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PRESENTATION DU MEMOIRE. 



Il y a dix ans, le premier oncogène rétroviral était découvert et montré dériver d'un gène 

cellulaire normal. Aujourd'hui, plus d'une vingtaine d'oncogènes rétroviraux ont été mis en 

évidence, tous dérivés d'homologues cellulaires retrouvés chez les vertébrés supérieurs. Ces 

oncogènes peuvent induire à eux seuls un cancer, alors que tout indique que les cancers naturels 

impliquent des processus multi-étapes. 

Pour passer d'un gène cellulaire à un oncogène rétroviral actif, il est possible que dans 

certains cas il suffise d'une surexpression du gène transduit, liée à la présence du promoteur viral. 

Il est cependant probable que dans la plupart des cas, plusieurs modifications soient requises 

(transcription accrue, gène tronqué, mutations spécifiques, délétions, insertions, modes de 

transmission virale). On peut alors considérer l'oncogène viral comme un seul gène ayant accumulé 

successivement plusieurs modifications au cours de nombreux cycles de réplication. Ce processus a 

peu de chance de se produire pou  un gène cellulaire donné. Pourtant, des oncogènes cellulaires ont 

été impliqués dans des cancers humains ; ils ont alors subi une mutation spécifique ou une rupture 

chromosomique ou encore d'autres types d'activations. Ces oncogènes activés ne peuvent 

généralement pas à eux seuls transformer des cellules primaires normales. Ainsi, les cancers 

naturels impliquent probablement la coopération de plusieurs oncogènes distincts. Diverses 

observations vont dans ce sens : d'une part, les oncogènes activés ras et mvc sont, ensemble, 

capables de transformer des fibroblastes embryonnaires de rat ce que ne peut faire l'un ou l'autre 

oncogène utilisé seul, d'autre part, deux oncogènes cellulaires peuvent être activés ensemble dans 

certaines lignées dérivées de tumeurs humaines. 

Les rétrovirus s'avèrent être encore de précieux outils pour découvrir de nouveaux 

oncogènes coopératifs. En 1979, des expériences faites au laboratoire proposaient que certains 

rétrovirus pouvaient avoir transduit deux oncogènes cellulaires susceptibles de coopérer dans le 
l 

mécanisme de transformation virale. Nous nous sommes intéressés à l'un d'entre eux, le virus 
l 

E26, induisant des leucémies érythroïdes chez le poulet. Dans la première partie des résultats, nous 1 
montrerons que le génome de ce rétrovirus contient deux oncogènes r~& et ets exprimés dans les 1 

cellules infectées sous forme d'une protéine de fusion ~ l 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~ .  En espérant que 

l'homologue c-ets humain puisse être impliqué dans certains cancers naturels comme le sont déjà I 
1 

certains oncogènes cellulaires, nous localiserons, dans la seconde partie, une portion de l 

l'homologue c-ets humain sur le chromosome 11. Dans la troisième partie des résultats, nous 
l 

décrirons la structure du locus c-ets chez le poulet et les modifications subies par le gène c-ets l 
1 

transduit. Enfin, dans la dernière partie, nous préparerons des séra dirigés contre différentes ! 
I 

portions du produit du gène v-ets et nous identifierons deux familles de protéines cellulaires 1 

immunoprécipitées spécifiquement par ces séra. 



INTRODUCTION. 



Enveloppe d'or ig ine  
ce l1 ,u la ire  

f o r m a n t  l e  "core" S p i c u l e  
( g l y c o p r o t é i n e s  d'enveloppe)  
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U 3  - séquence unique 3' 
A200 - 200 résidus adénosine 



1 - LES RETROVIRUS 

Les rétrovirus appartiennent à une famille de virus dont le génome diploïde est constitué 

d'ARN. Ils utilisent tous le même mode de propagation. La particule virale (schéma 1) s'adsorbe 

sur les récepteurs de la cellule hôte et pénètre dans le cytoplasme. Son ARN, associé à la 

rétrotranscriptase (Baltimore, 1970 ; Temin et Mizutani, 1970), est aussitôt transcrit en ADN 

double brin. Cet ADN s'intègre dans le génome de la cellule et passe sous le contrôle de l'appareil 

cellulaire. Les ghes  viraux sont alors répliqués, transcrits et traduits comme des gènes cellulaires. 

Les rétrovirus, possèdant tous les gènes nécessaires à leur réplication sont reconstitués dans la 

cellule (maturation des protéines, assemblage de la capside virale, encapsidation de l'ARN viral) et 

la quittent par bourgeonnement. 

Les rétrovirus sont divisés en deux groupes : les rétrovinis peu ou non transformants et 

les rétrovirus transfomants. 

A - les rétrovirus Deu ou non transfomants 

Ces rétrovirus ne modifient pas ou peu les propriétés des cellules infectées in vitro. En 

revanche, ils peuvent induire chez l'animal, des lymphomes dont le temps d'apparition est 

généralement de plusieurs mois. Comme exemple de tels virus, on peut citer le virus de la 

lymphornatose aviaire (ALV) ou les vims de lymphomes murins (MuLV). 

2) Structure du génome 

Le génome de ces rétrovirus compétents pour la réplication est constitué de trois gènes de 

structure, le gène gag codant pour les protéines de la nucléocapside virale, le gène fi codant pour 

la rétrotranscriptase, le gène env codant pour les protéines d'enveloppe. L'ordre de lecture de ces 

trois gènes est de l'extrémité 5' vers l'extrémité 3' : 5' gag - - env 3' (schéma 2). Le génome 

viral possède, en plus de ces gènes structuraux, différentes séquences de régulation localisées à ses 

extrémités 5' et 3' (pour revues, Coffin, 1979 ; RNA Tumor Viruses, 1982). 

L'extrémité 5' du génome viral peut être divisée en quatre régions fonctionnelles (schéma 

2) qui précédent le gène gag et qui sont, de 5' vers 3' : R - U5 - AT - L. 

i) La séquence R (60 et 80 nucléotides (nt) selon les virus) possède comme la 
7 5' plupart des ARN messagers eucaryotes un groupe méthylé ou cap (capuchon) de structure m 

Gppp 5' Gm (Furuichi et al., 1975) et a un rôle clé lors de la rétropolymérisation de 1'ARN en 

ADN. 

ii) La séquence U5 ( 60 à 120 nt) est très conservée au sein des virus d'une même 
espèce et a permis une classification des virus en fonction de leur homologie au sein de cette 

séquence. Son rôle est cependant inconnu. 

iii) La séquence AT représente le site d'attachement du tARNTrp sur la molécule 
génomique. L'extrémité de ce tARN sert d'initiateur pour la rétrotranscnptase. 
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iv) La séquence L (250 à 300 nt) représente une séquence non traduite de l'\W 

viral et serait impliquée dans l'encapsidation des ARN viraux (Shank et Linial, 1980 ; Nishizawa, 
1985 ; Darlix, 1986). Elle participe à la formation de dimères d'ARN par l'intermédiaire de ponts 

hydrogènes (Haseltine et al., 1977 ; Dhar et al., 1980). Enfui, elie contient les signaux permettant 

aux ribosomes de se fixer sur la molécule d'ARN (Peterson et Hackett, 1985). 

L'extrémité 3' commence à la fin du gène m. Elie inclut une séquence U3 et une 

séquence poly A de 200 à 500 résidus (schéma 2). La séquence U3 (250 à 1200 nt) contient deux 

types de signaux essentiels : le signal de polyadénylation de 1'ARN viral AAUAAA (Chen et 

Barker, 1984 ; Monteli et al, 1983) et des signaux impliqués dans la promotion de la transcription 

de l'ARN viral à partir de l'ADN proviral. 

Schématiquement, le génome viral peut donc être représenté de la manière suivante : 

5 ' - p m 7 G - R - U 5 - A T -  L-gg-pol-env-U3-poly A- 3' 

3) Réulication des rétrovirus non défectifs 

Le cycle réplicatif de ces virus peut être divisé en deux phases principales (pour revue, 

Coffin, 1979) : 

- adsorption du virus, pénétration du génome viral dans la cellule hôte, synthèse d'une 

copie double brin d'ADN viral à partir de ce génome viral, enfui intégration du provinis. 

- transcription de l'information génétique virale, synthèse des protéines virales et 
formation des particules infectieuses. 

a) synthèse d'ADN viral 

Immédiatement après sa pénétration dans la cellule, I'ARN viral sert de mamce à la 
synthèse d'un ADN viral par la rétrotranscriptase (Taylor et al., 1976). Les étapes de la 

rétrotranscription peuvent être décrites de la manière suivante (schéma 3) : 

- Une amorce tARN Trp fixée de façon non covalente au site AT du génome viral sert 
d'initiateur à la synthèse d'un Çagment d'ADN de polarité négative (-) qui contient l'information 5': 

R-U5 (Dahlberg et al., 1974 ; Haseltine et al., 1976). 

- L'ADN R-U5 (-) saute de sa position d'origine de l'extrémité 5' du génome à 

l'extrémité 3' de la même sous-unité ou d'une sous-unité différente grâce à la présence de la 

séquence R aux extrémités 5' et 3' du génome viral (Haseltine et al., 1977 ; Schwartz et al., 1977). 

Ni le capuchon ni les séquences poly A ne sont copiés par la rétrotranscriptase. 

