

DISCUSSION 

The experiments described here show that two ce11 lines established from 
distinct methylcholanthrene-induced fibrosarcomas (MCAQ 3-5 and MCAQ 1 4  
[25])  of adult Japanese quails accurnulate elevated levels of transcripts of the c- 
myc oncogene. Three other ce11 lines established from young quails [24] show 
only a low expression of this gene. comparable to that of normal quai1 fibroblasts. 

To explore this point further, we molecularly cloned the c-myc locus of line 
MC.L\Q 3-5 for which we constructed a detailed restriction map (no quai1 c-mye 
molecular clone has been described before). Two lines of evidences indicate that 
the c-myc locus of bICAQ3-5 and MCXQ 1 3  ce11 lines is not detectably rear- 
ranged. as compared with the c-myc locus of normal cells. First, no differences 
were found between the restriction nuclease patterns of the c-myc locus of 
normal cells and that of al1 MCA ceIl lines analysed here. These analyses also 
showed that no c-myc amplification occurred in either MCAQ 3-5 or MCAQ 1 4  
ce11 lines. Second, the size of the mRNA4 transcript obsemed in MCAQ3-5 ce11 
line was indistinguishable frorn that of normal cells [19, 40. 261. We conclude that 
unlike the cases of transcriptional activation of c-myc in tumour ceils described 
so far, the activation of c-myc transcription in ce11 lines MCAQ 1 3  and 
MCAQ3-5 does not appear to be due to either c-myc translocation [36] or 
amplification [41]. Furthermore, we found no evidence in these ce11 lines for 
LTR-mediated activation of the c-myc gene by a nearby ALV provins as 
described by Hayward et al. [20] for c-myc in chicken bursal lymphomas and by 
Kuff et al. [4?] for the c-mos gene in non-virally induced mouse myelomas. 

Nonetheless we demonstrated that the c-myc locus of MCAQ3-5 and 
MCAQ 1 4  ce11 lines is hypornethylated when compared to that of rnethylcholan- 
threne cells that display low levels of c-myc transcripts. Since hypornethylation 
of eukaryotic DNA 139, 431 or proviral sequences [44] was shown to modulate 
transcription, it is tempting to link the increased expression of the c-myc locus in 
MCAQ 3-5 and MCAQ 1 4  ceIl to a consemative hypornethylation of this gene. 
This hypomethylation appears specific rather than due to a cellular defect in 
rnethyltransferases because the c-myb locus (which is barely expressed and thus 
tightly controlled in these cells) rernains hypermethylated. In this respect, it is of 
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, interest to note that inhibition of DNA methylation by chemical carcinogens has 
been recently proposed 14.51 as a possible mechanism for cellular transformation. . The unusual high level of c-myc expression seen in MCAQ 3-5and MCAQ 1-4 

1 - 
has never been found in normal (nor virally transformed) quail fibroblasts where 

I the c-myc regulation appears extremely well controlled. Of course we cannot - - - - - .- 
exclude that the high levels observed represent a mere coincidence unrelated to  

I - -. - the transformation of these cells. But a more attractive and more Iikely hypoth- 
I 

- esis would be that the c-myc elevated expression detected here may play a part in 
l the mechanism of induction of these cells by methylcholanthrene. I t  remains t o  
I be documented whether the c-myc gene product itself is directly involved in ce11 

transformation or irnmortalization. The activation of a secondary transforming 

I gene as recentiy shown by Goubin et al. 1461 in chicken B-ce11 lymphomas, could 

l 
be required for complete transformation. 

Interestingly, the level of c-myc expression found in MCAQ3-5 or MCAQ 1-4 
I cells is low compared with the level of transcription obsewed in ALV-LTR 
l activated c-myc in chicken lymphomas [IO] or to the virally expressed v-myc (by 

one order of magnitude. see table l ) ,  with the exception of hlC29-transformed rat 
l cells [47]. MC.4Q 3-5 cells express an average copy number (ca 30) close to that 

found in chicken hernatopoietic immature cells [26]. This point may suggest that 
l 

the transcriptional c-rnyc expression is tightly controlled in normal cells and that 
1 transformation by the MCA has removed (directly or indirectly) part of ail of this 

control. As a consequence, the c-myc gene could recover its high transcription 

l 
rate seen for example in immature blood cells (261. 

In conclusion. we propose that in MCAQ 3-51MCAQ 13 cells the c-myc gene 
l , regulation is altered, maybe by a slight sequence modification induced by the 

MCL4 carcinogen in the c-myc gene itseif or in a gene involved in its regulation. A 
possible mutation within the coding sequence of c-myc, as described for the c-ras 
gene in human bladder carcinoma [17], cannot be exciuded, but would not explain 
the increased transcription observed. Sequence data will probably be required to 
further explore this hypothesis. 
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carrying a normal human c-myc gene 
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We have constmcted avian retrovimes expressing the human 
c-rnyc oncogene. These viruses morphologically transformed 
primary quai1 embryo fibroblasts upon transfection and in- 
fection. Transformed celis produceci viruses harboring a spiic- 
ed c-myc bene and contained high levels of p64-67C-myC 
protein. One of these infectious viruses, v S X - . m l ,  was 
niolecularly cloned and the nucleotide sequence of the splic- 
ed c-rnyc insert deterniined. No mutation was found within 
the c-WC coding sequence of this transforming clone when 
cornparcd to the normal genomic progenitor. Thus, we con- 
cluded that no mutation within the hurnan c-myc gene is re- 
qui red  to induce prirnary avian embryo fibroblast 
transformation. 
Kr! rvords: hurnan c-myc oncogene!quail embryo fibroblasts 

, Iritroduction 

Two  types of mtchanisms. not mutually exclusive, have been 
shown to be involved in activation of cellular oncogenes (c-onc). 
The tïrst one refers to disorders inducing an overexpression of 
thcse senes by insertion of promotorienhancer sequences 

, (Hayward et al . ,  1981; Cohen er al., 1983: Fung er al., 1983). 
The second one is characterized by the presence of mutations 
within the coding sequence of c-onc genes (Santos et al., 1982; 

1 Capon er al., 1983; Gambke er al., 1985). These two types of 
activation are ofien found together in transforming retrovimses 

: carrying v-otic (Santos et al., 1982). The rnechanism by which 

1 the c-tnyc oncogene is activated remains unclear since: (i) trans- 
criptional activation of c-myc by viral promoterslenhancers 
(Hayward er a l . ,  198 1; Payne er al., 1982: Swift er al.. 1985) 
or cellular enhancers (Corcoran er al., 1983) has been reported, 1 but in several cases point mutations were also bund within the 

1 activated c-myc gcne (Rabbitts er al., 1983, 1984; Westaway 
c01~11.. 1984; Showe er al., 1985; Battey er al., 1983); (ii) in one 
case the translocated c-rnyc gene was free of mutations but a rus 
oncogene was activated precluding any conclusions about the 
trrinsforming role of v-tnyc (Xlurray er al., 1983; Wiman et al., 
1954); and ( i i i )  the c-tnyc sequence from transforming avian 
rctroviruses exhibits several mutations as compared to its nor- 
mal ccllular counterprtrt (AlitaIo er al., 1983; Watson er al., 1983; 
Kan er al., 195.1). To gain some insisht on the mode of oncogenic 
activation of c-r?i)*c we constmcted severai recombinant plasmids 
in uhich the normal human c-myc gene was linked to viral pro- 
rnotors or enhancers. We report here that these recombinants are 
able to transforni primary quail ernbryo cells as efficiently as 
a rnolccular clone of an avian v-ntyc containing provirus and that 

by a retrovirus 

the nucleotide sequence of the activated c-mye insen was found 
free of mutations relative to the normal human c-myc gene. This 
suggests that an overexpression of the normal c-myc product is 
sufficient to induce transformation of prirnary avian embryo celis. 

Results 

Srraregy of e-rpression of the hurnan c-mye gene in avian cellr 
To express the normal human c-myc gene in avian cells we used 
two distinct strategies. First we introduced hurnan c-myc into the 
genorne of an avian retrovirus so that the expression of c-myc 
was under the control of. and initiated at, a viral promotor; se- 
cond, we insened enhancer sequences @y use of an inverted 
LTR) in the upstream part of the c - m ~ c  gene. In that case c-myc 
expression was initiated at c-myc prornotors. 

Using a pKH47 vector we constmcted four recombinant 
plasrnids containing human c-myc sequences linked to viral se- 
quences derived from a molecularly cloned AEV provims (Vem- 
strom er al., 198 1). 

In three of these recombinants (PX-AHM, pSX-AHiM and 
pSm-AHhl) the human c-myc gene was under control of a viral 
promotor. Two of them (PX-AHhI and pSX-AHM) conuined 
the Hi01 - EcoRI 7 kbp c-myc fragment (Figure 1). In PX-AHhI 
this fragment was linked to the 2.3 kbp EcoRi -,YhoI fragment 
of AEV provirai DNA which includes the LTRs together with 
the ATG and splice donor site of the gag gene (J.Samarut and 
J.H.Xhio, 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 (pSrn-AHM) wris con- 
structed 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 (PiuII site). 

The transforming activity of these recombinant plasmids was 
assayed by transfection on quail embryo cells (QEC) using the 
CaPO, coprecipitation method (these cells are known to be effi- 
cicntly transformed upon infection by v-rnyc containin, 0 retro- 
viruses or trlinsfection with the corresponding provird DNAs). 
Biological acriviry of die acrivared Ii~it~in~i c-lrzyc gent 
The four c-tnyc recombinants were found to induce transforma- 
tion of QEC at levels (0.2-0.5 tran~formantsl~g of DNA) 
sin~iiar to those observed for molecular clones of wt MH? 
(pMH7,-Hcl) (Col1 er al., 1983) and wt MC29 (pMC 38) (Venn- 
strom er al., 1981). No foci were found in QEC transfected with 
the non-activated human c - m ~ c  gene. When the PX-AHM. pSX- 
AHM or pSrn-AHiLI c-~rtyc inserts were purified after Bcfi endo- 
nuclease digestion [to rernove the two cellular polyadenylation 
sites of the c-myc gene (Gazin et al., 1983) and allow the 
retroviral prop~gation of c-myc RNA] and transfected together 
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Fig. 1. Constmction of human c-myc recombinants. The restriction map of 
the hunian c-m;;c genomic DNX used is deoicted on top of the figure. For 
r3ch human c - m ~ c  recombinant we successiveiy depicted the strucrure of the 
constmçtion (retroviral LTR s an open box) and the strucrure of the ligated 
BCn insrn (except for pEP-,U?.l) transïected on quail cells and the 
expclctcd mRNAs. The RNXs for vX-AHbI. vSX-.-\HM and vSm-AHM 
recombinants (as illusmted by the prefix v) initiale at virai promoton 
presenr in the LTR sequences and correspond IO spliced RNAs able to be 
virally propagated: pEP-.MM mRNAs initiate v the c - m ~ c  promotors. Pr. 
proniotor sequence: -. transcriptionai direction: SD. splice donor site: SA. 
spliçc acceptor site: P.X.S.. polyadenylation site: B. exon: -. intron: c. 
LTR. retrovirai sequence: -, pKH 47. e.xl delineates the extent of the 
pro& corresponding to exon I i,Gol -Ssrn: e.2 rSsr1 -Ssri) the probe 
corresponding to exon 2 :  ex3 (Ch1 - EcoRI) the pro& corresponding to the 
third exon: AUG. AC'G in phase with the c-myc sequence. (Brackets) in 
5x11 -,Viol and EcoN-  PvuU means that the restriction sites were filled-in 
uith DNA polymerase 1 (Klenow fragment) pnor to ligation. 

with pRAV 1 DNA on QEC, fully transformed ceIl cultures pro- 
ducing transfoming viruses were obtained (Figure 2). As shown 
in Figure 2C, the rnorphology 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 
hurnan c-mye oncogene is overexpressed (see below). 
Transcription pattern of the human c-rnyc recombinants - 
We next charricterized the transformed cultures for c-myc ex- 
pression 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 celi culture 
produced a trmsforming virus narned vX-AHM, vSX-AHM and 
~Srn-AHhl  respectively. QEC transformed by pEP-AHhl 
resulted from a pool of ten transformed foci, picked from trans- 
fected cultures and grown up together. Figure 3 represents the 
autorridiogrrirns of Northern blots hybridized with probes specific 
for respectively the first, second and third c-myc exons. Our 
results clerirly indicate that the spliced myc RNAs predicted in 
F i ~ u r e  1 for each recombinant on the bais 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 

Fig. 2. Transforming ability of recombinant c - m ~  constmcts. Quai1 embryo 
cell cultures were transformed as described in Materials and methods. a. 
normai QEC: b. QEC t m f o r m e d  upon comfec t ion  with pMC38 (v-myc) 
and pRAV1: c. d. e. QEC tmsformed upon cotransfection with p M V 1  
and respectively X-AHM. S X - M M  and Sm-AHhI Bcll insens: f, QEC 
m f o r m e d  upon transfection with pEP-AHhI DNA (magnificxion x2CO). 