- Le fragment d'ADN (-) en position 3' sert d'initiateur à la synthèse d'une copie d'ADN 

simple brin (-) qui s'arrête après le site AT en 5' de la molécule. 

- Après digestion de l'ARN viral, l'initiation de la synthèse du brin d'ADN de polarité 

positive (+), commence à la jonction entre le gène env et la région U3 et débouche sur la synthèse 

d'un fragment U3 - R - U5 - AT (+). 

- Ce fragment qui contient la séquence AT peut à son tour effectuer un saut d'une 
extrémité à l'autre de la matrice et rejoint ainsi la région 5' de l'ADN (-). 

- Le fragment U3 R U5 AT (+) sert alors d'amorce pour la complémentation du brin (-). 

- L'ADN linéaire double brin synthétisé acquiert donc deux extrémités identiques (U3 - 
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R - U5) appelées LTR (pour Long Terminal Repeat). L'ordre des séquences dans l'ADN linéaire 

intermédiaire par rapport à I'ARN viral est donc : 
U3 - R -  US- AT-  L -  u- Epl- a- U 3 - R - U 5  

Cet ADN linéaire passe ensuite sous une forme circulaire dans le noyau de la cellule l 

infectée puis est intégré dans le génome cellulaire. Cette intégration est la conséquence d'une 
recombinaison entre l'ADN viral circulaire et l'ADN cellulaire aux extrémités des LTR (Shoemaker 

1 

et al., 1980 ; Hishinuma et al., 1981). 

b) transcription de l'ADN uroviral 

La transcription des ARN messagers viraux par l'ARN polymérase II cellulaire est initiée 
l 

dans la région R de l'extrémité 5' et est terminée dans la région R de l'extrémité 3' (Yamamoto et 

al., 1980). Les séquences promotrices requises pour la transcription sont situées dans la région U3 

(Blair et al., 1980 ; Dhar et al., 1980). Elles comprennent une séquence activatrice de la 

transcription (activatrice de transcription quelle que soit son orientation) et une séquence promotrice 

(TATA box) située 24 nucléotides en amont du point d'initiation de la synthèse d'ARN (Benoist et 

Chambon, 198 1 ; Mathis et Chambon, 198 1). La région U3 contrôle également la terminaison de la 

transcription puisqu'elle contient le signal de polyadénylation. l 
1 

L'analyse des ARN waux messagers dans les cellules de poulet infectées par un virus 

ALV révèle deux espèces d'ARN messagers de polarités identiques à celle du génome viral 
I 

(Hayward, 1977 ; Weiss et al., 1977), l'une représentant la totalité du génome viral et l'autre le 

produit de transcription du gène env (schéma 4). 

La séquence nucléotidique du génome d'un ALV a permis d'identifier un site donneur I 

d'épissage approximativement 18 nucléotides après l'extrémité 5' du gène gag et un site accepteur 

d'épissage à 24 nucléotides de l'extrémité 5' du gène m. Ainsi, 1'ARN messager env est constitué 1 
1 

par épissage de six codons gag et de la séquence env privée de ses huit premiers codons. l 

c) traduction des ARN messasers 
i) les produits du gène gag (schéma 5) 

Le gène gag d'un virus ALV code pour une polyprotéine de 76 kilodaltons (kd) 

pr76gag, précurseur des protéines du nucléoïde viral (pour les autres rétrovirus, le poids 

moléculaire de cette protéine précurseur se situe toujours autour de 70 à 80 kd). Cette protéine est 

traduite à partir de l'ARN génomique et initiée à partir d'un codon AUG présent au début du gène 

gag. Après synthèse, la protéine précurseur gag est phosphorylée et généralement associée à la 

membrane cellulaire. Une protéase cellulaire interviendrait ensuite pour libérer de l'extrémité 

carboxyterminale de Pr76, une protéase virale P l5  qui scinderait la molécule résiduelle en 

différentes protéines de la capside virale (P19, P10, P27, P12) (Von der Helm, 1977 ; Dittmar et 

Moelling, 1978 ; Vogt et al., 1979). Dans le virion, la protéine Pl9  (ou sa forme phosphorylée 

pP19) est associée à la fois à I'ARN viral et à l'enveloppe lipidique. Elle pourrait être associée 

physiquement avec une glycoprotéine d'enveloppe gP37 (Schlesinger, 1976 ; Montelaro et al., 

1978). La protéine Pl2 est le constituant principal du complexe ARN-Protéine (RNP) (Bolognesi et 

al., 1973 ; Fleissner and Tress, 1973) . Sa fixation à l'ARN viral, contrairement à celle de Pl9 est 

apparemment non spécifique. La protéine P27 n'est pas trouvée dans le complexe RNP mais est un 
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des constituants majeurs de la capside (Bolognesi et al., 1973 ; Stromberg et al., 1974). La protéine 

P l 5  pourrait se situer entre la capside et l'intérieur de l'enveloppe (Bolognesi et al., 1973 ; 

S tromberg et al., 1974). Elle est capable de cliver la grande sous-unité de la rétrotranscriptase. Pl0 

n'a jusqu'à maintenant pas de fonction définie. 

ii) le produit du gène pol (schéma 5) 

La rétrotranscnptase est synthétisée à partir d'une protéine précurseur de 180 kd (Pr 

180gag-Pol) qui est un produit de fusion des gènes gêg et ML (ces deux gènes ne sont pourtant pas 

dans le même cadre de lecture). Certains auteurs proposent que cette protéine est synthétisée à partir 
d'un ARN dont la structure est proche de celle de TARN génomique : YARN en question serait 

synthétisé par épissure de 50 à 60 nucléotides situés à la jonction des gènes a et a et joindrait 

ainsi les deux gènes dans le même cadre de lecture. D'autres auteurs postulent que c'est le ribosome 

lui même qui change de cadre de lecture et synthétise alors la protéine correcte (RNA Tumor 

Viruses, 1982). Après, traduction pr180gag-pol est clivée dans la région polypeptidique de gg 

entre Pl2 et P15. Cette coupure libère une Pl30 p15-po1 (Eisenman et al., 1980) qui perd ensuite 

sa région Pl5 pour donner naissance à la sous-unité p de la rétrotranscriptase. Ces deux étapes de 

clivage ont lieu dans la cellule infectée. Par contre la sous unité sera scindée en une sous-unité a et 

une endonucléase P32 dans le virion. Les polypeptides relatifs à la rétrotranscriptase (a, p, P32) 

sont présents dans la capside virale et sont copurifiés avec le complexe RNP (Stromberg et al., 

1974). La rétrotranscriptase est associée à l'ARN viral et se fure notamment au tARNTrp amorce 

(Panet et al., 1975). 

iii) les produits du gène env (schéma 5) 

L'ARN messager rn permet d'obtenir par traduction in vitro un polypeptide de 63 kd 

(P63env). Cette protéine semble être clivée immédiatement après insertion dans le réticulum 

endoplasmique car, dans les cellules infectées, traitées aux inhibiteurs de glycosylation, on ne 

détecte qu'une protéine de 57 kd (P57enV) (Diggelman, 1979). P57 est ensuite glycosylée pour 

donner une protéine gPr92. Le clivage, la formation de ponts di-sulfures et la glycosylation de 

gPr92 donnent naissance aux glycoprotéines virales (VGP) gP85 et gP37 (England et al., 1977 ; 
Moelling et Hayarni, 1977). 

B - Les rétrovirus transformant~ 

1) Présentation 

Ces rétrovirus sont capables de modifier plusieurs propriétés des cellules infectées : 
phénotype, propriétés de croissance, antigènes de surface et métabolisme . In vivo, les rétrovirus 

transformants induisent des leucémies aigües, des sarcomes, des carcinomes dont les temps 

d'apparition sont très courts (de l'ordre de quelques semaines). Le premier rétrovirus transformant 
mis en évidence fut le virus du sarcome de Rous (RSV) isolé à partir d'un sarcome spontané de 

poulet en 191 1. Depuis, beaucoup d'autres rétrovirus ont été isolés à partir de tumeurs observées 
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chez différents vertébrés (oiseau, souris, rat, chat, singe). Le génome de ces rétrovirus est le fruit 

d'une recombinaison entre le génome d'un rétrovirus non transformant et une portion du matériel 

génétique de la cellule hôte (schéma 6). L'acquisition de cette portion d'ADN cellulaire leur confère 

un pouvoir tumorigène in vivo et transformant in vitro d'où le nom d'oncogène viral (v-onc) donné 

à la séquence cellulaire transduite. Cette acquisition peut se faire par addition de cette séquence 

cellulaire aux gènes structuraux déjà présents (c'est le cas observé chez le virus RSV où la séquence 

v-src est intégrée demère le gène env) ou par substitution d'une plus ou moins grande partie des - 
gènes structuraux. L'amputation des gènes de structure rend ces virus défectifs pour leur 

réplication. Pour se propager, ceux-ci ont alors besoin d'un virus auxilliaire ou "helper". Le virus 

auxilliaire est le plus souvent un virus peu ou non transformant et apporte les constituants 

structuraux nécessaires pour la propagation du virus transformant. 

2) Expression des oncogènes viraux (table 1, schéma 7) 

Lors de la recombinaison, les séquences régulatrices ainsi que le début du gène $ag sont 

toujours conservés. Le point d'insertion de l'oncogène viral a une influence sur sa transcription et 

sur la structure de son produit : 

- l'oncogène viral peut être exprimé à partir de I'ARN génomique. Dans ce cas, 

l'insertion ou la substitution de l'oncogène viral conduit soit à la synthèse de protéines de fusion 

(Pgag-v-Onc) qui sont composées d'une part de peptides codés par les séquences -virales et 

d'autre part de peptides codés par le v-onc (schéma 7A), soit à la synthèse d'une protéine PV-OnC 
(schéma 7B). 