Fig. 3. S u e  of myc tmscripts in quail embyo cells t m s f o m e d  by human 
c-myc recombinants. Poly A' connining RSA was denatured. separated on 
agarose gel and transïerred to nitroce!lulose as describctd (Col1 er al.. 1983). 
Blots were hybridued with the IZP nick trmslated probes described in 
Figure I and indicated on top of each lane. The transforming viruses or 
DNX are indicated on top of the figure. b. Rhsomal RNA markers. 

genomic RNA hybridizing with the three myc probes and a ma- 
jor subgenornic RNA (2.8 kb) lacking exon l 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-AHhI, deletion of 
the splice donor site of the viral gag gene resulted in the syn- 
thesis of a single 2.9 kb genomic RNA hybridizing with the three 
mye 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 occurred in the remaining AEV env sequence 
presumably during the transfection prccess (see Figure 5). In ceUs 
transformed by vSm-AHM we only detected a 2.8 kb RNA 
hybridizing with the mye exon 2 and exon 3 probes (Figure 3). 
This suggests that in these celis the propagated transforming RNA 
was the spliced transcript of the ~Srn-AHM predicted in Figure 
1. The pool of cells transformed upon transfection with pEP- 
AHbI DNA synthesized the expected doublet of 2.4-7.5 kb 
mRNAs starting at the c-myc promotors located in exon 1 and 
deduced from SI mapping experiments (data not shown). 
Proreins synthesi:ed by the hlimati c-myc recombinants 
We determined whether cells transformed by our c-mye recom- 
binants synthesized the previously described p64/67C'myC proteins 
(Hann and Eisenman, 1984). Extracts of [3SS]methionine labell- 
ed cells were irnmunoprecipitated with a rabbit anti-myc serum. 
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4s shown in Figure 4,  vSX-AHbI and pEP-AHM transfomed 
ells synthesized a ~64167  doublet similar to that previously 
lescnbed in the control SCLC N 417 human cells (Hann and 
3isenman, 1984). In vX-AHM and vSm-AHM transformed ceiis, 
i 66 kd protein was observed. This difference in size can be ex- 
)lainrd by the fact that these cells synthesize a c-myc containing 
nRNX which can prornote translation of a p66 protein initiated 
it the gag AUG instead of the c-rnyc AUG (Figure 1). In addi- 
ion. Figure 4 shows irnrnunoprecipitation of the endogenous 
2EC c-myc protein in sirnilrir conditions. A single faint band of 
j8 kd previously described by Hann er al. (1983) is detected. 

V~~cleoride sequence analysis of the c-myc insen of SX-AHM 
7ro virus 

Me next examined whether mutations in the c-myc part of the 
)rovirus had been selected for during the selection procedure. 

Southem blot experirnents dernonstnted that only one type of 
provirus was present in the V S X - ~ \ I  (RAVI) transformed 
QEC. We molecularly cloned this provirus and its transforming 
activity was confirmed by transfection on QEC and found similar 
to that of MC29 provirai DNX. Figure 5 shows the restriction 
map of the cloned provirus and the strategy used to determine 
its nucleotide sequence by the hlaxm and Gilbert procedure 
(1980). Comparison of this sequence with that of the normal 
genomic c-myc gene (Gazin er al., 1984) indicated that no rnuta- 
tion had occurred within the c-myc coding sequence dunng the 
propagation of this virus. 

Discussion 
The studies described above were airned at determining whether 
mutations were required for the acquisition of oncogenic pro- 
penies by the hurnan c-myc gene. Arnong the rnyc alleles 
available. only v-myc genes in retroviral genomes exhibit a radiiy 
observed, single-step oncogenic effect in ceIl 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 prornotors or to the peculiar reaction of tested 
biological systerns towards the rnyc product. For example, ex- 
presion of v-myc in rat fibroblasts induces a subtle although 
detectable transformed phenoppe rneasured by irnmonalization 
of these cells (blougneau er al., 1981). However, introduction 
of v-myc into a murine retrovirus leads to a recombinant able 
to transforrn rodent fibroblasts and macrophages in virro (Vem- 
strom er al., 1984). In another systern v-myc induces preneoplastic 
transformation of avian lymphocytes in a bursal transplantation 
assay (Neirnan er al., 1985) whereas it transfoms fibroblasts and 
macrophages of the same origin (Graf and Stehelin, 1982). Thus, 
it appears difficult to appreciate the respective part of transcrip- 
tional activation, sornatic mutation and the biological systern us- 
ed in the transforming potential of the myc product. 

A biological assay described by Land er al. (1983) for c-myc 
oncoçene transformation requires conditions in which a second 
oncogene is present. This type of assay ailowed Lee et al. (1985) 
to show that augmented expression of the normal hurnan c-myc 
gene was sufficient for cotransfomation of rat ernbryo cells with 
an activated ras gene. Our results clearly support the ides that 
in appropriate biological systerns an overexpression of the nor- 
mal c-nyc gene is sufficient to induce cellular transformation since 
we did not find any mutation in the c-myc coding sequence 
isolated frorn avian fibroblasts transfomed by the ~Srn-AHM 
recombinant retrovirus descnbed in this paper. 

Two sets of proteins are synthesized by these recombinant 
retroviruses: the nomal myc doublet p63-67 found in SX-AHM 
and pEP-AHM transformed cells probably initiates at the c-myc 
AUG because these recombinants do not contain any gag se- 
quence. The second type of rnyc protein. the p66 protein found 
in vX-AHb1 and vSm-AHb1 transformed cells is probably traris- 
lated frorn the gag AUG, first AUG codon in phase with the 
niyc gene sequence in these viruses. As a result, the p66 protein 
probably has si.x gag derived arnino acids at its arnino terminus; 
this could explain the difference in rnolecular weight between 
the two species, p6-î and p66. Therefore. as the p66 protein and 
the p64 -67 doublet e.xhibit the sarne oncogenic propenies, the 
six arnino acids derived frorn the gag gene in p66 presurnably 
do not play an important role in fibroblast transformation. Sirnilx 
results have been obtained by Shaw er al., (1985) with deletion 
mutants of MC29 confirrning that gag sequences are not required 
for fibroblrist transformation by v- or c-mw. 



~urno-enesis in i . i~o  is a more cornplex prccess than m s f o r -  
mation of a cultured ceIl in vitro anci it is likely that diverse alten- 
tions of c-mye c3n confer a growth advanrage to cells in vivo. 
Thus we injected vSX-.JIIL1 with RXV 1 hrlper viruses into chick 
embryos. Prelirninary data revealed that this virus induces endo- 
hrliomas and solid rumors in the chicken (F.Dieterlein. personal 
communication). In surnrnriry. our results demonstnte that an 
overexpression of the human c-myc gene product is sufficient 
to induce avian primary.embryo ce11 transformation and mmor 
formation. 

hlaterials and methods 

The hurnan genornic c-mye clone used was isolatrd from a n o m 1  human DNA 
l i h n v  xi descriixd and sequenced bv Gutn  rr 01. ( 1 9 s ) .  Construction of humm 
c-m\.c recombinants was made as follows. A 2.4 kbp PsitI-,Yliol fngmenr. in- 
cludinc the 3' pan of the .-lrnp gene of pKH -17 (Ha)ashi. 1980) the end of the 
eni- sene. two functional LTRs and the kginning of the gag Bene (with the splice 
donor sequence) of a cloned XEV provirus (pAEV I l .  Vcnnstrom ei al., 1980) 
w s  purified by agarose gel electrophoresis. This fngrnent wiis introduced into 
p c-rrr!c (pKH47 conuining the 12 kbp EroRI c-mur fragment) by ligation in 
the f i i d 1  (plamidial)-.WwI (c-rny) sites of b i s  plasmid. This genented the plamid 
named pK-AHXl. The nomenclanire used to refer to die recombinant molecules 
is p for plasmid. v for virus. followed by the initial of the endonucleae used 
to Senerate the recombinant (when two enzynies are used. the first refers to the 
resrrtction site oï  rhc retroviral sequence. the second refers to the restriction sites 
o i  the c-rrryc scquence); AH11 reiers IO activatrd human m:c. The pSS-AHhf 
DS.A \\as der. d ïrom the pK-.AH11 DNX by rem0vir.g the Ssrl -.Viol 3a:ag-my 
junction iragnient. The follouing procedure u a s  used: the PX-.AHXI DNX was 
dtgeïted wirh b r l  endonuclesse and tresrrd with DNA polymsrrise 1. large frag- 
ment ililenow pol>mers~ei. The same amount of this plasmid uas digested with 
.Viol endonuclease and similarly treated with Klenow polymeme. These two 
DN.As uerL then digested uidi HindlU endonuclease (located in the plamid) and 
the large Ssrl- HirrdllI fragment and the small XitoI - HindIII fragment were 
purified ancl ligsted to generate pSX-AHXl DNX. pSm-.AHXI was genented by 
delciien of the sml l  Srru1 - Srru11 insen gag - m?c exon 1 fragment of PX-AHhI. 
pEP-.\HL1 was obrained in four steps. and demileci stratezy is availablr upon 
rcqucst. This recombinant plasrnid contained an invened t3' 5') XEV-LTR in- 
sencd in the Pi i~Il  bite located upstrearn frorn c-rn:c exon 1. 

Prima? cultures of quail enibryo cells (QEC) wrre prepared from IO-day-old 
laplinese quail enib-os: 2 days later the ceils were passaged. and IO6 cells were 
s<rrdcd onro &mm Pern dishes in Dulkco 's  m d i t i d  Eagles's medium iDI1EM) 
supplemenred widi 10% heat-inactivatrd feral calf serurn (FCS). Tnnsfections 
were camed out xi descnlxd by Graham and Van der Eb (1973) using 30 pg 
of purified Bcn insen of c-m. recombinant and 5 pg of pRAV1 plamid DNA 
(a gift frorn J.hl.Bishop). In experirnents without helper pRAV1 DNA. we used 
30 pg of plasrnid DNX. After 16 h. the trrinsfected cells were seeded in two 
IOO-mm Petri dishes and propapated until complete transformation. Transform- 
ed f ~ ~ i  uhich app.ared in tr~nsfection experiment uithout pRAV1 DSX were 
picked. p<wled uhcn nccessnry and groun up in D11E.Ll 10"c FCS. 

Tot.11 cellular RSX wss extmcted and fractionated on o l i p  (dT)-c:llu!ose. Poly- 
aden) 1.1tr.d fractions uere dcnriturcd by glyoxal treatment. subrnined to elec- 
trophorebis in 1% agsrosc gels and transferred to nitrocellulose. Blots were 
hybrrdizcd to [12P]DNA, wÿshcd snd subjected to auroradiography at -70°C 
as previously debcribed (Coll er al.. 1983). 

Clorird D,\2 probrs 
DS.A ïragriicnts for the prcparation of IZP probcb were obtained from suinblr: 
rei.cviibinant plabniidb by endonuclca~e digebtion and asarose sel purification. 
Hiiriilin c-rrryc proht.5 corrchponding to e'ton I (.Ut01 -SsrI fragment). exon ? 
(S.\iI -Sir1 friigrncnt) and exon 3 (CILII - L v R I  frrigrnenrl arc depicted on top 
of Figurc 1 .  

QEC infcctcd with virus pr(*iuccd irom QEC c»tranbfr:cted with pSS-hHh1 and 
pRhV1 DSXs uere ubed as sourcr: of DNX. and a panial EcoRI gens library 
uas  prcplircd in Charon -%A vector. as r e p n e d  (Col1 rr al.. 1983). Subcloning 
ofttie S.\i-..\H'rl provint, was perftirmed in the Ec.oRI site of pKH 47 (Hayÿshi. 
19SO). 

Proi~,iri luhrllirig urid inrrriitnoprrcipic(~rion 

Liktlinc w a  p ï o n n c d  vn sc.rni<onfluent cultures scedcrl in ICOrnm Petri dishrs 

by incubation of the cells in 3 ml 'vlodified L g l e  Medium lacking methionine 
and 0.20 mCi [lSS]methionine for 45 min. These ceils were lysed in 3 ml of 
0.1% SDS. 1 % Triton. 0.5 5 deoxycholate and 1 % tmylol. Tris - HCI 10 mM 
pH 7.4. NaCl If0 mhl. EDTA 1 miM buifer (IUPXI m d  clarified at 100 000 
g for 1 h. 0.25 mi of the supermunt wiis then incubated for 3 h at 4°C with 
5 pl nbbit mtisemm prepyed with a bacienally expressed polypptide correspond- 
ing to the carboxy terminal pan of the h u m  c-myc pmtein (Manin er al.. 1986). 
10 mg o ï  protein A sepharose beads were added to each sample for 3 h at 4°C. 
k d s  were wahed in RlP.4 buffer. then in a buffer conoining TM - HCI 10 mh.f 
pH 7.4. NaCl 150 rnM. EDTA 1 miM. Radioacùvity wiis recovered from beads 
by boiling for 5 min in electrophoresis loading buffer (1 5% SDS. 5% rnercap 
toe~hmol. 10% glycerol, 50 miLl Tris-HC1 pH 6.8) and loaded onto 10% 
acrylamide gels. followed by fluomgnphy of the dried gel (Martin et al., 1986). 