- l'oncogène viral peut également être exprimé à partir d'un ARN sous-génomique. 

Celui ci profite de la présence en début du gène gag d'un site donneur d'épissure et de la présence 

en début du gène env ou de l'oncogène viral d'un site accepteur d'épissure. L'ARN 

sous-génomique synthétisé joint alors les six premiers codons du gène gag aux séquences a et 

v-onc ou aux séquences oncogènes uniquement. L'oncogène viral peut apporter tout ou partie de 

ses propres signaux d'initiation et de terminaison de lecture . 

Origne des oncogènes viraux 

En 1976, Stéhelin et al. montrent l'existence de séquences homologues au gène v-src 

dans le génome de poulets non infectés. Aujourd'hui tous les oncogènes rétroviraux sont 

caractérisés par l'existence de séquences cellulaires homologues ou proto-oncogènes (c-onc). 

Ces séquences sont conservées au cours de l'évolution du règne animal et se retrouvent 
dans l'ADN humain (Bishop, 1983). 

- Leur conservation peut être très importante. Ainsi, 75 % des séquences en acides aminés des 

régions codantes des gènes c-mos chez la souris et chez l'homme sont communes (Watson et al., 

1982). Les protéines c-fos humaines ou de souris ne différent que par 24 acides aminés (Van 

Straaten et al., 1983). Les gènes c-mvc, aviaires, murins et humains présentent de fortes 

similitudes (Battey et al., 1983 ; Colby et al., 1983 ; Stanton et al., 1983 ; Watson et al., 1983 ; 
Watt et al., 1983). 
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- Certains de ces proto-oncogènes sont apparus très tôt dans l'évolution de la cellule eucaryote. 

Sept loci homologues respectivement aux gènes c-abl. c-erbB. c-raf, c-Ha-ras, ç-src. c-mvb-c-ets 2 
ont été isolés de l'ADN de D. melanogaster (Hoffman et al., 1983 ; Hoffman-Falk et al., 1983 ; 

Simon et al., 1983 ; Neuman-Silberberg et al., 1984 ; Pribyl et al., 1986). Certains oncogènes 

cellulaires ont leu. équivalent chez la levure S. cerevisiae. C'est le cas des gènes ras qui ont deux 

homologues (RAS 1, RAS2) chez la levure (De Feo Jones et al., 1983 ; Gallwitz et al., 1983). 

Les proto-oncogènes sont exprimés dans des cellules normales. Leur taux d'expression 

peut varier en fonction du type de cellule et du stade de différenciation (ainsi c-mvc est exprimé 

dans une large variété de cellules mais de façon prédominante dans les tissus hématopoïétiques (Eva 

et al., 1982 ; Gonda et al., 1982 ; Westin et al., 1982 ; Coll et al., 1983a)). Ii peut également 

varier en fonction du stade de prolifération où se trouve la cellule. Ii a été montré que c-fos pouvait 

être exprimé quelques minutes après stimulation des fibroblastes de souris par un rnitogène 

(Greenberg and Ziff, 1984) et c-myc exprimé quelques heures après stimulation des fibroblastes de 

souris ou des lymphocytes B (Kelly et al., 1983). 

Leur stabilité phylogénétique, leur expression dans les cellules normales et le fait que les 

rétrovirus qui les ont transduits acquièrent un potentiel transformant suggèrent que ces oncogènes 

cellulaires ont un rôle important à jouer dans la vie de la cellule. Cette hypothèse est confmée pour 

certains d'entre eux à qui l'on a déjà attribué une activité enzymatique -les oncogènes c-src. c-erb 

B. c-fus et c-fms ont une activité tyrosine kinase (Collet et al., 1979 ; Opperman et al., 1979 ; 

Rohrschneider et al., 1979 ; Hunter et Sefton, 1980 ; Levinson et al., 1981 ; Carpenter, 1984 ; 

Mathey Prévost et al., 1982 ; Sherr et al., 1985) - ou qui présentent de fortes homologies de 

structure avec des produits cellulaires connus - l'oncogène & code pour la chaîne p du facteur de 

croissance PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)(Johnsson et al., 1984), l'oncogène c-fms code 

pour le récepteur du facteur de croissance CSF 1 ou M-CSF spécifique des macrophages (Sherr et 

al., 1985), l'oncogène ç-erb B est une version tronquée du récepteur du facteur EGF (Epidermal 

Growth Factor) (Downward et al., 1984) et l'oncogène c-erb A code pour un récepteur d'hormone 

thyroïdienne (Sap et al., 1986 ; Weinberger et al., 1986) -. 

Différences entre oncozènes viraux et cellulaires 

a)flun point du vue structural 

Les oncogènes cellulaires présentent généralement une structure mosaïque (exon-intron) 

qui caractérise les gènes eucaryotes. Les oncogènes viraux ont par contre une structure compacte 

(exons seuls). 

L'unité codante du gène virai est généralement une version tronquée du gène cellulaire. 

Ainsi, il a été démontré que le gène c-mvb de poulet contient au moins deux exons supplémentaires 

par rapport à ceux transduits dans le vims AMV sous forme du gène v-mvh (Rosson et Reddy, 

1986). 

Les gènes transduits peuvent subir des mutations ponctuelles. L'exemple le plus connu 

est celui des gènes m : les gènes v-Ha-ras et v-Ki-ras sont mutés en position 12, 59 et 61 par 

rapport à leurs homologues respectifs ç-Ha-ras et c-Ki-ras (Yasuda et al., 1984). Ces mutations 

coflerent aux gènes viraux une capacité transfomante accrue sur des cellules en culture. 
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Le proto-oncogène peut avoir subi au cours de sa transduction des amputations, -,c'est 

le cas du gène c-fos (Van Beveren et al., 1983) -, ou des substitutions - les dix-neuf acides aminés 

de l'extrêmité carboxyterminale du produit du gène c-src sont remplacés dans le produit du gène 

v-src par douze acides aminés provenant d'une autre séquence (Takeya et Hanafusa, 1983). - 
n résulte de ces différences que le pouvoir transformant acquis par l'oncogène viral 

pourrait provenir des modifications intervenues dans la structure primaire de son produit par 

rapport à celle du produit du proto-oncogène cellulaire. 

b) du point de vue de leur expression 

Les oncogènes cellulaires sont généralement exprimés à des taux modérés et régulés par 

la cellule. Par contre, dans l'animal infecté, les rétrovirus sont capables d'exprimer, à haut taux et 

dans différents tissus, les oncogènes viraux qu'ils contiennent. La transformation cellulaire 

pourrait donc également dériver d'une surexpression de produits oncogènes, à une période du cycle 

cellulaire ou dans un type de cellule non adéquats. 

ACTION DES ONCOGENES VEAUX 

Le cycle de croissance de la cellule débute par la phase G1 au cours de laquelle la cellule 

augmente de taille. En phase S, elle réplique ses chromosomes, se prépare à la division en phase 

G2 et se divise en phase M. Juste après la mitose, chaque cellule fille a la possibilité soit d'entamer 

un nouveau cycle cellulaire et de se diviser à son tour, soit d'entrer en phase Go au cours de 

laquelle elle peut se différencier. La cellule reprend un cycle cellulaire lorsqu'elle est stimulée par 

des facteurs de croissance. 

L'action précise de ces facteurs est mal connue mais elle est à l'origine d'un signal qui , 
par l'intermédiaire d'une cascade d'événements, se transmet de la surface de la cellule au noyau . 
Une des possibilités de cascade peut être schématisée comme suit (pour revues : Goustin et al., 

1986 ; Rozengurt, 1986) (schéma 8). 

1. Le facteur de croissance se fixe sur son récepteur disposé à la surface de la cellule cible. Le 
récepteur une fois occupé, s'intemalise et active son propre domaine tyrosine kinase. 

2. Le récepteur activé peut phosphoryler différentes protéines cellulaires. 

3. Il peut également stimuler la phospholipase C (phosphodiestérase PDE) qui permet l'hydrolyse 

du phosphatidylinositol4,5 diphosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol 

(DG). L'augmentation des taux d'inositol triphosphate et de diacylglycérol est suivie d'une 

augmentation transitoire du taux de calcium intra-cellulaire, d'une activation de la protéine kinase C 

(PKC) et de l'adényl cyclase (AC), enfin d'une réorganisation du cytosquelette. 

4. Par différents effecteurs cytosoliques (non encore identifiés), le signal mitotique est acheminé 

jusqu'au noyau. Certains gènes sont alors transcrits abondamment. Ainsi, après traitement au 

PDGF, les fibroblastes expriment successivement de très hauts taux d'ARN messagers du gène 

c-fos et du gène c-myc. - 
5. Enfin, plusieurs protéines dont la synth5se est stimulée par l'exposition des cellules au facteur de 

croissance, sont localisées dans le noyau et pourraient être impliquées dans l'activation des gènes 
de croissance. 
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il a été récemment démontré que les produits des oncogènes viraux pouvaient intervenir à 

tous les niveaux de cette cascade d'événements : ils peuvent mimer le facteur de croissance (v-sis), 

ou présenter de fortes homologies structurales avec des récepteurs membranaires (v-erb B, v-fms, 

v-kit), ou encore être des transducteurs membranaires (v-src. v-ras), des effecteurs cytosoliques 

(v-mil, v-mos) ou enfm intervenir directement au niveau du noyau Cv-mvb. v-mvc. v-fos). 