Nucleoride sequencing of SX-AH,M c-m. imen 
Plasmid DNA containing the SX-AHSI molecularly cloned provinis w a  digested 
with restriction endonuclease (see Figure 5). Fngrnenü were recovered frorn 
a 1% agarose gel and subjected to nucleoude sequencinç by the Maxm md Gilbert 
prwedure (Xlaxam and Gilben. 1980). The fragments were dephosphorylated 
and Iabelled with [3ZPIATP md polynucleotide kinxe a descnbed (Herisse er 
al.. 1980). To separate the two labslled stnnds. fragments were denanired at 
92°C in 50% dimethylsulfoxide md fnctionated in a polyacrylmide gel. 5' labell- 
ed single-smded fragments were recovered h m  the gel and subjected to chernical 
de;ra&tion with reagenü specific for G. AG. CT. C and AC. 
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Induction of proliferation or cellsS6. To analyse t h e  functions of the hvo oncogenes of MHz, 

we isolated spontaneous and in oirr+constructed m u t a n t s  of this  
transformation of neuroretina cells virus and investigated their  etïects o n  NR ce11 muit ipi icat ion a n d  ' 
by the mil and myc viral oncogenes 
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The genome of t h e  avian retrovirus k I H 2  contains, in addit ion t o  
the  v-myc oncogene shared with three o ther  avian retroviruses 
(kIC29,  C > I l I  and  OK-IO), a second cell-derived oncogene, v-mil 
(refs 1-3). L i k e  the three o t h e r  viruses, which contain only v-myc, 
iCIH2 induces mainly liver a n d  kidney carcinomas in fowl a n d  
t ransforms  fibroblasts and macrophages in vitro4. However, MH2 
and S I C 2 9  differ in their bioiogical properties when a s a y e d  o n  
cultures of  chicken embryo neuroretina ( 3 R )  cells. Indeed, N R  
cells. which normally d o  n o t  multiply in vitro, a r e  induced t o  
proliferate a n d  become transformed upon infection with MHz, 
whereas infection with MC29 has no apparen t  effect on  these 

transformation. ~e report  here t h a t  expression of  v-mil issufficient 
t o  induce N R  ce11 proliferation, al though it does not  result  in  cei l  ~ 
transformation. In  addition, vimses expressing only t h e  v-myc 
oncogene fai l  to induce any detectable change in  S R  celh. 1 
However, c o o p e n t i o n  of  the  hvo oncogenes is required t o  achieve 
transformation o f  N R  cells by MHz. 

Neuroret inas,  dissected f r o m  7-day-old ch icken  embryos, 
l 

were  dissociated i n t o  essential ly single-ce11 s u s p e n s i o n s  and i 
pla ted  in  Eagle's b a s a l  m e d i u m  containing 596 fetal  b o v i n e  
serum. These cul tures  conta in  on ly  neurones a n d  gl ial  ce~ls'.~. 
Infect ion o f  NR cells wi th  M H ?  resulted within 7-10 d a y s  i n  ' 
t h e  a p p e a r a n c e  o f  actively proliferat ing cells w h i c h  c o u l d  be 
readily subcul tured  f o r  several  generat ions (Fig. 1 a). These cells ' 
were morphological ly t ransformed a n d  displayed a n c h o r a g e -  
independent  g r o w t h  capacity (resuits  not  shown) .  In contrast ,  
NR cells infected wi th  bIC29, CM11 o r  OK-10,  o r  w i t h  t h e  
he lper  virus RAV-1 used a s  a control ,  retained t h e  m o r p h o l o g y  
a n d  limited g r o w t h  capacity o f  normal  cells (Fig. l a ) .  T h i s  lack  
o f  phenotypic  response  w a s  n o t  d u e  to a block in virus repiica-  
tion, because  t h e  v-myc products  were synthesized i n  in fec ted  
cells a n d  superna tan ts  o f  infected NR cultures c o n t a i n e d  virus 
that  efficiently transforrned ch icken  ernbryo f ibroblasts  (results  
no t  shown).  

Fig. 1 Growth kinetics of  virus-infected chicken neuroretina cells. NR cells were infected with LlH2 (wild-type), MCI9. CL111, OK-IO and 
RAV-I ( a )  and XIH2, X1H2-PAI00, MHz-cl.16, MH2-c1.25, MHT-OB and U V - 1  ( b ) ,  then seeded at low density ( - 2 x  10' cells per 5-cm 
dish). Medium was renewed daily and cells from two aliquot dishes were counted as indicated. Viruses used were obtained by U V - 1  
superinfection of non-producer clones. ( c )  Constructed mutants. B. BamHI: E, EcoRI: H, Hindll i :  Hp, Hpal :  K. Kpnl: P. Psrl: Pv, PcuI: 
X, XhoI: L. long terminal repeat. Open boxes represent proviral sequences and closed botes ilanking cellular sequences. 
hlethods. Preparntion of S R  cell cultures and growth assay: Neuroretinas were dissected from 7-day-old chick embryos. Ceils were dissociated 
and resuspended in Eagle'j basal medium (BLlE) supplemcnted with 59'0 fetal calf serum. Dishes (35 mm) containing -2 x IO6 cells were 
iniected with the various viruses. When proliferation became evident in wild-type XIHT-infected cells (7-10 days post-infection), cultures were 
passaged once in 5-cm dishes until MHz-infected cells reached coniluency. and then seeded at low density for growth assay. Isolation of class 
1 mutants klH2-c1.16, bIH2-cI.25: Two viral stocks were used. M H z  (RAV-1) was obtained by superinfecting a non-producer quail embryo 
fibroblast ( Q E F  cells) clone, X1H2-QBl (ref. 11). with U V - 1 .  b l H I  ( U V - 3 )  was kindly provided by Dr C. bloscovici. 50th viruses exhibited 
comparable mitogenic and transforming propenies in N R  ceils and directed the synrhssis of P1OO'"u-m'l in transformed cells. Q E F  cells were 
infected at low multiplicity with SIH2 (RAV-1) or b1H2 (RXV-3) and seeded 6 h Iater at low density in soft agar-containing medium. Colonies 
of transformed ceils developed within 2 weeks and were individually transferred to 35-mm dishes. At confluency, U V - 1  was added to rescue 
virus from occasional non-producer clones. Supernatarits were used to infect N R  cells. hfediii from two such clones, 16 and 25, containsd 
virus which F~iled to induce NU cell growth. MHz-cl.16 originatcd from XIH2 ( U V - 1 )  and LIHI-cl.25 from \IH2 (R.AV-3). The two mutant 
viruses wsre subcloned on Q E F  cells in soit agar. and virus stocks rescued from non-producer colonies by RXV-I superinfection were unable 
to induce X R  cell rnultiplicririon, but transiormed chicken fibroblasts and macrophages. Isolation of class II mutant iLlH2-PA200: LIHI-PA200 
was isolarcd by end-point dilution of hlH2 on  N R  cells. NR cells werc infected with serial twofold dilutions of blH2 (R.AV-1). to determine 
the highest dilution of the virus inducing cell proliferation. The reciprocal of this dilution defined the mitogsnic titre of the virus in mitogenic 
units (LIU) per ml. Several S R  cultures were then infscted with 0.3-0.5 hlU per plate and superinfectrd 1 week later with RXV-1 to rescue 
virus from occasional non-producer cells. Virus produced by one such culture was selected for this study because it induced NR ceil 
multiplication in the absence of  morphological transformation. This variant was designated SIH2-P.AI00 (RAV-1). Strritesy used for  constructed 
mutants (c): DNA of pX1HT-Hd piasmidl was digested with BumHI, ligated and transfected in Eschrrichia coli HBlOl cells. A clone was 
selected, pb1HI-OB. which lacked the 1.3-kb BamH1 restriction fragment derived from the gag gene. Sequence analysis around the recombination 
site indicated that translation of the pSlH2-OB RNA should result in the synthesis of a product containing the amino-terminal 52 amino acids 
of p19&"* 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 XIHI-LI200 mutant, DNA of pblH2-Hd plasmid was partially cleaved by Sa11 endonuclease and cohesive termini were filled 
in by treatment with the Klenow fragment of D N A  polymerase 1. This generated a new Pcul site as espected. and should result in a i l  
frameshift in the translation of the v-myc sequence. lnfectious virus (SIHI-OB) was rescued fri!m p \ lH2.0 : )  D\.\ t:a~ifr.cte<l cells u ~ i n g  

U V - 1  as helper vims. 



Ta analyse the biological~propenies of the two oncogenes of 
blHS funher. we isolated two classes of virus mutants by their 
capacity to alter the phenotype of NR cells. Class 1 mutants 
were selected because they were unable to induce NR ce11 
proliferation (see Fig. 1 legend). Two such mutants. MHZ-c1.16 

j and X1H1-cl.25. were isolated from two distinct viral stocks. 
XI H2-cl. 16 and XlH2-cl.25, like wild-type blHI,  transformed 
chicken embryo fibroblasts and  macrophages (T. Graf, penonal 
communication). In contrast to wild-type virus-infected cultures, 
KR cells infected with either mutant were not transformed, nor 
were they stirnulated to grow (Fig. lb).  An additional mutant 
virus, blH2-OB, possessing similar biological propenies 
(Fig. lb ) ,  was obtained by deleting most of the gag sequence 
in plasmid pbtH3-Hd (ref. 1) which contains a biologically 
active provirus (this yields a premature termination of the gag- 
mil protein. see Fig. Ic).  

Two class II mutants were isolated as follows. blutant virus 
hlH2-PA200 was selected because it induced proliferation of 
NR cells. without morphological transformation (Fig. 1 legend). 

1 Such cells could be subcultured for many generations but ulti- 
mately did senesce (after ca. two rnonth). The second mutant, 
blH2-L1200, with similar biological propenies, was derived from 

1 plasmid pbIHS-Hd (ref. 1) by generating a frameshift mutation 
in v-myc, resultin; in the premature termination of its translation 
product (Fig. 1 c legend). 

P I O O C . L O - ~ ~ I  trlinslation product of v-niii"."' was readily 
detected by immunoprecipitation o i  lysates of "S-methionine- 

1 Iabrlled cells intscted with either wild-type hIH2 or class I I  
mutants (that is. XIHI-PX2OO. Fig. 2b) using antisera speci5c 
for gc~g proteins (Ianes 2 )  o r  for a bacterially expressed v-mil 
proteiri (lanes 3) .  In contrast, no v-mil spccitic protein was 
drtected in fibroblasts transformed by clajs 1 mutants (Fig. 2c-t., 
respectively i. 

Wc next performed bloc analyses of RNA isolated from cells 
i iniected with either tvild-type or mutant viruses. As expected 

[rom p r e ~ i o u s  studiesi.", cells infected u-ith wild-type hlH2 
s>nthesized a 5.7-kilobase ikbi genornic RNA detectable with 

1 rirher a v-mil or LI v-nl!.c probe i Fig. !L.. lanes 1 and 2. respec- 
tivelyi and a 2.3-kb subgrnomic RNA detected with a v-rriyc 
probe only i Fig. 3c, lane 2) .  The 5.7-kb gcnomic RNA and the 
2.S-Lh subprnomic R S X  specics are kn0u.n to encode respec- 

(1 h c. 
MHz MHz MH, 

i'i:. ? ( h.ir.i~:crir.irion ol' ;.il;. .111d r r ~ r l  r e l ~ i c . ~ l  p r<i rc in \  skntht- 
>i / c . i l  i r i  .iiiaii cc!l\ irir'tcrcd hi uiid-r'pc iind rniii.iri: 51\12 viru,eh. 
Chic.Lc:i XII < i . l l \  rr.iri.l<)rnied hi \\ i ld.i)pc \ i H l  I L I ) .  or irifxrcd 
h)  LI tl2-l'..\3iO I h I .ilid lihrohlii.~\ rriiriifornicd h' 51 t l 2 - ~ 1 . 2 5  ( c l .  
'ritIl-<!.IO (11 l and \ ! H l - 0 1 1  i r !  uere incuh;ircd f u r  ! h in the 
prcwricc of ? O  FCi ni1 - '  of 1.-35s-mtrhionine (>pccilic aciivirp 
l . i IO0  Ci mrnol ' 1 .  I>ied and  immunoprscipiraits prepiired as 
dc\crihcd prc\iouzlr". Sera used w t r e  as follows: 1;ines 1. preim- 
niLnc riihbir scrum: lane3 2. riihbir anri giig serurn: lanes 3. rabbit 
ariti,cruni prepared ro 2 bacteri;illy e ~ p r e z s e d  protsin correspond- 
irig tii  rhc. c:irho.c) rerminus or PlOO'~"~"'' (F.D. and J.G.. in 
prcp.ir:ition 1 .  11nniunoprccipir;iitd prortini were ~n : i l>scd  h y  SDS- 
piil):icr)l.irni<lc. gel c.ltcrrophorc\ir a i  dcicrihed h y  L.icmrnli" fol- 

I<,\i.c.d h )  t lu<) royrap+ uti r h ~  dricd gel. 

Fig. 3 Size of viral RN-\  in  % l H 2  wild-type or murant infected 
chicken tibrobiasts and h R  cells. Nonhern blots of polyadenylated 
RNA were probed in lanes 1 with a 1.1-kb BumHI- Hpul v-mil- 
specilic rra-ment (see Fig. Ici and in lanes 2 with a 0.6-kb 
Alui/ Hue I l l -  EcoRI fragrnenr derived from the Iast exon of the 
chicken c-rnyc locus". The probes wcre labelled with "P by nick 
translation and used as described previously". Viruses used are 
lisred acrosi the top of rhe figure. Lanes a - d .  rransformed tibrob- 
Iai>t>: Iane r. ~IH1-P.-\~OO-infccted N R  celli. Trdnsformed fibrob- 
Iiirri in Iiine 1. uerc. obrained ~ Ï t s r  trcln>fc.crion uirh ii rnolesularly 
clontd \IH: pro\iru.;  ip\lH'-Hd)' toge:hc.r uith a plabmid con- 
t l i i n in -  J hiulocicall> ~ c r i \ e  R.-\V-I p r o ~ i r u ,  1.1 gentroui yift  Ïrom 

Dr J .  1 1 .  Bishopi. 

tively the P10OS~'~~"" and 'p60/61m" proteins'2.'r. The 3.Slkb 
m~c-specific RNA was detected in fibroblasts transformcd by 
MH2-c1.16, >lH2-~1.25 and XIH2-OB at let:els similar to those 
obsemed in cells transformed by wild-type hIH2 (Fig. )a, b, d, 
Ianes Il. h o  virus-specitic RNA hybridizing to the v-mil probe 
was derected in c-!ls infected with mutant virus YIHI-cl.l6 and 
MHz-c!.lS. indicating that these mutants had lost most or al1 
of the v-mil sequences. In addition to the 1.8-kb RNA, cells 
inkcred with S-1 t i2-OB synthesized a 4.4-hb RNA that hybrid- 
ized to both v-triil and v- rn~c  probes iFig. 311 1. This, together 
with the size of the fragment deletecl to generate pblH2-OB 
(1.3-kb, sec Fig. I c ) ,  led us to conclude that the 4.4-kb RNA 
was the genomic RNA of MH2-OB. The 4.0-kb species detected 
by thc v-mil probe corresponds to the previousiy 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 - m ~ c  probe was detec- 
ted in NR cells infected with XlH2-P4200 iFig. je,  lane 2). The 
only vims-specitic RNA synthesized in these cells was a 5.7-kb 
RNA hybridizing to a v-niil probe iFig. 3e, lane 1). This RNA 
also hybridized to an enc probe (not shown). The MH?-PAZ00 
provirus has been molecularly cloned and the restriction map 
of this provirus suegests that it has been generated by recombini- 
tion between wild-type XlHI and its helper virus, resulting in 
the probable substitution of Asa;-pol-henv sequences of the 
helper by Igag-mil-Lmyc sequenccs from wild-type blHZ (to 
be published elsewhere). 

MH2-P.4200 and XIHI-LI100 were as efficient as wild-type 
virus in inducing proliferation of N R  cells (Fig. l h ) .  However, 
in cc:itrast to kvild-type virus-infectcd cells, KR cells infected 
with eithcr murant were not morphologicrilly transformed nor 
were they able to form colonies in soit aslir-containing medium. 
90th virus mutants also friiled to trrinsforrn macrophages (T. 
Graf, personal communication) and chicken embryo fibroblasts 
(not s h o w ) .  The latter is surprisin; since the mouse virus 
k1SV36111" that contains v-raj; the mouse-derived counterpan 
of v-mil. readily transforms mouse fibroblasts: This may indicate 
a structural ditference in the two transduccd genes o r  a different 
response of the target cells in the chicken and mouse species. 
Finally. reconstitution experirnents showed that prolifèrating 
N R  cells infecccd with XIHZ-P.4200 becamc rapidly transformed 
on superinfection with blC-Y (not shown). 



\The results presented here show that the ability to induce 
prhiferation and transformation of NR cells from 7-day-old 
chicken embryos is a characteristic propeny which distinguishes 
bIH2 from the other v-myc-containing viruses. Chancterization 
of mutants MH2-P.Co0 and MHz-LI200 demonstmtes that 
expression of v-mil is both necessary and sufficient to account 
for the mitogenic propeny of h1H2 in NR cells. However, 
infection of N R  cells and fibroblasts with mutantviruses express- 
ing oniy v-mil does not result in ceil transformation. That the 
mutant MH2-LIZOO exhibits similar biological propenies 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 
hornology with other oncogenes of the src gene family" which 
induce both proliferation and transformation of NR cellss.''. 
Interestingly, mutants in the src gene that, like v-mil, induce 
NR cell multiplication without transformation, have been 
described5. Scveral oncogenes of the src gene family encode 
plasma rnembrane-associated protein kinases specific for 
tyrosine residues, a property also shared by several prowth factor 
r e c e p t o r ~ ' ~ " ~ .  In contrast, P1OWag-"" appears localized in the 
cytoplasm of transformed fibroblasts and is associated in vitro 
with a serinelthreonine-specific protein kinase a ~ t i v i t y ' ~ " ~ .  Such 
differences in intrricellular 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 N R  cells share common prirnary 
targets remains to be drtermined. 

hlutants of MHz expressing only the v-myc oncogene fail to 

induce transformation and proliferation of N R  cells in the 
conditions used. although thry still trmsform fibroblasts and 
rncicrophages. Therefore, the v - m ~ c  genes of hlH2 and MC29 
seern to be functionally indistinguishable, despite their structural 

differ~nce?"'~'. However, transformation of NR cells by the 
v-mye gene can be established in cells already infeaed with 1 
mutants expressing only the v-mil gene. These results indicate 
chat transformation of chicken NR cells by MH2 requires 
cooperation of the two oncogenes. 
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We have previously reported that  a virus, MH2-PA200, lacking the ability to transform 
quai1 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-P.UW provirus. Molecularly cloned MH2-PM00 DNA was found to stimulate 
the growth of neuroretina cells by transfection assays and Our resuits indicate that  this 
recombinant virus was derived from the RAV-1 helper virus. in which v-mil and a small 
part  of u-myc of MH2 were acquired a t  the  expense of helper ( A g a p p o l - A a v )  sequences. 
In order to assess the precise boundary between the rnyc and env genes we determined 
the nucleotide sequence of the junction fragment and showed that 11 of 13 nucleotides of 
the env gene were identical to the rnyc sequence a t  the recombination point. The nucleotide 
sequence of the myc-env junction fragment of another similar and independently generated 
MH2 mutant  shoa-ed similarly 9 nucleotides of homology between the env and rnyc se- 
quences a t  the recombination point tha t  took place a t  another site, suggesting that a 
homologous recombination occurred between MH2 and RXV-1 viruses to generate MH2- 
P.QW and similar mutants. @ 19% Academic Press. inc. 

I INTRODUCTION 

The avian retrovirus Mill-Hill No. 2 
(MH2) is a replication defective retrovirus 
that induces carcinomas in fowl and trans- 
forms several ce11 types in culture (Graf 

l 
and Beug, 1978). The MH2 genome contains 

1 the v-myc oncogene also found in three 
other retroviruses (MC29, CMII, OK10) and 
a second cell-derived oncogene v-mil (Col1 

1 et a l ,  1983; Jansen et aL, 1983) related to 
1 the mc gene of RSV (Galibert et a l ,  1984; 

Kan et a l ,  19%). In MH2 transformed cells, 

/ v-mil is expressed as a 100-kDa polyprotein 
(Hu et a l ,  1978) resulting from the fusion 
of gag and mil sequences (Bechade et a l ,  1 1985). This cytoplasmic protein exhibits an  
in  vitro phosphothreonine/phosphoserine 
kinase activity (Moelling et a l ,  1984). v-myc 
is expressed as a 61/63-kDa protein doublet 
encoded by a 2.8-kb subgenomic mRNA 
(Hann et a l ,  1983; Martin et a l ,  1986). We 
recently distinguished some biological 

'To whom requests for reprints should be ad- 
dressed. 

properties of the mil and rnyc oncogenes 
by studying the properties of virus-infected 
avian fibroblasts and embryo neuroretina 
cells (NR cells). wt-MH2, MC29, CMII, and 
OKlO 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 a l ,  19%). 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-mye defective mutants, we molec- 
ularly cloned a v-mil containing provirus 
from MH2-PA200 proliferating quail NR 
cells (Bechade et a l ,  1985). Our results sug- 
gest t ha t  MH2-PA200 was generated by 
homolgous 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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MHz MUTANT WITHOUT v-myc ONCOGENE 

+ MXTERIXLS   ND ‘IIETHODS The LTR probe was from the RSV-SRA 
genome and representeà the 0.36-kbp 

Celk and viruses. MHz-PA200 was pre- EcoRI fragment containing the LTR se- 
viously characterized (Bechade et al. 1985), quences. The gag probe (Sad-EcoRI), the 
and was derived from a MH2 (RAV-1) pol probe (EcoRI-KpnI), the 5' env probe 
pseudotype virus obtained by superinfec- (KpnI-EcoRI), and the 3' env probe 

. tion of a non-producer quai1 fibroblast (EcoRI-Sad) were derived from Pr-RSV- - 
=- clone MH2 QB2 with RAV-1. Another MH2 A and previously described (Saule et  al, 

mutant (MH2-PA201) was isolated from 7- 1983). myc probes included a 5' v-myc probe 
day-old chicken embryo neuroretina (CNR) (HpaI-PstI) derived from pMHX-Hd (Coll 

4 cells infected by a virus produced by quai1 et a l ,  1983) and a 3' c-myc probe corre- 
embryo cells (QEC) co-transfected with wt- sponding to the 3' half of chicken exon 3 
MH2 DNA, pMH2-Hd (Coll et aL, 1983) and (Saule et a l ,  1984). The v-mil probe was ob- 
helper DNA pRXV-1 (a  kind gift of J. M. tained from the 1.1-kb BamHI-HpaI frag- 
Bishop). ment of plasmid pMH2BS (Col1 et a l ,  1983). 

Trawect ion procedure. Seven-day-old The purified fragments were labeled 
quai1 embryo neuroretina (QNR) cells were through nick-translation reaction (Amer- 
transfected with phage DNA according to sham nick-translation kit) in the presence 
the calcium method developed by Graham of [32P]dCTP according to the supplier's in- 
and van der Eb (1973). Precipitated DNA structions. 
(35 pg) was added in 1 ml volume to 100- Cloning procedures. MH2--PA200 (RAV- 
m n  dishes containing 10' cells. After 1 h r  1) growing QNR cells were used a s  source 
incubation. cells were fed with 10 ml of DNX and a partial EcoRI gene library 
of Dulbecco's modified Eagle's medium was prepared in a Charon 4A vector, as re- 
(DhIEAI) supplemented with 10% fetal calf ported (Coll et aL, 1983), with a minor mod- 
serum (FCS). Ten days later, proliferating ification in the preparation of Charon 4A 
cells were observed and w-ere grown up in arms by purification on a sucrose gradient. 
DMEM 10% FCS. MH2 (R-iV-1) proliferating CNR cells were 

,Vltcleic acids nnalysis. High molecular used similarly as source of DNA in order 
weight DNX \vas isolated as described (Coll to isolate v-myc deleted MH2 CNR provirus 
et al.. 1983). Cellular or cloned DNXs were from a partial Sau3-1 gene library prepared 
digested with restriction endonucleases in EMBL 4 vector. One such recombinant 
(Boehringer Mannheim, FRG, and BRL was called MHz-PA2Ol. 
Inc., USA) according to the supplier's in- Protein labeling and  immunoprecipita- 
structions. Fragments were size separated tim. Labeling was performed on semicon- 
by agarose gel electrophoresis and trans- fluent cultures seeded in 100-mm petri 
ferred to nitrocellulose according to dishes by incubation in 3 ml of modified 
Southern (1975). Total cellular RN-4 was Eagle's medium lacking methionine (Met) 
extracted and fractionated on oligo (dT)- followed by the addition of 0.25 mCi 
cellulose as described (Saule et aL, 1983). [35S]methionine for 60 min. Cells were lysed 
Polyadenylated fractions were denatured in 3 ml of 0.1% SDS, 1% Triton, 0.5% de- 
by glyoxal treatment, submitted to elec- oxycholate, and 1% trasylol, Tris-HC1 10 

l 
trophoresis in 1% agarose gels, and trans- mlVl, pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM 
ferred to nitrocellulose. Blots were hyb- buffer (RIPA), and clarified a t  100,000gfor 
bridized to 32P-labeled DNA, washed and 1 hr. Supernatant (0.15 ml) was then in- 
subjected to autoradiography a t  -70' as cubated for 3 hr a t  4' with 3 rabbit an- 
previously described (Saule et a l ,  1983). tiserum prepared \%-i,th a bacterially ex- 

Clor~ed D,V-4 probes. DNA fragments for pressed protein corresponding to the car- 
the preparation of =P probes were obtained boxy terminal part  of P1000~-""(F. Denhez 
from suitable recombinant plasmids by and J. Ghysdael, in preparation). Protein 
endonuclease digestions and agarose gel A-Sepharose beads (10 mg) were added to 
purification. each sample for 3 h r  a t  4'. Beads were 



washed in RIPA buffer, then in a buffer endonuclease, ligated with purified X 
containing Tris-HC1 10 m\l, pH 7.1. NaCl Charon 4A arms. packaged and amplified. 
150 m,bf, EDTA 1 m:lf. Radioactivity was One X phage which hybriciized with the 
recovered by elution from beads by 5 min v-mil and 3' env probes was isolated, then 
boiling in electrophoresis loading buffer purified and amplified. Phage DNA was - 

(1% SDS, 5% mercaptoethanol, 10% glyc- prepared and digested with different re- 
erol, 50 rmM TrisHC1, pH 6.8) and loaded striction- enzymes. Fragments were run on. 
ont0 10% acrylamide gels, followed by fluo- agarose gels, transferred to nitrocellulose 
rography of the dried gels (Bechade et aL, and hybridized with difEerent ??-ni& 
1985). translated probes. A detailed restriction 