A) Les onco~ènes viraux codant pour un facteur de croissance 

L'oncogène v-sis trouvé dans deux rétrovirus, le virus du sarcome simien SSV et le 

virus du sarcome félin souche Parodi Irgens PI FeSV est exprimé dans ces deux espèces 

respectivement sous forme d'une protéine de fusion de 28 kd PZ8 env-sis et d'une protéine de 

fusion de 76 kd ~ 7 6 g ~ g - ~ ~ ~ .  Son homologue a code pour la sous-unité $ du PDGF (le PDGF 

est composé de deux sous-unités a et p présentant des homologies (Heldin et al., 1979 ; 

Antoniades, 1981 ; Deuel et al., 1981 ; Raines et Ross, 1982). Le produit mature de est formé 

de deux sous-unité $ (Robbins et al., 1983). Les différences entre les oncogènes v-sis et & sont 

quelques mutations ponctuelles qui ne peuvent pas être directement impliquées dans le mécanisme 

de transformation par v-sis. En effet, les clones génomiques c-sis ou les clones d'ADN 

complémentaires de l ' A m  messager du gène & (c-DNA &) peuvent transformer des cellules 

mammifères lorsqu'ils sont exprimés à des taux efficaces (Clarke et al., 1984 ; Gazzit, 1984). Les 

cellules transformées par le virus SSV relarguent des peptides qui se comportent comme le PDGF : 

ils se fixent sur les récepteurs du PDGF, induisent la phosphorylation des résidus tyrosine du 

recepteur et une régulation du récepteur similaire à celle provoquée par la fixation du PDGF 

(Williams et al., 1985). ils stimulent la synthèse d'ADN de cellules normales quand ils sont ajoutés 

à leur milieu de culture. De plus, la capacité d'une série de cellules transformées par le virus SSV à 

croître dans des souris nude est corrélée avec leur capacité à produire des peptides a. Ainsi, la 

transformation par le virus SSV semble modulée par un facteur de croissance P ~ ~ V - S ~ S  secrété qui 

mime le PDGF et stimule la croissance autocrine des cellules transformées par le virus SSV 

(Williams et a1.,1985 ; Johnsson et al., 1986). 

B) Les oncogènes viraux codant uour des protéines tyrosine kinases 

Cette famille d'oncogènes a pour chef de file le gène v-src auquel il a été attribué pour la 

première fois, une activité biochimique (Brugge et Erikson, 1977 ; Levinson et al., 1981). Tous 

les produits de ces gènes présentent de fortes homologies de séquences sur une portion continue de 

260 aminoacides et sont plus ou moins différents sur le reste de leur séquence. Cette région 

d'homologie est située dans le cas du produit du gène v-src (p~60v-src) dans sa moitié 

carboxyterminale, moitié qui porte l'activité phosphotransférase et qui présentent certaines 

homologies avec le domaine catalytique de la protéine kinase A. La famille des tyrosine kinases 

peut se diviser en deux grands groupes. 
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\ 

1) Les oncogènes viraux codant ~ o u r  des récepteurs membranaires l 

Sur la base de caractéristiques structurales, il est possible de diviser ce groupe 

d'oncogènes en deux sous-groupes : le premier sous-groupe inclut v-erb B. homologue au gène 
1 

qui code pour le récepteur de l'EGF, le second sous-groupe, v-fms et a tous deux présentant 

des homologies avec le gène qui code pour le récepteur du PDGF. 1 

l 

a) l'oncogène v-erbB 

v-erbB a été mis en évidence dans le virus de l'érythroblastose aviaire AEV ES4. Son 

produit est une version tronquée du récepteur de 1'EGF. Le récepteur de 1'EGF est constitué de 

trois régions : une région arninotenninale de 621 acides aminés exposée à l'extérieur de la cellule, 

une région hydrophobe transmembranaire de 26 acides aminés et une région carboxytenninale de 

542 acides aminés exposée à l'intérieur de la cellule (Ullrich et a1.,1984). L'homologie entre le 

produit de v-erbB et le récepteur de 1'EGF commence au résidu 557 du récepteur de 1'EGF (Xu et 

al., 1984). La région cytoplasmique présente une grande homologie avec le domaine catalytique 

des autres protéines tyrosine kinases de la famille src (schéma 9). Les 80 résidus de l'extrémité 

carboxyterminale du récepteur de l'EGF ne présentent aucune homologie avec des protéines 

connues. Il semble probable que le gène qui code pour le récepteur de l'EGF soit le gène c-erbB 

puisqu'ils ont été tous deux localisés indépendamment au même niveau sur le chromosome 7 

(Spurr et al., 1984 ; Davies et al., 1980). 

Le récepteur de 1'EGF est phosphorylé constitutivement sur des résidus sérine et 

thréonine. Après exposition des cellules à l'EGF, l'ensemble des groupes phosphate associés au 

récepteur de 1'EGF est doublé (Hunter et Cooper, 1981 ; Cochet et al., 1984). Cette 

phosphorylation touche le site majeur d'autophosphorylation du récepteur de l'EGF, le résidu 

tyrosine en position 1173 (Tyr 1173) (Downward et al., 1984) et plusieurs résidus sérine et 

thréonine, laissant entendre que plusieurs protéines sérinelthréonine kinases pourraient réguler 

l'activité du récepteur de I'EGF. Après traitement par les esters de phorbol (tétra-O-décanoyl 

phorbol 13 acétate ou TPA), plus de 30 % des récepteurs d'EGF des cellules A431 (cellules riches 

en récepteurs d'EGF) sont phosphorylés sur le résidu thréonine 654 (Cochet et al., 1984). 

Parallèlement, le taux de résidus tyrosine phosphorylés sur les récepteurs d'EGF ou sur d'autres 

protéines baisse par rapport au taux de résidus tyrosine phosphorylés dans les cellules exposées à 

l'EGF (Cochet et al., 1984). C'est la protéine kinase C qui semble gérer l'interaction entre ces deux 

activités kinases. La PKC, activée par les esters de phorbols (Parker et al., 1984), phosphoryle le 

récepteur d'EGF sur le résidu thréonine 654. Cette phosphorylation est suffisante pour que le 

récepteur s'internalise (Beguinot et al., 1985 ; Lin et al., 1986). Cette internalisation pourrait 

affecter l'activité tyrosine kinase du récepteur. 

L'EGF sur les cellules A431 stimule le cycle des phospholipides et la production de 

diacylglycérol (Hunter et Cooper, 1985) et donc pourrait stimuler la PKC. En effet, dans certaines 

conditions, le résidu thréonine 654 peut être phosphorylé après traitement à 1'EGF. Cette 

phosphorylation pourrait faire partie d'un mécanisme permettant d'expliquer la régulation , en 

amont de la fixation de l'EGF, par l'EGF lui même ou par un autre facteur extracellulaire. Le fait 
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que l'EGF induise également l'internalisation puis la dégradation de récepteurs mutés en position 

654 suggère qu'il existe certainement au moins deux mécanismes capables d'éliminer les récepteurs 

ÇI'EGF fonctionnels (Lin et al., 1986). 

Le produit de v-erbB ne possède pas toute la région extracellulaire qui existe dans le 

récepteur de l'EGF et sa région carboxyterminale est généralement différente de celie du récepteur 

de I'EGF (schéma 9). Ces deux différences pourraient contribuer à la transformation néoplasique. 

Le fait que le produit v-erbB n'ait pas ou très peu de domaine extracellulaire sous-entend que le 

produit v-erbB lié à la membrane ne peut pas futer de ligand et peut donc rester constamment tourné 

vers l'extérieur de la cellule alors que le récepteur de l'EGF qui a fixé I'EGF s'internalise. De plus, 

alors que l'activité tyrosine kinase du récepteur de I'EGF dépend de l'association EGF-récepteur, 

l'activité tyrosine kinase est constitutive dans le cas du produit v-erbB (Gilmore et al., 1985). 

Ainsi, la protéine erbB pourrait fonctionner comme relais mitotique même en absence de ligand. 

Les différences de séquences entre le domaine carboxyterminal du récepteur de l'EGF et 

celui du produit a semblent également impliquées dans la transformation par v-erbB (Gamett et 

al., 1986). Différents isolats de virus ayant transduit erbB présentent des potentiels de 

transformation différents. Cette différence paraît liée à des variations de séquence dans le domaine 

carboxyterminal. Certains isolats (AEV ES4, H), qui causent des érythroblastoses chez le poulet et 

transforment les fibroblastes en culture, contiennent un produit v-erbB qui a perdu la partie 

carboxyterminale du récepteur de 1'EGF. D'autres, causent des érythroblastoses uniquement chez 

des poulets de certaines races et contiennent un produit v-erbB qui a conservé toute l'extrémité 

carboxyterminale de récepteur de 1'EGF. Enfin des isolats qui induisent des fibrosarcomes ou des 
angiosarcomes chez le poulet mais pas d'érythroblastoses présentent une extrémité 

carboxyterminale amputée d'une partie interne ou 3' par rapport à celle du récepteur de I'EGF. 

b) les oncogènes v-fms et v-kit 

La protéine cellulaire c-fms homologue aux produits codés par l'oncogène v-fms est le 

récepteur du facteur de croissance CSFl ou M-CSF spécifique des macrophages (Sherr et al., 

1985). Les oncogènes v-fms, c-fms. v-kit et le gène qui code pour le récepteur du PDGF 
présentent de fortes homologies de séquences. La plus forte homologie entre les quatre produits se 

situe au niveau de leur domaine tyrosine kinase. Ce domaine est homologue au site catalytique de 

pP60V-SrC mais divisé en deux régions (schéma 9). Dans les quatre produits, la division s'est 

effectuée au même endroit. Les séquences qui séparent le domaine catalytique en deux régions ne 

présentent pas d'homologie avec pP60V-SrC (Yarden et al., 1986), sont différentes selon le produit 

considéré mais plus ou moins homologues les unes par rapport aux autres. Les récepteurs du CSFl 

(c-fmslv-fms) et du PDGF présentent également des similitudes dans leur domaine extracellulaire, 

tout particulièrement dans la distribution de leurs résidus cystéine. Ceci est en accord avec le fait 

que les deux facteurs de croissance ont des structures identiques (molécules dimériques). 

Le mode d'action des oncogènes v-fms et v-kit dans la transformation est encore mal 

défini. Cependant, une partie du pouvoir transformant de v-fms pourrait être imputée à son 

extrémité 3'. L'analyse des séquences nucléotidiques du gène v-fms et de son homologue c-fms 

chez l'homme a indiqué que les quarante derniers acides aminés du produit c-fms sont remplacés 

dans le produit v-fms par onze acides aminés d'origine rétrovirale (Caussens et al., 1986 ; 
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Browning et al., 1986). Un gène fms hybride obtenu en replaçant les séquences 3' du gène ç-fms 

derrière le gène v-frns, a un potentiel de transformation sur les fibroblastes nettement plus faible 

que celui du gène v-fms. Ii n'est plus capable d'induire la formation de tumeurs dans les souris 

nude. Cette réduction du pouvoir transformant apparaît même si les protéines hybrides sont encore 

exprimées à la surface de la cellule. Les modifications dans le domaine 3' du gène v-fms poufiaient 

donc contribuer à son pouvoir transformant en altérant l'accès des substrats au domaine catalytique 

du produit v-fms ou en changeant la spécificité de ce produit pour un substrat. 

2) Les oncogènes viraux codant Dour des protéines tyrosine kinases associées à la 

surface interne de la membrane  lasm mi que 

L'oncogène le plus étudié est sans nul doute l'oncogène v-src qui code pour la protéine 

P60V-Src (schéma 10). ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  est une protéine de 526 acides aminés qui est synthétisée dans les 

ribosomes libres (Courtneidge et Bishop 1982). Elle subit ensuite deux types de modifications 

post-traductionnelles. 

p60V-SrC est tout d'abord myristylée à son extrémité aminoterminale (Sefton et al.,1982 ; 

Buss et al., 1984). Cette acylation lui permet de s'associer rapidement aux diverses membranes 

cellulaires et plus particulièrement à la membrane plasmique. Le groupement myristyl est 

directement impliqué dans cette association à la membrane car des molécules mutantes de P60V-SrC 

qui perdent la possibilité de se myristyler ne peuvent plus s'associer aux membranes (Cross et al., 
1984). P60C-Src qui a la même extrémité aminoterminale que P60V-SrC est myristylée et associée 

aux membranes (Buss et al., 1984 ; Cross et al., 1984). La localisation membranaire de ~ 6 0 ~ - ~ ~  

est indispensable pour la transformation. En effet ces mêmes protéines mutantes P60V-SrC non 

myristylées sont actives comme protéines kinases mais n'induisent plus la transformation. 

P60V-SrC est ensuite phosphorylée ( p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~ ) .  Elle possède deux sites majeurs de 

phosphorylation, un résidu tyrosine en position 416 (Tyr 416) et un résidu sérine en position 17 

(Ser 17) et plusieurs sites mineurs dans sa moitié aminoteminale. 10 à 30 % des molécules 

pP60V-SrC sont phosphorylée sur la tyrosine 416. Cette tyrosine est localisée dans le domaine 

catalytique de pP60V-SrC et est phosphorylée par p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  elle même. L'autophosphorylation de 

pP60V-Src pourrait jouer un rôle de régulateur de l'activité tyrosine kinase. En effet la p ~ 6 0 ~ - ~ ~  

phosphorylée in vitro sur Tyr 416 en présence de GTP possède une activité tyrosine kinase deux à 

trois fois plus importante qu'une p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  non phosphorylée. Dans les cellules de poulet 

transformées par RSV, environ 60 % des molécules pP60V-SrC sont phosphorylées sur la sérine 

17. Les régions encadrant cette sérine ont peu d'effet sur l'activité kinase de pP60V-SrC et sur son 
effet tumorigène (Cross et Hanafusa, 1983). Les sites mineurs de phosphorylation sur la tyrosine 

présents dans la moitié carboxyterminale de p ~ 6 ~ V - S r c  pourraient réguler l'activité tyrosine kinase 

de p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~ .  De façon similaire, ils pourraient réguler l'activité tyrosine kinase de pP60C-Sn: car 

leur phosphorylation est toujours corrélée avec une augmentation de l'activité tyrosine kinase de 

p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~ .  La moitié aminoterminale a un effet modulateur sur la moitié carboxyterminale qui 

contient le site catalytique puisque le fragment carboxytenninal de pP60V-SrC isolé, possède une 
plus grande activité spécifique que la molécule pP60V-SrC intacte. 

Un certain nombre de résidus sont conservés dans toutes les protéines kinases. Parmi 
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ceux-ci la lysine, en position 295 dans pP60V-SrC. Cette lysine fait partie du site de fixation 

probable de l'adénosine tri-phosphate (ATP) (Kamps et al., 1984). Une altération au niveau de ce 

site abolit le pouvoir transformant de pP60V-=. 
La moitié carboxyterminale de p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  semble être cruciale dans l'activité 

phosphotransférase de p~60V'SrC. Ainsi des délétions de plus de onze résidus à partir de l'extrémité 

carboxyterminale font baisser à la fois l'activité tyrosine kinase et le potentiel transformant de 

pP60V-Src (Hunter et Cooper, 1985). Ceci est intéressant puisque la séquence de p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  

diverge de celle de au niveau de cette extrémité. La substitution des dix neuf derniers 

acides aminés de c-src par douze acides aminés spécifiques de v-src est certainement impliquée 

dans la transformation par v-src. Cette substitution élimine le site majeur de phosphorylation de 

p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  ( résidu tyrosine 517). Or il a été récemmment démontré que lorsque ce résidu est muté, 

pP60C'SrC est phosphorylée sur Tyr 416, son activité tyrosine kinase augmente et elle induit la 

transformation des fibroblastes avec la même efficacité que p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~  (Kmiecik et al., 1986). Il 

semble de plus que la seule surexpression du gène c-src ne soit pas suffisante pour induire la 

transformation. Des virus contenant le gène c-src entier à la place de v-src sont incapables de 

transformer les fibroblastes. Quelques transformants spontanés apparaissent (ils présentent une 

activité tyrosine kinase très importante) mais la séquence nucléotidique de ces variants indique que 

leurs propriétés sont dues à la substitution d'un acide aminé dans leur domaine kinase (substitution 

au niveau du résidu Glu378 ou Ile441) (Levy et al., 1986). Il n'y a pas d'évidence absolue que 

l'activité tyrosine kinase de pP60V-SrC et des autres protéines kinases module la transformation 

mais des mutations dans v-src qui affectent l'activité kinase affectent également le pouvoir 

transformant de v-src (Iba et al., 1984). 

Dans les cellules transformées par le virus RSV, plusieurs protéines contenant des 

tyrosines phosphorylées ont été détectées : panni celles-ci, trois protéines du squelette cortical 

membranaire : P35, P8 1 et la vinculine (Hunter et Cooper, 1985). 

- D'une part, il s'est avéré récemment que la protéine P35 présente de fortes homologies 

structurales avec les lipocortines 1 et II. Ces enzymes serviraient de modulateurs de l'activité de la 

phospholipase A2 qui intervient dans le métabolisme des prostaglandines (Huang et al., 1986). La 

phosphorylation de P35 ne semble pas suffisante pour induire la transfomation morphologique 

(Kamps et al., 1985 ; 1986) mais peut être nécessaire pour la tumorigénicité (Nawrocki et al.,1984; 
Nakamura et Weber, 1982). 

- D'autre part, la phosphorylation de la vinculine pourrait être impliquée dans la rupture des 

filaments du cytosquelette observée dans les cellules dans lesquelles pP60V-SrC a été microinjectée 
(Maness et Levy, 1983). 