Preparation of the mu-myc fragment and map of the provirus is shown in Fig. 1. 
nucleotide sequencing. Subcloning of the The hybridization patterns obtained 
EcoR1 Agag mil'rmycAenv fragment of the (Fig. l) ,  allowed the following observations: 
MH2-PA200 provirus was performed in the first, the cloned MHz-PA200 provirus con- 
EcoRI site of pKH47 (Hayashi, 1980). Sub- tained a LTR-gag sequence probably de- 
cloning of the BamHI-EcoRI mil-ilrnyc- rived from RAV-1 helper virus, since the 
Aenv fragment of MH2-PA201 was per- KpnI endonuclease site present in wt-MH2- 
formed similarly in BamHI-EcoRI sites of LTR but absent in RAV-1 was not found 
pKH 47, MH2-P,4200 plasmid DNA was in MH2-PA200. In addition the Pst1 site 
digested with HincII, digests were loaded located in the 5' part  of the gag sequence 
ont0 a 1% agarose gel and electrophoresed in both MHz-PX200 and the RAV-1 helper 
overnight. The 0.4-kbp 'rmil-lmyc-'renv virus was not present in wt-MHz (Fig. 1). 
fragment from MH2-PA300 was then re- Second, the MHz-PA200 provirus hybrid- 
covered and digested with HaeIII. For ized to the 5'v-myc probe but not to the 3' 
MH2-PAIOl, plasmid DNA was digested v-myc probe suggesting that part  of the 
with HpaI-XbaI and the 0.4-kb Amil-lmyc- v-myc gene was present in this recombi- 
Aenv fragment was recovered from a 1% nant virus. Finally, both the 5' and 3' env 
agarose gel and subjected to HaeIII enzy- probes hybridized to the MH2-PA200 pro- 
matic digestion. Nucleotide sequencing was virus DNA. The pol probe did not anneal 
performed by the Maxam and Gilbert pro- (data not shown). Therefore it appeared 
cedure (1980). The fragments were de- that  the 3' recombination point occurred 
phosphorylated and labeled with [y32PfiTP between 5' myc sequences of wt-MH2 and 
and polynucleotide kinase as described 5' env sequences of RAV-1 helper. 
(Herisse et a l ,  1980). To separate the two 
labeled strands, fragments were denatured MH2-PA200-like Mutants Are Revealed by 
a t  92" in 30% dimethylsulfoxide and frac- Neuroretina Ce1l.s 
tionated in a polyacrylamide gel. 5' labeled 
single stranded fragments were recovered The use of a specific biological assay (NR 
from the gel and subjected to chemical ce11 proliferation) reveals rapidly and ef- 
degradation with reagents specific for G, ficiently MH2-PA200-like mutants. This 
AG, CT, C, and AC. was illustrated by analyzing proviral DNA 

from NR cells freshly infected with virus 

RESLLTS produced £rom QEC transfected with 
pMH2-Hd and pRXV-1 DNAs; this wt- 

kfoleculur Cloning of iVIH2- P.4200 Provirus MH2 (RAV-1) virus was ~assaged  only OnCe 
on quail embryo cells (QEC) after trans- 

QNR cells were infected with biologically fection. Chicken NR cells were passaged 
cloned lLIH2-PX200 (RAV-1) pseudotype t~vice 20 daÿs after infection with cloned 
virus. DNA from these cells was used a s  a wt-MH2 (RAV-1) virus in order to select 
source of DNA for the preparation of a proliferating cells before proviral DNA 
gene library. High molecular weight DNA analysis. Southern blots of DNAs cleaved 
was partially cut tvith EcoRI restriction with EcoRI or other endonucleases allow- 
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1 

4 
Eco RI ECORI/PS~ 1 Pst 1 Barn HI/Hind III 

Kbç E t B r  LTR ml1 mvcj' mvcY cnv3' *(bc !.TR qaq mllenvj'env3' Kbo LTR qaa siil envj' env3' Wo EtBr LTR ml1 myc5' env3' 

R  1 R I  U R l  R1 R I  R I  - 
1 Kbp 

ni si pi  a i  r i  a2  a l  m ai pa PI al 

rfli l 

Frc. 1. Characterization of cloned MH2-PA200 proviral DNX. (A)  X MHz-Ph200 phage DNA was 
digested with EcoRI. EcoRI-PstI, PstI, BamHI-HindIII restriction enzymes. Digests (1  pg/lane) 
were separated on 1% agarose gels, transferred ont0 nitrocellulose, and hybridized with the nick- 
translated probes listed across t h e  top of the figure. Sizes of significant hybridization positive MH2- 
PA200 bands are  indicated (arrowheads). (B) Organization of MH2-PA200 DNA: a restriction map  
of the  recombinant virus can be compared with tha t  of the cloned MH2-Hd (lane 3). Restriction 
endonucleases used were RI, EcoRI; K. KpnI; S1. SstI; P l ,  PstI; Bl,  BamHI; XI, XhoI; B2, BglII: H2, 
HincII; P2, PtuII ;  H3, HindIII. Only the restriciton 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 HpaI site. SD, splice donor site; SA, splice acceptor site. X arm DNA. 3; cellular DNA, 
-; LTR, CU. 

ing t o  distinguish between parental and 
mu tan t  viruses were  hybridized to a v-mil 
probe (Fig. 2). F o r  example, EcoRI endo- 
nuclease 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). No band corresponding to  recombi- 
nan t  mutants (expected around 3.5 to 4.0 
kbp if the  interna1 EcoRI site in  the helper 

env gene were acquired) was detected, in- 
dicating t ha t  such mutants,  if present, 
represented a minor fraction of t he  pro- 
viruses. A similar experiment performed 
on chicken NR cells (Fig. 2, th i rd  lane) 
readily revealed a strong 4.0-kbp band cor- 
responding to recombinant molecules, in 
addition to a faint 5.5-kbp wt-MH2 proviral 
band. The mutant  molecules a t  4.0 kbp dif- 
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Eco 31 
\ 

T S :  I xho I/HinDIII splice acceptor site of the  mye gene is con- 
Y H : a 4 > 3 J  WH- W:+A>30 ?(H- X - C - P A ~ ~ C ~ H ~  served in this provirus and leads to t he  
;EL ;::a ;:IR CEC :MR c m  k S p : ~ t  QNR SNR 

expression of a small subgenomic myc-env 
O - -  f 

-c RNA. When analyzing MH2 CNR cells, a 
5 . 5 ,  . r 6.0-kb MH2-RAV-1 recombinant genomic 

b+;: .@ .a;::, u 
::!: .œ - . 1 6 z3.~* . a RNA was detected with a 3' env probe in 
1 

w addition to the 8.4- and  3.2-kb helper 
1 .9* mRNAs, confirming that  this was a recom- - 

1 - m m  * -  
t - rnq* , - binant distinct from MH2-PA200. The ex- 

istence of a putative subgenomic mRNA 
FIG. 2. Southern blot analysis of integrated provi- 

ruses from wt-3lH2 and mutanc infected cells. High 
molecular weight D N h  from infected cells was di- 
gested with EcoRI. PstI, and ,YhoI-Hindi11 endonu- 
cleases. Size separated cellular DNA fragments were 
transferred to nitrocellulose and hybridized with the 
BamHI-HpaI wmil probe. Ce11 types and viruses a re  
listed across the top of the figure. Arrowheads indicate 
v-mit containing DNA fragments. 

fered in size from the EcoRI fragment of 
3.6 kbp seen with hlH2-P,42OO mitogenized 
(quail) NR cells (Fig. 2 lane 2) suggesting 
that  distinct recombination events had oc- 
curred in these two separate experiments. 
These results were confirmed by using 
other restriction endonucleases like PstI or 
XhoI + NindIII (Fig. 2) or other probes like 
gag or 5' myc (data not shown). Bands 
without arrows in Fig. 2 represent frag- 
ments of the cellular mil DNA. We thus 
conclude tha t  molecularly cloned wt-MH2 
can rapidly recombine with the RA4V-1 
helper to yield mutants lacking most of 
v-myc tha t  appear to bear a selective ad- 
vantage on chicken NR cells. 

Next, we examined the transcription 
patterns of the MH2 mutants detected in 
Fig. 2 lanes 2 and 3. Polyadenylated 
mRNAs extracted from MH2-P-4200 QNR 
and MH2 CNR cells were hybridized on 
Northern blots with v-mil and other probes. 
Results in Fig. 3 show tha t  the MH2-PA200 
virus exhibited a 5.6-kb genomic RNA 
which also hybridized with the LTR, 5' rnyc 
and 3' env probes. In addition, the LTR and 
3' env probes detected a 8.1- 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' rnyc probe but not to the v-mil or 3' 
rnyc probes. These results suggest that  the 

could not be demonstratedfor this recom- 
binant since i ts  expected size was close t o  
tha t  of the RAV-1 helper env mRNA a t  3.2 
kb (Fig. 3 last lane). 

Nucleotide Sequence of the myc-env Junc- 
t i m  in the Recombinants 

For further analysis of recombination, 
we molecularly cloned the above-described 
recombinant. A Suu3X DNA librarv f rom 
MH2 CNR cells in X EMBLLI was screened 
with mil and env probes and a recombinant 
X phage (MHz-P-4201) containing a DNA 
insert which hybridized to both probes was 
isolated. The precise boundary between 
rnyc and env sequences was then deter- 
mined in MHz-PA200 a s  well as MH2- 
PA201. 

?.tI2-38233 QNR Xti2 CNR 

FIC. 3. Size of viral transcripts in proliferating NR 
cells. Poly A' containing RNA was denatured, sepa- 
rated on 1% agarose gel, and transferred to nitrocel- 
lulose. Blots were hybridized with the probes listed 
across the top. The size of the viral transcripts is in- 
dicated in the left- and right-hand columns of t h e  
figure. Bands a t  8.1 and 3.2 kb with the 5' rnyc probe 
were unexpected and probably due to a srnall contam- 
ination of the rnyc fragment by other h1H2 related 
sequences. 



232 
MHz MU-TXXT WITHOUT LI-myc ONCOGENE 

,\The 0.4-kbp HincII fragment from M H 2 -  
PA200 provirus and the 0.4-kbp HpaI-XbaI 
fragment from MH2-PX201 provirus were 
purified on agarose gels, cleaved with 

- HaeIII endonuclease and subjected to nu- 
- cleotide sequence determination by the 

Maxam and Gilbert procédure. In Fig. 4 we 
7 compare the  relevant nucleotide sequences 

to the wt-MH2 rnyc and SRA env se- 
- quences. I n  these two mutants i t  appeared 

.( that  the recombination points were differ- 
ent but exhibited several similarities. In 
MH2-PA200, 11 homologous nucleotides 
divided into two stretches of five and six 
nucleotides were found between the env 
and mye sequences, whereas nine homol- 
ogous nucleotides divided i n t o  two 
stretches of four and five nucleotides, were 
observed in MH2-PX201. This suggested a 

:, l i l  a e n v  ,4 

similar mechanism of recombination for l 

these DNo viruses. 

The mil Gene oj- the ~Molecularly Claned 
l 

MH2- PA200 Is BiologicaUy Active 
- 

We examined whether the moleculary 
1 

l 

cloned MH2-P.4200 was biologically active. - 
X MHz-PA200 DNA was used to perform'- l 

transfection on QNR cells. DNA (30 ~ g )  was I 

transfected together with RAV-1 plasmid 
l 

DNA (5 pg) ont0 107 QNR cells. Ten days 
later, growing cells were detected and 
propagated. These cells were checked for l 

the presence of MHz-PA200 by protein 
analysis using specific antisera derived 
from bacterially expressed v-mil polypep- 
tide. [35S]Met-labeled total cellular extracts 
were challenged with rabbit anti-mil as  
well as rabbit anti-gag sera. Immunopre- 
cipitated proteins characterized by their 
apparent molecular weight in SDS-poly- 
acrylamide gels are shown in Fig. 5. The 
~ 1 0 0 ~ ~ - " ' '  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 con- 
cluded that cloned MH2-PA200 provirus 
was biologically active. 

DISCUSSION 

We reported previously that defined bio- 
logical systems allowed to reveal distinct 
activities for the two oncogenes v-mil and 

mv R S V  % I A T T W ~ . T . T G G . ~ ~ * * * * * * * * ~ ~ *  v-mye of wt-MH2 (Bechade et aL, 1985) and 

I FIG. 4. Nucleotide sequence of the myc-env junction 
l fragment. T h e  determined nucleotide sequences of 

MW-PA200 and MW-PA201 (shown in Fig. 2 in MH2 
C N R  lanes) m y c - a v  junction were compared to the 

1 myc sequence of wt-MHP (Galibert et al, 1984) and 
env sequence of RSV (Schwartz et aL, 1983). For both 

I t  recombinants, we have indicated the structure of the 
BamHI-EcoRI fragment used to determine the se- 
quence. For  MH2-PX200 the nucleotide sequence was 
determined by the Maxam and Gilbert procedure 

t (1980) on both strands, whereas one Strand was se- 
quenced for  MHz-P-4201. . represents myc; asterisks 
represent nucleotides of myc-MH2 (upper line) 
and/or av-RSV (lower line) homologous to the nu- 
cleotides of myc-az: junction of the mutants. Stretches 
of nucleotides common in the three sequences are  
boxed. 

to isolate mutants expressing only one or 
the other oncogene product. We have de- 
scribed mutants expressing the p61/63"mYc 
protein that transform QEC but do not in- 
duce NR cells proliferation (Martin et al ,  
1986). We now report the characterization 
of mutants expressing the P1008~"" gene 
product that induce the proliferation of NR 
cells, but not transformation of QEC. Two 
such mutants MH2-PA200 and MH2- 
PA201 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 hav- 
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A-XH2-JA2OO QNR w t - ? ü i 2  QEC 
\\ 

Frc. 5. Immunoprecipitation of ~1000"0-""protein in 
QNR cells transfected with lambda Mm-PA200 DNA. 
Growing cells were labeled for 1 h r  with [35S]- 
methionine, lysed. and incubated with rabbit anti-gag 
serum prepared with the bacterially expressed 'YhoI- 
BamHI fragment of the  gag gene (F. Ferre, unpub- 
lished data)  (lane 1); rabbit  anti-mil serum (lane 2); 
and the same  serum preincubated with the  corre- 
sponding polypeptide (lane 3). Cell types used a re  in- 
dicated on top of the figure. 

ing acquired r-nr il and 200-300 nucleotides 
of v-myc from \\-t-llH2 a t  the expense of 
Igag-pol-lenr helper sequences. In both 
cases, the 3' recombination points occurred 
between myc and enz. sequences, but a t  
distinct location in both genes. Little in- 
formation was obtained concerning the 
precise 5' recombination points t ha t  oc- 
curred probably within the gag sequences 
between the PstI restriction site in wt-31H2 
a t  nucleotide 1542 (Galibert et a l ,  1984) and 
the beginning of mil since this PstI site is 
present in wt-MHz, absent in RAV-1 and 
also absent in both recombinants. Finally, 
both mutants are expected to still produce 
a subgenomic mRNA (i.e., 2.4 kb for MH2- 
PA200 in Fig. 3). The smallest deduced 
protein (for MHz-PA201) would include 6 
amino acids of gag joined to 16 amino acids 
of myc. Although unlikely, we cannot for- 
mally exclude a participation of such a 
product to  mitogenicity. Recombinant vi- 
ruses may have occurred through reverse 
transcription of viral RNA, as  proposed by 
Coffin (19'79). 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 MHz-PA200-like viruses 
remain attached to ceil-culture plates 
whereas wt-MH2 infected cells are trans- 
formed and easily released into the culture 

medium. They could have lost N-CAM-me- 
diated adhesion as  shown for CNR cells 
transformed by Rous sarcoma virus 
(Brackenbury et al, 1984). Second, recom- 
binant mutants appear to propagate much 
more efficiently than wt-MHz, since t i ters 
were found to be over IO%itogenic units - 

for MH2-PA200 (RAV-1) as  compared to 
only 103 focus forming units for wt-MH2 
(RAV-1). These two factors concur, sepa- 
rately or together to favor 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 pre- 
viously. 

Finally, with its mil oncogene MH2- 
PA200 resembles the mammalian retro- 
virus MSV 3611 that  includes the mouse 
analog raf (Jansen et a l ,  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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DISCUSSION 

L'étude de la stnicture du génome ARN de certains virus défectifs des leucémies aiguës 

aviaires nous a permis de montrer que ces derniers dérivaient d'une recombinaison entre le génome 

d'un ALV peu ou pas oncogène, contenant les gènes de structure gag, pol, env et de gènes 

cellulaires phylogénétiquement stables responsables du pouvoir transformant de ces virus. Cette 

observation soulève quelques questions: 

- par quels mécanismes se sont effectuées ces recombinaisons? 

- quelle est la structure et le mode d'activation des c-onc correspondants? 

- dans quels types cellulaires ces gènes sont-ils exprimés? 

- par quels mécanismes les oncogènes viraux coopèrent-ils? 

1 MECANTSMES DE RECOMBTNATSON 

Les techniques que nous avons utilisées pour caractériser I'ARN viral des DLV ne permettent 
l 

pas d'avoir accès à la structure fine du génome de ces virus. En effet nous avons utilisé les 

techniques d'hybridation moléculaire en phase liquide avec des sondes préparées de façon 

I soustractive. Ainsi, le gène env par exemple, représente la portion du génome d'un ALV absente du 
virus sarcomatogène Bryan défectif dans l'enveloppe (Figure 22). La mesure du pourcentage 

1 

d'hybride obtenu entre une telle sonde et 1'ARN étudié permet de quantifier l'homologie existant 

entre les deux acides nucléiques, mais la valeur de ce résultat est tempérée par l'imprécision existant 

sur le contenu exact de la sonde. Cependant, cette technique d'hybridation en phase liquide fournit 

une bonne radiographie du génome viral. Pour obtenir davantage de précision sur la structure de 

ces génomes, le clonage moléculaire des virus correspondants est nécessaire et la séquence 

I nucléotidique de ces ADN est requise. Toutefois, les résultats présentés dans la première partie 
1 

l 
i montrent que le c-onc peut s'insérer dans l'un ou l'autre des trois gènes du génome viral (Figures 

1 23 et 24). 
Les séquences nucléotidiques des points de jonction virus/oncogène actuellement disponibles 

montrent que le motif GAGG ou CCTC (selon le brin d'ADN considéré) se retrouve fréquemment 

près du point de recombinaison (Figure 30). Ce motif nucléotidique se retrouve également au point 

de recombinaison des virus de mammifères (Besmer et al., 1986) ainsi qu'au point de 

recombinaison du gène c-mvc avec les gènes d'immunoglobulines (Piccoli et a1.,1984). Le rôle 

exact de ce signal n'est pas connu mais GAGG pourrait participer à une séquence reconnue par des 

enzymes cellulaires impliqués dans les remaniements de l'ADN. Ainsi la première partie de 

l'événement de recombinaison pourrait être prise en charge par ces séquences qui pourraient 
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C C R R R R G G A T ~ A G G T G R ~ T R R G A A A G A T ~ A G G C G A G C C C T ~ T T T T T G ~ R G G ~ ~ T G ~ A G G ~ A ~ A  

(Klempnauer et al., 1982)  

my b ets 
GATCATGG~CACCTÇRGRGATGATG 

ets env 
TTTCTTTGATRGGGICCTÇCRACTCCTÇGRARCCG 

e nv erb-B 
ARARGGAT~RGGTGRCTRRGAAAGAT~AGGCGAGCCCTC,TTTTTG~AGG~AT~TT~TGA~TGGAT 

AEVH erb-B env 
TTRCCR~ACTTCTTGCTCCTRGCTCRCGGCCATGGCTGT~AGG 

(Yamamoto et al., 1983)  

gag erb-A 
~ ~ C ~ R G G G A C C C G C T T G G R C C C C T ~ T G G A G C C R ~ ~ R G G A C R C T C G G T  

erb-A env 

(Debuire et al., 1984)  

(Galibert et al., 1984)  

(Reddy et  al., 1983)  

F i g u r e  30 : Séquences nucléotidiques des  points d e  - 
recombinaison v i r u s  DLY / gène 

oncogène. 



signaler où doit se faire, au niveau de l'ADN, la jonction entre le provirus et le c-onc. La 

recombinaison proprement dite pourrait se faire au niveau de 1'ARN à l'aide de la réverse 

transcriptase d'un virus "helper" (Huang et a1.,1986 ) au cours de la conversion de SARN virai en 

ADN. La réverse transcriptase pourrait ainsi "sauter" de la matrice virale sur SARN du gène 

oncogène. On peut supposer que l'existence de séquences nucléotidiques complémentaires entre le 

génome viral et le gène du c-onc stabilise de tels hybrides et favorise la création de ces chimères. 

De fait, de telles homologies ont été notées entre l'oncogène c-fos et le virus murin FBJ-MuLV, 

dans le gène gag (5 nucléotides) et en 3' du génome (10 nucléotides) (VanBeveren et al., 1983 ). 
Cela est vrai également pour l'oncogène c-raf qui présente 15 nucléotides d'homologie avec le virus 

auxiliaire au niveau du point de recombinaison situé en 3'(Bonner et a1.,1985). Ce type de 

recombinaison homologue existe également dans les recombinaisons entre rétrovirus, et nous en 

donnons un exemple dans l'article 16. Toutefois des recombinaisons illégitimes peuvent également 

se produire pour créer des virus transformants, la pression de sélection introduite par 

l'expérimentateur permet d'identifier de tels événements, même rares. 

La recombinaison se fait donc pour les DLV en différents points du génome (on notera 

toutefois que les points de recombinaison env-@ du virus AMV et env-erbB du vims AEV-H se 

font au même endroit dans le gène viral, particulièrement riche en séquences GAGG/CTCC, Figure 

30) et en différents points du c-onc considéré. La jonction peut en effet se faire: 

- dans un intron pour a (virus AEV-H et AEV-ES4),pour le gène m~& du virus AMV 

(Klempnauer et al., 1982), pour le gène mvc des virus MH2 (Galibert et al., 1984) et MC29 

(Reddy et al., 1983 ) 

-dans un exon pour le gène p& du virus E26 (Nunn et a1.,1984) pour le gène mil (virus 

MH2, Jansen et Bister, 1985) et pour le gène erbA du virus AEV-ES4 (Sap et al., 1986). 

Dans la plupart des cas, la protéine oncogène est une protéine de fusion qui s'initie dans des 

séquences virales. La participation virale dans la protéine de fusion est très variable d'un virus à 

l'autre. La part la plus importante est représentée par le gène gag pour les oncogènes qui ont 

fusionné dans un exon. 

La présence de séquences introniques au sein du virus, permettant l'épissure du gène 

oncogène, restreint cette participation aux six premiers acides aminés du gène gag (c'est le cas pour 

les virus AMV (mvb), AEV (--) et MH2 (mvc)). Cette fusion n'est possible que si le mécanisme 

d'épissage conserve une phase de lecture ouverte entre le gène gag et le gène m. Cela n'est pas 

vrai pour l'oncogène qui utilise dans ce cas son propre AUG (Takeya et Hanafusa, 1983). 

Les virus possédant deux oncogènes (AEV-ES4, E26 et MH2) posent le problème particulier 
de la capture d'un oncogène par rapport à l'autre. Il existe en effet des rétrovirus n'ayant que l'un 

de ces deux oncogènes, et l'on peut supposer que ce type de virus, en recombinant ensuite avec 

l'autre c-onc, acquiert son identité définitive. Toutefois, les deux oncogènes ne manifestent pas le 

même pouvoir oncogène (mye est "plus transformant" que mil, erbB est "plus transformant" que 

erbA et ~IJ~J est actif sans ets). On peut supposer qu'un rétrovirus ayant initialement recombiné 
avec erbA par exemple, ne se serait pas maintenu suffisamment (par l'absence d'un avantage 

sélectif) pour recombiner avec un deuxième oncogène. L'inverse parait intuitivement plus facile. 



D'autre part, la recombinaison simultanée avec les deux oncogènes (réunis par une translocation par 

exemple) parait peu vraisemblable, notamment pour les gènes v-erbA et v-erbB du fait de la 

présence de séquences résiduelles virales (env) entre les deux oncogènes (voir article N08). 

Cependant, en l'absence de modèles expérimentaux il n'est pas possible de privilégier un 

mécanisme particulier. 

Il est évident que pour déterminer avec précision le point d'insertion d'un c-onc dans un 

rétrovirus, sa séquence nucléotidique est requise. Cela nécessite bien sûr au préalable le clonage 

moléculaire du gène considéré à partir d'une banque d'ADN génomique inséré dans un vecteur 

procaryote. La sonde utilisée, complémentaire du v-onc, peut être obtenue indifféremment par la 

méthode d'hybridation soustractive ou par l'isolement d'un fragment de restriction du provirus 

cloné correspondant au gène désiré. 

STRUCTURE ET ACTIVATION DES C-ONC 

Le clonage moléculaire des c-onc permet de proposer des modèles d'activation d'oncogènes. 

Nous avons participé au clonage moléculaire de 4 c-onc: erbA, erbB, mvb et m. La structure de 

ces gènes est complexe, contenant des régions homologues (définies comme des exons) et non 

homologues (introns) à la séquence virale. L'utilisation de 1'ARN viral pour définir les introns et 

les exons du gène cellulaire homologue peut conduire à certaines erreurs. En effet certains v-onc 

peuvent contenir des séquences introniques (nous avons déjà cité v-erbB (AEV-ES4 et AEV-H), 

mvb (AMV) et mvc (MH2 et MC29). De plus, 1'ARN avec lequel le rétrovirus a recombiné pourrait - 
ne correspondre qu'à un type de transcrit particulier de ce gène. En effet, le nombre de cas 

recensés, où un gène peut exprimer par épissage alternatif plusieurs messagers différents, augmente 

rapidement et les oncogènes n'échappent pas à cette tendance. Ainsi, l'oncogène Ki-RAS (Shimizu 

et al., 1983b) a par ce mécanisme la possibilité de diriger deux produits différents. De même, 

l'oncogène c-ab1 pourrait posséder en 5' un exon alternatif, l'épissage alternatif se produisant pour 

ce gène à l'endroit où s'observe la jonction BCR/ABL(Figure 17) dans la leucémie myéloïde 

chronique (Ben-Neriah et al., 1986). La capacité pour un gène de posséder par épissage alternatif 

plusieurs ARN messagers pourrait dépendre de structures secondaires dans 1'ARN messager 

(Solnick, 1985). Ainsi, le v-onc contenu dans les rétrovirus pourrait ne pas refléter la structure du 

c-onc correspondant. L'analyse des ARN messagers correspondant au c-onc considéré peut aider à 

clarifier la situation. Cependant l'existence de plusieurs ARN pour un c-onc donné ne signe pas 

forcément l'existence d'un épissage alternatif pour ce gène. D'autres mécanismes peuvent être 

responsables de l'existence de plusieurs messagers: l'existence de plusieurs sites initiateurs de la 

transcription (il en existe par exemple trois fonctionnels dans le gène MYC, Bentley et Groudine, 

1986) ainsi que l'existence dans l'ADN d'une famille de gènes suffisamment proches les uns des 

autres pour que leurs produits de transcription réagissent avec la même sonde. Le groupe des 

oncogènes à "famille" a en effet tendance à s'élargir, et ce d'autant plus que les conditions 

expérimentales permettent des appariements entre séquences nucléotidiques relativement 

divergentes (conditions expérimentales relachées). Ces expériences sont intéressantes car elles 

permettent d'isoler de nouveaux oncogènes ou des gènes dont l'étude peut aider à comprendre la 



fonction de certains c-onc (Foster et al., 1986; Huleihel et al., 1986; Weinberger et al., 1986). 
\ L'analyse des c-onc clonés moléculairement montre que la plupart des v-onc n'ont recombiné 

qu'avec une portion du gène cellulaire. On pouvait en effet s'attendre à ce que le virus, sélectionné 

par son pouvoir transformant, isole du c-onc la portion nécessaire et suffisante à la transformation 

cellulaire. Ainsi, v-myb est le résultat de la transduction d'une portion interne du gène cellulaire et 

les amputations réalisées en 5' et 3' du gène se retrouvent également dans les tumeurs ou ce gène 

est impliqué (Rosson et Reddy, 1986). Le clonage moléculaire du gène c-erbB et l'analyse du point 

de jonction viruslc-one montre que là aussi, le clivage de ce gène ne se fait pas au hasard, et est 

impliqué dans son activité oncogénique. Nous avons déjà developpé les différents modèles qui 

peuvent rendre compte du mécanisme d'activation de c-erbB (voir chapitre activation des c-onc ). 