Des protéines solubles sont également phosphorylées dans les cellules transformées par 

RSV (énolase, phosphoglycérate mutase, lactase déshydrogénase). pP60V'SrC peut également 

induire la phosphorylation du phosphatidylinositol, du 4 phosphophosphatidylinositol , du 

diacylglycérol in vitro. Ces phosphorylations sont plus actives dans les cellules transformées par 

m2 même si l'enzyme responsable n'a pas été directement identifiée (Sugimoto et al., 1984). 
Cette activité de pP60V-Src mérite attention car l'augmentation du cycle du phosphatidyl inositol 

permet la mobilisation du calcium intracellulaire et active la PKC ~ a + +  et phospholipide 

dépendante (Bemdge, 1981 ; Mitchell, 1984). 
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C) Les onco~ènes viraux régulateurs de i'adénvlcyclase ou les oncogènes ras 
\ 

II existe deux types de gènes a viraux (v-ras), trois types de gènes a cellulaires 

@-rad et un gène homologue à ces derniers, le gène d : 
- les gènes v-ras dérivés du proto-oncogène c-Ha-ras. Le v-Ha-ras du virus Harvey MSV et le 

v-Ra-ras du virus Rasheed, induisant des sarcomes chez le rat, sont des versions transduites du 

ç-Ha-ras1 de rat. Le v-Balb-ra(; du Wus Balb MSV est une version tronquée du c-Ha-ras de souris 

- le gène v-Ki-ras transduit dans le virus Kirsten MSV dérive du gène ç-Ki-ras2 de rat. 
- Aux deux proto-oncogènes ç-Ha-ras et c-Ki-ras s'ajoute le gène transformant N-ras mis en 

évidence pour la première fois à partir d'une lignée de neuroblastome SK-N-SH et le gène rai isolé 

d'une banque de cDNA de cellules lymphoïdes B immortalisées par infection avec le v h  Epstein 
Barr (EBV)(Chardin et Tavitian, 1986). 

Tous les gènes ras sont traduits sous forme d'une protéine de 21 kd P21 (excepté 
v-Ra-ras. p29Ra-';is). Ces protéines sont étroitement homologues. Elles peuvent ê a  divistes en 
trois régions : une région aminotemiinale de 160 acides aminés qui contient le site catalytique de ces 

protéines, une région hétérogène de 20 acides aminés (c'est à ce niveau que différent les protéines 
P2lraS), une région carboxyterminale sur laquelle se fixent post-traductionnellement des lipides et 
qui ancre les P21 au plasmalème. Il a été récemment démontré que six portions de ~ 2 1 ~ - ~ ~ - ~ ~ ~  

étaient importantes pour la transformation : une région hydrophile qui pourrait interagir avec la cible 

cellulaire de ras et cinq régions hydrophobes dont trois participeraient activement à la fixation du 
GDP ou GTP et une qui correspond à la région carboxyterminale (Willumsen et al., 1986) (schéma 

11). Les P21ras sont phosphorylées et présentent une activité d'autophosphorylation quand le 
résidu en position 59 est une thréonine (Thr 59)@har et al., 1982 ; Shih et al., 1982). Cette Thr 59 

absente dans le gène c-Ha-ras semble corrélée avec le faible taux de phosphorylation dans le rat et 
l'absence d'activité d'autophosphorylation de ~ 2 1 ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ .  

Les P21ras, associées à la surface interne de la membrane plasmique, ont le pouvoir de 
fixer le GTP ou le GDP et sont capables d'hydrolyser le GTP (Gibbs et al., 1984 ; Hurley et al., 

1984 ; Mc Grath et al., 1984 ; Sweet et al., 1984 ). Par ces propriétés, elles présentent des 

homologies de fonctions avec les protéines G qui régulent l'adénylcyclase et avec la transducine 

qui régule une phosphodiestérase cGMP dépendante .Pour la transducine et les protéines Gy la 
fixation du GTP favorise leur interaction avec les enzymes qu'elles régulent. Ii est raisonnable de 

penser que P21 peut agir au niveau de la transmission d'un signal extracellulaire à une molécule 

effectrice intracellulaire et que la fixation du GTP et son hydrolyse sont impliquées dans la 

régulation de cette transmission. Dans le cas de la protéine Gy l'hydrolyse du GTP fixé, par une 

activité intrinsèque à la protéine Gy permet la relaxation de la protéine. Ii a été montré que les 

protéines v-ras ou c-ras mutantes qui ont échangé le résidu glycine en position 12 pour un autre 

acide aminé fixent encore le GTP mais l'hydrolysent 10 fois moins efficacement (Finkel et Cooper, 

1984 ; Manne et al., 1985 ; Mc Grath et al., 1984 ; Sweet et al., 1984). Cette incapacité à 

hydrolyser le GTP pourrait maintenir la protéine dans un état excité et rendre constitutif l'effet 
putatif de ces P21 sur une molécule cellulaire. 

Le gène c-Ha-ras possède chez S. cerevisiae deux homologues RAS1 et RAS2 codant 
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pour des protéines similaires à celles codées par les c-Ha-ras mammifères (Dhar et al., 1984 ; 

Papageorge et al., 1984 ; Powers et al., 1984). Les produits de RAS1 et RAS2 stimilent 
l'adénylcyclase de la levure Roda et al., 1985) (schéma 11). A la fois les gènes v-ras et ç - r a  

humains peuvent remplacer de façon efficace les gènes RAS 1 et RAS2 de la levure, suggèrant ainsi 

que les protéines mammifères pourraient être des régulateurs de l'adénylcyclase. Mais, 

jusqu'ici, il n'y a aucune évidence qu'elles aient cette fonction (Beckner et al., 1985). 

D) Les oncogènes viraux codant pour des protéines sérinelthréonine kinase 

Ce groupe est constitué des oncogènes viraux v-mil, v-raf et v-mos. Leurs produits 
présentent de fortes homologies avec le domaine catalytique de p ~ 6 0 ~ - ~ ~ ~ .  La première zone 

d'homologie contient des séquences correspondant au site de fixation d'ATP, la seconde englobe 

mais n'inclut pas la séquence qui présente le résidu tyrosine (homologue au résidu Tyr 416 de 

pP60V-SrC) comme site majeur d'autophosphorylation. Ces produits phosphorylent leurs substrats 

sur les résidus sérine et thréonine (l'activité Ser/7"ïr kinase du produit v-mos est controversée)et 
résident principalement dans le cytosol. Ils pourraient intervenir dans la transmission mitotique en 
aval des protéines transductrices ras, alors que les protéines tyrosine kinases transmembranaires, 

src. fms. fes interviendraient en amont des protéines =(Smith et al., 1986). En effet, le lien entre 
les oncogènes cellulaires dans la transmission mitotique a pu être ébauché grâce à un anticorps 

monoclonal qui neutralise les protéines ras (Furth et al., 1982). L'anticorps injecté inhibe 

l'initiation de la phase S dans les cellules NIH3T3 (Mulcahy et al., 1985). Il a été injecté dans des 
cellules NIH3T3 transformées par différents oncogènes . La transformation par des oncogènes 

codant pour les protéines src. fms ou fes dépend de la protéine puisque l'injection de l'anticorps 

anti-ras fait réverter le phénotype transformé de ces cellules. Par contre, la transformation par des 

oncogènes codant pour des protéines cytosoliques (mos, raf) ne dépend pas de la protéine m. Les 

cellules maintiennent leur phénotype transformé. 

E) Les oncogènes codant pour des produits nucléaires 

Au sein de ce groupe, on trouve les oncogènes v-mvc. v-mvb, v-ski, v-fos. Les produits 
de ces gènes sont tous trouvés associés au noyau. Cette localisation est nécessaire à leur mode 

d'action. Ainsi des cellules hématopoïétiques transformées par v-mvb révertent vers le phénotype 

normal quand elles sont traitées aux esters de phorbol (Symonds et al., 1984). Cette réversion 

s'accompagne de la relocalisation de v-mvb du noyau vers le cytoplasme (Klempnauer et al., 

1984). Mais la présence de ces oncogènes dans le noyau n'est pas suffisante pour induire la 

aansformation puisque dans des fibroblastes infectés mais non transformés par v-myb , ~ 4 5 ~ - ~ y ~  

est nucléaire. v-myb et v-mvc présentent des homologies de séquences (Ralston et Bishop, 1983). 

Leurs produits sont capables de futer à la fois l'ADN double ou simple brin in vitro (Donner et al., 

1982 ; Moelling et al., 1985). Cette capacité à fixer l'ADN semble jouer un rôle dans la 
transformation cellulaire. Des mutants du virus MC29 mutés dans v-mvc et dont les produits fixent 
beaucoup moins bien l'ADN voient leur pouvoir transformant et leur tumongénicité diminuer. 

v-mvb et v-myc sont tous deux capables d'immortaliser (établissement en lignée) des cellules et 
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également capables de complémenter l'activité de certains gènes @S dans la transformation de 

\ 

cellules embryonnaires de rat. 

La transformation de cellules normales en cellules cancéreuses malignes implique une 

cascade d'événements cellulaires généralement regroupés en trois étapes : l'initiation, la promotion 
et la progression. L'activation d'un oncogène cellulaire quiescent peut constituer une de ces étapes. 

Cependant, l'action d'un oncogène défini ne peut pas être assignée spécifiquement à une étape. Un 
oncogène peut être initiateur, promoteur ou progresseur selon le système considéré. Le gène Ha-ras 

peut jouer le rôle d'initiateur et le TPA le rôle de promoteur dans l'induction de papillome chez le 

souriceau (Brown et al., 1986).Par contre le gène Ha-ras activé (EJ Ha-ras) peut faire progresser 

des cellules de papillomes induits chimiquement, vers un type de cellules hautement tumorigènes 

dans les souris nude (Harper et al., 1986). 

L'activation d'oncogène cellulaire peut dériver de différents mécanismes moléculaires : 
des mutations ponctuelles, l'intégration d'éléments promoteurs viraux à proximité des gènes 

cellulaires, la translocation chromosomique et probablement d'autres mécanismes encore inconnus. 