Le gène c-mvc est également tronqué après sa recombinaison avec les rétrovirus aviaires, et 

sur les 4 isolats existants, aucun ne contient le premier exon de ce gène. La perte de cet exon 1 est 

également fréquente dans les translocations 8:14 impliquant ce gène (lymphomes de Burkitt ). La 

protéine synthétisée par le v-mvc ne doit différer du produit normal que par l'accumulation de 

mutations ponctuelles amassées au cours des cycles de réplication successifs du virus. Dans ce 

cas, celles-ci pourraient être importantes dans l'activation du gène. L'analyse de la séquence 

nucléotidique de différents c-mvc (poissons, poulet, souris et humain ) ainsi que différents allèles 

du gène v-mvc montre que le triplet responsable de l'acide aminé 61 dans la protéine, code pour 

une thréonine alors que dans MC29 ce codon spécifie une méthionine et une alanine dans les cas de 

MH2 et OKlO (Papas et Lautenberger,l985). Nous avons montré que la surexpression du produit 

du gène MYC normal, permettait de transformer des cellules d'embryons de caille. Ce résultat 

montre que les mutations ne sont pas indispensables à l'activité transformante de MYC. Cependant, 

il n'est pas impossible qu'elles confèrent in vivo un avantage sélectif. Certaines de nos 

constructions permettant d'obtenir des virus capables de se propager, nous pourrons étudier cette 

possibilité directement. 

Pour cet oncogène, se pose le problème du système biologique permettant de révéler son 

activité transformante: le produit du gène v-mvc est considéré comme capable d'immortaliser les 

cellules mammifères mais pas de les transformer. Toutefois, le gène v-mvc a déjà été décrit comme 

étant capable de transformer de telles cellules (Copeland et Cooper,l980; Quade et al., 1983; 

Vennstrom et al., 1984) et récemment, des cellules murines immortalisées ainsi que des cellules 

primaires ont été transformées à l'aide d'un rétrovirus murin portant l'oncogène c-mvc de souris 

(Baumbach et al., 1986). Ainsi, il semble que l'action du produit de ce gène puisse dépendre de 

son taux d'expression dans la cellule: le gène mvc ( muté ou normal ) transforme les cellules 

mammifères quand il est exprimé par l'intermédiaire d'un promoteur viral murin (Vennstrom et al., 

1984; Baumbach et al., 1986) et les immortalise quand il s'exprime par l'intermédiaire d'un 

promoteur de virus à ADN (Mougneau et al., 1984). 

L'étude de la structure des c-onc a également permis de révéler l'architecture inattendue du 
gène c-erbA; le gène viral occupe une position marginale au sein des oncogènes puisque son 

produit ne semble pas être directement transformant (Graf et Beug ,1983). La séquence 

nucléotidique d'un fragment du locus c-erbA de poulet correspondant à D2 (lerexon de D2) 



présente 78% d'homologie avec son équivalent viral, mais celle-ci est de 91% au niveau de la 
\ protéine déduite; la plupart des différences observées portent sur le 3éme nucléotide des codons. 

Cela confirme que ce deuxième locus est très apparenté, mais différent du c-erbA complet (Dl + 
D2) .Ce locus pourrait correspondre chez le poulet au locus hc-erbAfidécrit par Weinberger et 

al.,(1986) chez l'homme, et localisé sur le chromosome 3. 
La séquence nucléotidique réalisée dans la même région dans le gène ERBA complet révèle 

86% d'homologie avec l'équivalent viral, ce qui est considérable compte tenu de la distance 

phylogénétique; ce pourcentage d'homologie permet de penser que ce locus est bien celui localisé 
l 

sur le chromosome 17 (Spurr et a1.,1984) et non celui localisé sur le chromosome 3 qui ne présente 

que 74% d'homologie avec v-erbA (Weinberger et a1.,1986). L'autre particularité de ce locus 

humain, réside dans l'inversion du D2 par rapport au Dl,  comparé à l'équivalent viral (Figure 25). 
l 

I 
Ce résultat est surprenant, car dans cette conformation ce locus ne peut coder pour une protéine du 

type de la W5 d'AEV (responsable du blocage de différenciation des érythroblastes transformés par 

I le virus).On peut donc supposer que le D2 doit s'inverser à un moment donné pour permettre la 
l synthèse d'un ARN portant Dl et D2 dans la même phase de lecture. 

I L'équipement cellulaire est pourvu en enzymes capables de provoquer des remaniements de 

l'ADN (dans le réarrangement des gènes d'immunoglobulines, ou dans ceux codant pour les 
l recepteurs d'Ig des lymphocytes T) encore faut-il que l'ADN à réarranger contienne les signaux 

reconnus par de tels enzymes. L'examen attentif de la séquence nucléotidique à l'endroit où l'on 

pourrait s'attendre à ce que l'ADN bouge (à la limite de l'intron et de l'exon), révèle quelques 

I particularités intéressantes (Figure 25). En effet, deux séquences directement répétées encadrent 

une séquence répétée de façon inversée. Cette accumulation parait difficilement être dûe au seul 

hasard; de surcroît, le motif CACAGCTG est également présent à cet endroit de la séquence ERBA. 

Or, CACAGTG et CACACTG, sont trouvés respectivement au point de réarrangement des gènes 

d'immunoglobulines (Lewis et a1.,1984) et au point de réarrangement des gènes codant pour les 

récepteurs dtIg (Malissen et al., 1986). Un enzyme isolé à partir de la bourse de Fabricius chez 
I l'oiseau, ainsi que du foie de souris, clive l'ADN des gènes d'immunoglobulines après le motif 

CACAGTGCTG (Hope et al., 1986). Une activité "recombinase" a également été isolée à partir de 

1 
cellules humaines (Hsieh et al., 1986). Enfin, l'activité ADP-ribosyltransférase augmente dans les 

I cellules en cours de différenciation, ce qui suggère l'existence de coupures/ligatures dans l'ADN à 

l ce moment là (Johnstone et Williams, 1982). 

Toutes ces observaaons ne prouvent pas que le locus ERBA se remanie, et ce, au cours de la 

différenciation des cellules érythroïdes; la mise en évidence directe de cet événement nécessite 

d'obtenir une quantité suffisante et suffisamment pure de ces cellules, où l'événement s'est 

produit. Nous avons étudié la structure de ce gène dans l'ADN de plusieurs types cellulaires 

différents (placenta, lymphome de Burkitt, tératocarinome, cellule érythroïde K562 et deux 

leucémies érythroblastiques à cellules particulièrement immatures) sans mettre en évidence de 

différences. Ce réarrangement pourrait n'intervenir que très tardivement dans la lignée rouge et il 

faudra analyser des érythroblastes matures. 

L'analyse des ADNc complémentaires des ARN ERBA isolés à partir des cellules 



érythroïdes K562 suggère l'existence d'un ARN contenant les deux domaines dans la même unité 
\ transcriptionnelle. La séquence nucléotidique de certains de ces clones est en cours de 

I détermination; celle-ci devrait permettre de détenniner si ce transcrit provient du gène ERBA qui 

1 s'est réarrangé, ou d'un locus apparenté. L'existence d'un locus très proche (capable de fixer les 
i hormones thyroïdiennes) sur le chromosome 3 est un argument supplémentaire pour supposer que 

le locus inversé pourrait coder pour un récepteur particulier ne fonctionnant que dans certaines 

cellules. Les hormones thyroïdiennes ont un rôle pléïotropique, et on peut supposer que l'évolution 

a conduit à une diversification des gènes codant pour leurs récepteurs, en fonction des besoins de 
1 

, l'organisme. Dans ce cas, un réarrangement de l'ADN est un bon moyen pour la cellule d'éviter les 

I retours en arrière dans les processus de différenciation, la structure de l'ADN étant irréversiblement 

l modifiée. 
Enfin, nous ne pouvons exclure la possibilité que cette structure particulière soit un "déchet" 

de l'évolution dépourvu d'activité. Toutefois, le fait que le cadre de lecture de D2 se soit maintenu 

ouvert sans pression de sélection rend cela peu probable. Il est cependant possible que le domainel 

soit dupliqué de part et d'autre du D2; le clonage moléculaire ne nous ayant pas permis de remonter 

à droite de D2 (Figure 25). Dans ce cas, un produit contenant D l  et D2 dans le même ordre que 

v-erbA pourrait être synthétisé en l'absence de tout réanangement. L'étude des ADNc 

correspondants aux ARN de ce locus devrait permettre de résoudre ces questions. 

EXPRESSION DES C-ONC 

Les DLV interfèrent spécifiquement avec la différenciation d'une cellule cible 

hématopoïétique; il était dès lors logique d'essayer d'impliquer le produit des c-onc équivalents 

dans les mêmes processus. Pour cela, il fallait montrer au préalable que ceux-ci s'exprimaient, et 

que leur expression était restreinte aux populations de cellules cibles. La mesure de la quantité 

d'ARN correspondants à c-erb (A+B), c-mvc, c-mvb, et c-src a été entreprise dans plusieurs 
cellules à l'aide des techniques d'hydridation en phase liquide. Nous avons ainsi pu montrer que les 

cellules hématopoïétiques normales immatures, ainsi que des cellules transformées d'origine 

I érythroïde et lymphoïde immatures contiennent des quantités importantes d'ARN c-mvc et c-mvb; 
l c-src et c-erb sont présents à un taux de base dans toutes ces cellules. Cependant, l'expression des ~ 

1 

c-onc observée dans les cellules transformées pouvait n'être qu'une conséquence de cette 

transformation. Les contrôles réalisés avec d'autres types cellulaires (épithéliaux et fibroblastiques) 

transformés par les mêmes agents montrent que l'expression des c-onc étudiés n'est pas un 

mécanisme général dû à la transformation. 

Ainsi, le produit de c-mvb et c-mvc est retrouvé dans les cellules hématopoïétiques 

immatures, que ces dernières soient ou non des cibles pour le v-onc correspondant. Par exemple, le 

gène c-mvb est fortement exprimé dans des précurseurs normaux de thymocytes (Thompson et al., 

1986) qui ne sont pas les cellules cibles du virus AMV. Ainsi, il apparait que l'expression d'un 

c-onc donné dans une cellule n'est pas un facteur suffisant pour que cette dernière soit transformée 

par le v-onc correspondant. D'autre pan, le fait d'exprimer un c-onc particulier ne la met pas à 

l'abri d'une transformation par le v-onc analogue; un taux très important d'ARN c-myb est retrouvé 



dans les précurseurs normaux de promyélocytes de poulets, préparés à partir de sac vitellin, et le 
\ pourcentage de cellules exprimant c-mvb y est le même ( 5% ) que celui des cellules cibles pour 

AMV (Duprey et Boettiger, 1985). Enfin, et cela semble être le cas le plus fréquent, une cellule peut 

être transformée sans exprimer le c-onc considéré; dans notre exemple, des macrophages matures 
1 
I n'exprimant pas c-mvb peuvent être transformés par AMV (Durban et Boettiger, 1981). 
I L'hypothèse qui voulait que le blocage de différenciation affectant les cellules hématopoïétiques 
I 
I transformées soit dû à une interférence entre le v-onc et le c-onc n'est probablement défendable que 
1 

dans un tout petit nombre de cas. 

Les résultats que nous avons obtenus sur l'expression des gènes c-erb, montrent que la 

plupart des cellules analysées ne contiennent que des quantités modestes de ce mélange 
1 

d'oncogènes. Par hybndation in situ de la sonde erbA+B sur des cellules de moëlle osseuse de 
l 

l poulets (tissu contenant un grand nombre de cellules cibles pour le virus AEV, Graf et Beug,1978) 
l nous avons pu observer que quelques cellules accumulaient c-erbA etlou B. Il semblerait d'après 
I des résultats récents (J.Samarut, communication personelle), que le sang d'embryon de poulet 

accumule c-erbA. On peut supposer que les cellules positives en hybndation in situ expriment en 

I fait cet oncogène. 
La mesure du taux dlARN des c-onc dans les cellules aviaires non hématopoïétiques 

I transformées a permis de montrer que certains fibroblastes de caille japonaise transformés par le 
20-MCA contenaient des taux d'ARN c-mvc (de 12 à 30 copies/cellules) comparables à ceux des 

cellules hématopoïétiques immatures. Ce phénomène parait lié à une hypométhylation d'un des 

allèles du gène, peut-être induite par le 20-MCA lui-même (Wilson et Jones, 1983). D'autre part, ce 

fibroblaste pourrait avoir été transformé, alors que physiologiquement il exprimait ce gène. La 

cellule ( comme les cellules hématopoïétiques immatures transformées ) aurait alors été "gelée" dans 

son développement par la transformation. On peut également supposer que la transformation a 

induit cette cellule à se dédiffèrencier ou à exprimer des gènes normalement silencieux (Groudine et 

Weintraub, 1980). 

L'oncogène c-mvc est souvent retrouvé exprimé dans les cellules transformées de différentes 

espèces. Le gène est parfois remanié (ce qui permet de supposer une implication causale de son 

expression dans la transformation), parfois normal, ce qui pose le problème de son rôle, car de 
1 

l nombreuses cellules immatures normales expriment physiologiquement cet oncogène 

, (Pfeifer-Ohlson et al., 1985). 