A) Transfection sur NTH3T3 et essai de tumori~énicité 

La démonstration que certains éléments génétiques pouvaient acquérir un pouvoir 
transformant sans la contribution de séquences rétrovirales exogènes a été obtenue en employant 
des méthodes de transfection d'ADN sur les cellules NIH3T3 (Shih et al., 1979). La formation de 

foyers dans le tapis de cellules MH3T3 ou la prolifération de colonies en agar mou rendent 

compte de la présence ou non d'un gène transformant dans l'ADN transfecté. Ces expériences ont 
révélé la présence de gènes transformants dans environ 15 % des cancers ainsi que dans des 

tumeurs animales induites chimiquement. La plupart de ces gènes transformants se sont avérés être 
des membres de la famille m. Pour rechercher des oncogènes qui échappent à la détection par 
induction de foyers sur NIH3T3, une nouvelle formule de détection a été mise au point (Fasano et 
al., 1984). Les cellules NIH3T3 cotransfectées avec de l'ADN tumoral et un gène marqueur de 

sélection sont injectées à des souris nude. L'apparition de tumeurs permet de déceler un gène 
transformant dans les cellules injectées. Plusieurs cycles de cotransfection et essai de tumorigénicité 

conduisent à la purification du gène activé. Cette méthode a pemis de mettre en évidence de 

nouveaux oncogènes humains (mcf2, mcf3. mas) à partir de lignées de cellules épithéliales (Fasano 

et al., 1984 ; Birchmeier et al., 1986 ; Young et al., 1986) (table II). 

B) Points de mutation dans les  roto-oncogènes 

L'analyse comparative des séquences nucléotidiques des oncogènes et de leurs 
homologues cellulaires normaux met en évidence un seul point de mutation responsable du 
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changement d'un acide aminé de la P21ms. Par cette mutation, les protéines ';;-s acquièrent leur 
pouvoir ~luisformant. Deux "points chauds" ont Cté détectés jusqu'ici : les codons 12 et 13 èt les 
codons 59, 61 et 63. L'oncogène Ha-liais activé dans les carcinomes de vessie T24 est différent de 
son homologue normal au niveau d'une seule base (G---T). La glycine en position 12 est substituée 

par une valine (Reddy et al., 1982, Tabin et al., 1982 ; Taparowski et al., 1983). D'après les 

données informatiques, toute substitution du résidu glycine en un autre résidu conduit à des 

changements de conformation de PZmS qui empêchent l'extrémité aminoterminale de la protéine 

de se replier dans la partie interne de la molécule (Pincus et al., 1983 ; Santos et al., 1983). 

C) Attachement de ->romoteurs/activateurs forts aux proto-oncogènes 

Blair et al. (1981) ont ligaturé de façon covalente la séquence LTR du provirus de 
sarcome murin Moloney cloné moléculairement au proto-oncogène c-mos de souris biologiquement 

inactif. Cette construction transforme aussi efficacement les cellules NIH3T3 que l'oncogène v-mos 

sous LTR activation. Ceci est expliqué par le fait que les éléments promoteurs et/ou activateurs du 
LTR stimulent la transcription du gène c-mos. Ainsi la surexpression de c-mos semble suffisante 

pour induire la transformation des NIH3T3. Un système identique a été décrit par Chang et al. 

(1982 ): le gène c-Ha-ras ligaturé derrière des séquences LTR virales transforme les cellules 

NIH3T3 et les cellules transformées expriment de hauts taux de P21ras. 

Il est intéressant de remarquer que le gène c-mos humain ne peut pas être activé par 

insertion d'éléments du MoMuSV en 5' de ses séquences codantes (Watson et al., 1982). 

1 D) Insertion d'un promoteur etlou d'un activateur à proximité des moto-onco-ènes (tableml 

L'activation du proto-oncogène peut apparaître après insertion d'un virus peu 
transformant dans l'ADN proche du proto-oncogène. Le virus leucémogène aviaire ALV a été 

trouvé intégré à proximité (environ 5 kbp) du gène c-m~c dans des cellules provenant de certains 

lymphomes de type B (Hayward et al., 1981). Dans 80 % de ces lymphomes B rétroviro-induits, 

c-myc est surexprimé (Duesberg, 1983). De même, Fung et al. (1983) ont observé que les 

séquences LTR d'un virus ALV étaient intégrées environ 0,5 kbp en amont du gène c-erbB dans le 

génome de cellules érythroïdes leucémiques de poulet et concluaient que l'érythroblastose pouvait 
être due à l'activation du gène c-erbB par le promoteur du LTR intégré en amont. En fait, la grande 
majorité des sites d'intégration est regroupée dans une région située à l'extrémité 5' du premier 

exon homologue à v-erbB suggèrant que la rupture du locus c-erbB à ce niveau est importante pour 
son activation (Raisnes et al., 1985). 

Il est également possible que l'activation d'un proto-oncogène soit due principalement à 

la présence de séquences activatrices. Cette situation a été décrite dans certains lymphomes aviaires 

ou le gène mvc est activé par un fragment rétroviral situé en aval (Payne et al., 1982). 
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Schwabet al., 1983b 

Collins e t  Groudine, 1983 

A l i t a10  e t  al., 1984 

Linn e t  al., 1984 

Libermann e t  al., 1985 

King e t  al., 1985 

Tumeurs ou lignées 

HL60 (Lignée promyélocytique 
humaine) 

COL0 320 (Carci nome colique 
humain) 

Adénocarcinome gastrique 
humain 

SCLC (Carcinome pulmonaire 
humain à petites cellules) 

SCLC 

Neuroblastomes (Lignées ou 
tumeurs humaines) 

Y79 ( Lignée de rétinoblastome 
humain) 

HCF7 (Carcinome mammaire 
humain) 

Y 1 (Tumeur adénocorticale 
de souris) 

K562 (Lignée de leucémie 
myéloïde chronique humaine) 

CO LO 20 1 /205 (Carcinome 
colique humain) 

A 4 3  1 (Carcinome épidermoïde 
humain) 

Glioblastomes humains 

MAC 117 (Carcinome mammaire 
humain) 

Ampli f i- 
cation 

20 

50 

15 à 30 

20 à 76 

10 à 20 

140 

20 

10 

50 

10 

10 

10 

10 à 60 

1 O 

Oncogène 
amplifié 

MYC 

MYC 

MYC 

HYC 

L-MYC 

N-MYC 

N - n y c  

N- RAS 

c-l<i-ras 

ABL 

HYB 

ERB 

ERB B 

NEU 

Produit 

p64/67 

Nucléaire 

p62/64 

Nucléaire 

F ixe  GTP 

p2 1 
GTPase 

p l45 

P 83  
Nucléaire 

P70 

Tyr. k. 

p 185 
Tyr. k. ? 
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E) Amplification des oncenes cellulall.es(tableIiQ 

Deux anomalies cytogénétiques sont généralement associées à l'amplification d'ADN : 
les double minute chromosome (dmins) qui apparaissent comme de petites structures 

chromosomiques sans centromère et les régions HSR (Homogeneously Staining chromosornal 

Region) qui présentent une intensité intermédiaire uniforme plutôt que l'alternance normale de 

bandes sombres et claires dans les préparations de chromosomes traités à la trypsine et colorés au 

Giemsa. L'amplification de proto-oncogènes observée dans certaines tumeurs passe par l'existence 
de dmins ou HSR. Ainsi dans une lignée de cellules provenant d'un carcinome du colon (Co10 320) 

(Alitalo et al., 1983), environ 30 copies de c-mvc sont cartographiées soit sur les régions HSR 

d'un marqueur chromosomique soit sur des dmins isolés. De même, les copies amplifiées de 

l'oncogène Ki-ras sont situées s u  les dmins et les HSR des cellules de tumeur adrénocorticale de 
souris Y 1 (Schwab et al., 1983b). Cependant l'amplification de protooncogène ne s'accompagne 

pas nécessairement de dmins ou HSR : elle peut être la conséquence d'un réarrangement qui affecte 
l'ADN tumoral. 

F) Translocation et autres réarrangements (tableV) 

Le génome des cellules transformées présente souvent des translocations ou des 

remaniements (délétions ou inversions de fragments) qui affectent les chromosomes. Ces anomalies 
peuvent impliquer des loci de proto-oncogènes et par ce biais activer le gène oncogène. Une des 

translocations les plus étudiées est la translocation t(8,14) humaine caractéristique des lymphomes 

de Burkitt et son équivalent chez la souris, la translocation t(12,15) observée dans les 
plasmocytomes. Dans ces deux types de translocations humaine ou murine, le gène c-mvc est 

transféré (du chromosome 8 humain ou 15 murin) à proximité des gènes d'immunoglobulines 

(Klein, 1983, Robertson, 1983 ; Peny, 1983) et son expression augmente. Plusieurs modèles ont 

été proposés pour expliquer l'activation du gène c-mvc dans ce type de tumeurs. D'après Croce et 
al. (1983), le contexte cellulaire pourrait être un facteur déterminant dans l'activation du gène c-myc 

: certains facteurs d'activation, spécifiques du stade de maturation du lymphocyte pourraient 

interagir avec des séquences activamces de l'allèle transloqué, et par ce biais, activer le gène c-mvc 
placé dans cet environnement. Il a été également question de dérégulations transcriptionelles, 

post-transcriptionelles et traductionelles du gène c-myc à la suite d'altérations intervenant au niveau 

de sa structure (perte des signaux de régulation, mutations somatiques) 

Un autre cas de translocation bien documenté implique le proto-oncogène c-abl. Ce gène 
fait partie du segment chromosomique remanié dans la translocation Philadelphia (9,22) (q34ql1) 

spécifique des leucémies myélocytiques chroniques (De Klein et al., 1982) et est ainsi transféré du 

chromosome 9 vers le chromosome 22. Sur le chromosome 22, la translocation affecte toujours la 

même région BCR (pour Break point Cluster Region) (Groffen et al., 1984). Le rôle de ces deux 
séquences BCR et c-ab1 dans l'apparition de leucémies myéloïdes chroniques n'est pas connu mais 
Heisterkamp et al. (1985) proposent que le produit de BCR pourrait activer l'oncogène &l dans la 
protéine de fusion et lui octroyer une activité tyrosine kinase comme celle décrite pour le produit de 
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l'oncogène v-abl. 