LES VIRUS A DEUX ONCOGENES 

Trois rétrovirus aviaires (AEV, E26, et MH2) possèdent deux v-onc. Dans la mesure où 

existent des virus transformants ne possédant que l'un de ces deux oncogènes, le deuxième v-onc 

devrait favoriser le virus qui le porte; de plus, ces derniers sont stables dans le temps. Les deux 

oncogènes du virus E26 lui permettent de transformer plus de types cellulaires que le virus AMV 

pourvu du seul v-mvb (Graf et Beug, 1978). Le gène erbA du virus AEV lui permet d'être 

beaucoup plus agressif in vivo que le virus ne contenant que (Frykberg et al.; 1983); d'autre 
part, les cellules hématopoïétiques transformées in vitro par ce virus présentent moins d'exigences 



vis à vis des conditions de culture que les cellules transformées par le mutant erbA-. 

Dans le cas du virus MH2, un effet propre à ce virus est mis en évidence sur les cellules de 

neurorétines aviaires; ce virus est capable de transformer et de faire proliférer ces cellules, alors que 

les virus de type MC29 ne contenant que l'oncogène v-mvc (et pas l'oncogène v-mil) sont sans 

effet sur ces cellules dans les conditions de culture choisies. Les mutants du virus MH2 dépourvus 

du gène mvc ( virus du type PA-200 ) sont capables de faire proliférer les neurorétines mais pas de 

les transformer. Toutefois, ces cellules induites à proliférer peuvent être aisément transformées par 

le virus MC29 mais cela entraine rapidement une mon cellulaire très importante. 

La rétine prélevée à 7 jours de développement embryologique est un tissu complexe 

contenant des cellules en cours de différenciation qui donneront des cellules gliales et des cellules 

neuronales (Okada et a1.,1979). La nature de la cellule touchée par le virus n'est pas décelable 

morphologiquement, et il est également possible que la sensibilité de ces cellules vis à vis des 

produits de v-mil et v-mvc varie avec le temps et leur degré de différenciation. L'effet particulier du 

produit du gène v-mil sur la croissance des cellules de neurorétines n'est pas restreint à ce seul 

tissu, mais semble s'exercer sur tous les types de cellules nerveuses que nous ayons analysés: 

cellules de crête et de tube neural d'embryon de poulet et de caille de 48 heures ( LeDouarin, 1986), 

encéphale d'embryons du même âge, ainsi que de 7 jours. Des marqueurs spécifiques sont 

nécessaires pour déterminer la nature de la cellule cible, ce qui est indispensable pour aborder le 

rôle du produit du gène mil dans les cellules nerveuses. 

L'utilisation d'anticorps reconnaissant les neurofilaments (filaments intermédiaires 

spécifiques des neurones, Prochiantz et a1.,1982) permet de montrer que les cellules de cerveau et 

de rétine de 7 jours proliférant après une infection par le virus MH2Pa200 expriment ce marqueur 

(jusqu'à 50% des cellules). Donc, des neurones sont sensibles au produit de ce gène. Le virus 

MC29 est également capable de transformer les cellules de cerveau, mais dans ce cas, les cellules 

proliférantes n'expriment que peu ou pas ce marqueur (moins de 5% des cellules). 

Le produit du gène v-src est également capable de faire proliférer les neurones dans les 

cellules de neurorétines (Pessac et Calothy, 1974; Pessac et al., 1983) mais la pp60SrC est une 

tyrosine kinase, alors que le produit de v-mil possède une activité sérinelthréonine kinase 

(Moelling et al., 1984). La cible moléculaire de ces deux produits n'est pas forcément la même, 

mais il est possible que leur action utilise la même voie métabolique pour faire proliférer ces 

cellules. Il est particulièrement intéressant de noter dans cette optique, que nous avons réussi à faire 

proliférer des neurones sous l'action du produit du gène Ha-RAS activé par mutation ponctuelle. 

Ainsi, les différents types de protéines oncogènes impliquées dans la prolifération cellulaire (à 

l'exception, curieusement, des protéines à localisation nucléaire) sont capables d'induire la 

prolifération des neurones en culture. Le fait que v-mvc soit sans effet sur la croissance de ces 

cellules (tout au moins chez le poulet) indique que dans certains cas, le produit de ce gène n'est pas 

requis pour que la division cellulaire s'effectue; or la mitose semble possible en réponse au facteur 

de croissance PDGF d'une façon indépendante de l'activation de c-mvc (Coughlin et al., 1985). La 

raison pour laquelle les cellules de neurorétines n'utilisent pas la "voie" du gène mvc est obscure; le 

problème se trouve peut-être dans le stade de différenciation de ces cellules au moment de leur 



infection. Il existe en effet un certain nombre de cellules dans lesquelles le produit de l'oncogène 

v-mvc n'induit aucune modification décelable. Ces cellules se recrutant essentiellement dans le 

système hématopoïétique (Graf et al.,1980); cependant, ces cellules qui dérivent toutes d'un même 
~ 
l 

précurseur se spécialisent au cours de leur différenciation, certaines étant sensibles à m, d'autres 

non. 

Un deuxième système biologique permet de révéler l'action de v-mil; des macrophages 
l 

transformés par v-mvc sont dépendants du cMGF dans le milieu de culture pour assurer leur 
1 

croissance, la surinfection de ces cellules par un virus de type PA-200 les rend indépendants de ce 
l 

facteur. Cette indépendance est le résultat de la production autocrine de cMGF par ces cellules 
l 

(Graf et a1.1986). Nous ne savons pas si un mécanisme analogue est à la base de l'action de v-mil 
1 

sur les cellules nerveuses. 
l 

L'absence d'effet transformant observé en réponse à v-mil est curieux dans la mesure ou le 
l 

virus sarcomatogène murin MSV 361 1 contenant l'oncogène v-raf (analogue munn de v-mil) est 
l 

transformant in vivo et in vitro (Kan et al., 1984) et l'homologie entre les deux protéines virales est 
l 

de 94%. Il faut donc supposer que, soit des mutations ponctuelles différencient les produits de ces 

deux oncogènes, soit qu'une différence d' espèce intervient dans la nature de la cellule cible. Il est 

très intéressant de savoir que le produit tronqué du gène c-mil (portion carboxyterminale) est 

capable d'induire la prolifération des cellules de neurorétines (ainsi que vient de le montrer 

C.Dozier); en effet, la partie carboxyterminale du gène mf artificiellement placée sous le contrôle 

d'un promoteur viral est capable de transformer les fibroblastes murins ( Muller et Muller ,1984 ). 

I Les deux équivalents cellulaires des gènes viraux se comportent donc de la même façon que ceux ci 
sur leurs cellules cibles respectives. Ce point est important, car le produit de c-src est sans effet 

transformant ou mitogène sur les cellules de rétines (Iba et a1.,1985). Le mode d'activation de ces 

c-onc est probablement différent. - 
L'étude du pouvoir transformant de v-mil se heurte aux mêmes problèmes que ceux 

rencontrés dans l'étude de v-mvc; pendant longtemps, il n'a été possible que d'immortaliser les 

cellules mammifères avec cet oncogène qui transformait très bien les cellules aviaires. La présence 

de v-mil dans MH2 renforce l'activité transformante de ce dernier (Graf et al., 1986). L'effet 

l biologique du virus PA-200 in vivo n'est pas encore connu; il est possible que les cellules 
1 

l 
I 

infectées par ce virus nécessitent des facteurs de croissance qui ne leurs sont pas fournis in vitro 

I pour pouvoir être transformées mais qu'elles trouveront peut-être in vivo. 
1 L'implication simultanée de plusieurs oncogènes dans la transformation cellulaire est possible 
I et bien documentée. Les études de carcinogénèse chimique réalisées sur des cellules de peau de 

souris, suggèrent plusieurs événements distincts avant qu'une cellule ne devienne tumorigène: une 

étape d'initiation (obtenue par une seule exposition à un carcinogène chimique induisant des 

altérations de l'ADN), une étape de progression (impliquant plusieurs expositions à des 

carcinogènes n'induisant pas d'altération de l'ADN) qui permet de d'amener la tumeur du stade 

bénin au stade malin (Weinstein et a1.,1983). Cette succession d'événements peut être prise en 
charge par plusieurs gènes, mais elle pourrait également être suscitée par des dérégulations 

successives d'un même gène. Ainsi par exemple, l'oncogène Ha-RAS activé est capable d'induire 



l'immortalisation de cellules mammifères (ces cellules ne sont pas tumorigènes); placé sous le 

contrôle d'un promoteur fort de transcription ce gène est capable de rendre ces cellules directement 

tumorigènes (Spandidos et Wilkie, 1984; Pozzatti et al., 1986; Land et al., 1986) enfin, l'oncogène 
c-ras normal placé sous le contrôle d'un promoteur fort ne peut qu'immortaliser les cellules - 
normales. 

L'oncogène Ha-RAS activé immortalisant les cellules, associé au gène a (viral ou 

cellulaire) faiblement transcrit (et donc également immortalisant) rend la cellule tumorigène (Land et 

al., 1983). Toutefois, les deux oncogènes associés ne rendent pas les cellules "plus" tumorigènes 

que le Ha-RAS activé tout seul (Pozzatti et a1.,1986). Ainsi deux événements affectant le même 

oncogène peuvent avoir le même effet qu'un événement affectant deux oncogènes distincts. 

Xl est possible cependant que certaines cellules réclament impérativement le produit de deux 

oncogènes pour être tumorigènes. Dans le cas des oncogènes ras et ~JC, on peut supposer que 

c'est la même voie métabolique qui est sollicitée, allant de la transduction d'un signal membranaire 

au noyau, la sur-expression d'un seul des oncogènes activés pouvant suffire à transformer la 

cellule. La transformation des cellules de neurorétines par le virus MH2 pourrait nécessiter la 

présence des deux produits, une étape de prolifération induite par mil est peut-être nécessaire pour 

que le pouvoir transformant de mvc puisse s'exercer. On peut supposer dans ce cas que ces cellules 

pourraient être transformées par mvc en l'absence de mil, mais en présence d'agents mitogènes 

pour ces cellules. 



1 CONCLUSION 

L'étude du génome des virus aviaires responsables de leucémies aiguës chez le poulet nous a 

permis de montrer que ceux-ci sont le fruit d'une recombinaison d'un virus ALV peu transformant, 

avec des séquences cellulaires phylogénétiquement stables et responsables de leur activité 

transformante. L'étude de l'équivalent cellulaire des v-onc nous a permis de proposer quelques 

1 modèles d'activation de ces c-onc (par dérégulation du contrôle de l'oncogène MYC, par 
l 

modifications structurales pour l'oncogène erbB). Le rôle biologique du produit de ces c-onc est 

toujours incertain, mais on peut supposer sur la base du profil d'expression de ces gènes, qu'ils 
1 
I sont impliqués dans la régulation de la mitose et/ou de la différenciation cellulaire. De ce point de 

vue, la stucture particulière du gène ERBA (le domaine carboxyteminal étant inversé par rapport 

au domaine aminoterminal tel que l'à organisé le virus AEV) laisse penser que des mécanismes 

impliquant des mouvements de l'ADN (du type de ceux qui président aux remaniements 

fonctionnels des gènes des immunoglobulines ou de leurs récepteurs) pourraient également 

déterminer des événements de différenciation cellulaire. 

Certains de ces rétrovirus ont recombiné avec deux oncogènes, ce qui pose le problème de la 

coopération de leurs produits dans la transformation cellulaire. Cette coopération peut comme dans 

le cas d'AEV impliquer un événement bloquant la différenciation cellulaire (pris en charge par 

v-erbA) puis un événement transformant (dû à v-erbB) ou comme pour MH2 un événement 

induisant la prolifération (v-mil ) puis la transformation ( v-mvc ) des cellules cibles de ces virus. 

L'étude des rétrovirus transformants de différentes espèces animales s'est avérée 

particulièrement féconde dans la découverte directe ou indirecte de gènes cellulaires potentiellement 

oncogènes. Certains de ces gènes se retrouvent dans des virus d'animaux différents, et leur action 

transformante se révèle sur des cellules cibles d'espèces variées ce qui indique que leur rôle 

biologique est fondamental dans le métabolisme cellulaire. La fonction des c-onc se précise, grâce 

notamment à l'étude de la mitose et de la différenciation cellulaires . L'utilisation des oncogènes est 

en train de déborder le domaine de la recherche pour rejoindre celui de la médecine pratique; 

caractériser les tumeurs vis à vis de l'expression de certains c-onc peut se révéler particulièrement 
1 

1 utile pour définir des sous-ensembles de tumeurs qui peuvent présenter un profil évolutif différent. 
1 
1 D'autre part une meilleure compréhension des causes génétiques du cancer doit permettre de 

I développer des molécules ciblées (par exemple des anticorps monoclonaux), supprimant 
I 
I spécifiquement les produits impliqués dans la transformation (Mulcahy et al., 1985). On doit 

! également pouvoir induire la différenciation des cellules leucémiques grace à des facteurs clonés, ce 

qui doit permettre d'abolir leur pouvoir prolifératif (Leung et Chiao, 1985). Enfin, on peut espérer 

arriver à inhiber spécifiquement l'expression de certains oncogènes activés; il existe en effet la 

possibilité de bloquer l'expression d'un gène à l'aide d'ARN anti-sens capables de s'hybrider dans 

la cellule avec 1'ARN physiologique et d'empêcher ainsi sa traduction (Izant et Weintraub, 1984). 
I 
I Toutefois, l'obtention et l'utilisation de tels produits reste tributaire des efforts et des succès 
1 

l de la recherche fondamentale dans ce domaine. 
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