IV - COOPERATION D'ONCOGENES 

Deux oncogènes activés peuvent intervenir au niveau de deux stades de l'évolution vers 

la formation de tumeur. Ainsi, l'oncogène N-ras activé cohabite avec des versions activées du gène 

mvc dans une leucémie promyélocytaire ou un lymphome de Burkitt (Murray et al., 1983). 

In  vitro, Land et al. (1983) et Ruley, (1983) ont montré respectivement que la 

transformation de fibroblastes embryonnaires primaires ou de cellules épithéliales primaires pouvait 

apparaître en deux étapes. Des événements qui conduisent les cellules primaires à croître 

indéfiniment (immortaiisation) pouvaient être séparés d'événements responsables de changements 

phénotypiques tels que la formation de colonies en agar ou la fonnation de tumeurs quand les 

cellules sont injectées à des animaux réceptifs. Le gène Ha-ras peut transformer toute une série de 

cellules en lignée mais est incapable individuellement de transformer certaines cellules 

embryonnaires de rats (REF). Par contre, si v-mvc favorise l'établissement en culture des REF, 

l'oncogène ras est capable de les transformer. Ces résultats suggèrent que la transformation de la 

cellule nécessite des fonctions d'établissement et de transformation. 

L'étude du mécanisme multi-étapes de la transformation des cellules hématopoïétiques 

est rendue difficile par des conditions de cultures inhabituelles et par le fait que ces cellules ne 

soient pas transfectables. Cependant, des virus leucémogènes (AEV-ES4, MH2 et E26) contenant 

dans leur génome deux oncogènes distincts se sont révélés être de bons modèles expérimentaux 

pour étudier la coopération d'oncogènes dans le processus de leucémogénisation. 

A) Le virus AEV ES4 (v-erbA-v-erbB) 

En injection intraveineuse, le virus AEV ES4 cause des leucémies érythroïdes chez le 

poulet ; en injection intramusculaire, des sarcomes au point d'injection. In vino, il transforme les 

érythroblastes provenant de moëlle osseuse ainsi que des fibroblastes (Graf et Beug, 1983). 

Son génome contient deux oncogènes v-erbA et v-erbB (Vennstrom et Bishop, 1982). 

Le produit de v-erbB est la version tronquée du récepteur de I'EGF et le produit de v-erbA est 

exprimé sous forme d'une protéine de fusion ~ g ~ g - ~ ~ ~ ~  qui est de manii?re prédominante nucléaire. 

v-erbB est nécessaire et suffisant pour transformer les érythroblastes et les fibroblastes. En effet 

des mutants v-erb~+ v-erbB- perdent toute activité transformante, des mutants v-erb A- v-erb B+ 
maintiennent leur pouvoir transformant à la fois sur les érythroblastes et sur les fibroblastes. Les 

cultures de cellules érythroïdes transformées par le virus AEV ES4 sont constituées exclusivement 

d'érythroblastes qui prolifèrent rapidement, indiquant que AEV ES4 induit les cellules à 

s'auto-renouveler et bloque leur capacité de différenciation (Graf et Beug 1983) (schéma 12). De 

plus , le virus AEV ES4 rend ces cellules indépendantes de l'érythropoïétine (Beug et al., 1982a, 

Samarut et Gazzolo, 1982) et des conditions de culture complexes qu'elles nécessitent normalement 

pour leur survie et leur différenciation. Par contre, les cellules érythroïdes infectées par un virus 

muté contenant uniquement v-erbB, sont toujours capables de se diviser indépendamment de 



Mutants 
(v-mil+ ) 

ATG STOP= STOP7 
LTR 4 1 v - m i l  H v - m y c  
a SD 9'9 SA 

MH2 

Mutants 
: ( i Y C + )  

Schéma 13 : P r o p r i é t é s  biologiques de MH2 
- 

e t  des mutants  m i l +  ou m y c +  

FEP 
OU 

Macroph. 
Transformation 

Macroph. 
transformés 

indépendance 
a u  cHGF 

+= 

+= 

m 

MH2 (mil+, mye+) 

mutants mil+ 

mutants myc+ 
I 

+ 
- 
+ 

1 
NR 

P r o l i f é r a t i o n  

+ 
4- 

- 

Transformation 

4- 

- 
- 



52 
l'érythropoïétine mais conservent leur capacité de différenciation (schéma 12) et leur dépendance 

aux conditions de cultures complexes (Erykberg et al., 1983). Ces résultats suggèrent que v - & b ~  

pennet le blocage strict de la différenciation des cellules érythroïdes et libére les érythroblastes 

transformés par v-erbB de leur dépendance vis à vis des conditions de culture. 

B) v-erbA et les oncogènes sarcomato~ènes leucémogènes 

Les virus sarcomatogènes suivants, RSV (contenant l'oncogène v-src), FSV (v-@@, 

PRCII (v-f~@, S 13 (v-sea) et Cl  1 (Ha-ras) peuvent également transformer les cellules érythroïdes 

in vitro et leur donner un phénotype très siniilaire à celui des érythroblastes transformés par 

l'oncogène v-erbB. Kahn et al. (1986) ont récemment démontré que l'introduction du gène v-erbA 

dans des érythroblastes transformés par les oncogènes v-src, v-f~s. v-sea ou Ha-ras réduit leur 

capacité à se différencier et les rend indépendant des conditions de cultures. Les oncogènes v-erbA 

et v-srç coopèrent également in vivo puisque des poulets infectés avec un virus contenant v-erbA et 

v-src développent principalement des érythroblastoses. L'oncogène v-erbA peut donc modifier le 

spectre principalement sarcomatogène de vers un spectre largement leucémogène. 

C) Le virus MH2 (v-mil, v-mvc) 

Le génome de MH2 contient l'oncogène v-mvc trouvé également dans le génome des 

virus MC29,OK10, CMII (Roussel et al., 1979) et l'oncogène v-mil (Coll et al., 1983b) (schéma 

13). Comme ces trois virus, le virus MH2 induit des carcinomes du foie et du rein et transforme les 

fibroblastes et les macrophages in vitro. Cependant la présence de l'oncogène v-mil au sein de son 

génome lui confère des propriétés biologiques particulières par rapport à celles des trois autres 

virus (schéma 13). 

a) les macrophages transformés par les trois virus contenant uniquement v-mvc_ ont 

besoin pour sumivre d'un facteur de croissance le cMGF (facteur de croissance des cellules 

myéloïdes de poulet) alors que ceux transformés par MH.2 poussent indépendamment de la 

présence de cMGF (Leutz et al., 1984 ; Graf et al., 1986). Les macrophages transformés par MH2 

produisent du cMGF ou un facteur de croissance du même type (Graf et al., 1986). Ainsi 

l'oncogène v-mil qui ne peut à lui seul induire la transformation des macrophages pennet aux 

macrophages transformés par l'oncogène v-myc de produire du cMGF qui stimule alors leur propre 

croissance. 

b) La tumorigénicité du virus MH2 et celles de mutants de délétion dans v-mil et 

dans v-mvc ont été comparées chez des poulets nouveaux nés. Les mutants v-mvc - ne donnent ni 

tumeurs ni leucémies, les mutants v-mil ' par rapport au MH2 sauvage, induisent beaucoup moins 

efficacement des tumeurs de foie ou des leucémies monocytaires (Graf et al., 1986). 

c) Le virus MH2 présente des propriétés biologiques différentes de celles du virus 

MC29 sur des cultures de cellules de neurorétines d'embryons de poulet. Les cellules de 

neurorétines, normalement, ne se multiplient pas in vitro. L'infection par MH2 induit leur 
prolifération et les transforme, alors que l'infection par MC29 n'a aucun effet sur ces cellules. Des 

mutants de délétion de v-mvc montrent que v-mil est suffisant pour induire la prolifération des 
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cellules de nemrétines mais il ne les conduit pas vers la transformation. Ainsi dans ce cas il semble 

\ 

que l'action préalable ou concornmitante de l'oncogène v-mil soit nécessaire pour que l'oncogène 

v-mvç transforme les cellules de neurorétines (Béchade et ai., 1985). 

V - SYSTEME EXPERIMENTAL 

Les virus AMV et E26 ont été classés dans le groupe des rétrovirus myéloblastosants 

A) Biologie des virus AMV et E26 

1) BioloPie du virus AMV 

Chez le poulet, le virus AMV induit rapidement une leucémie que l'on peut classer 
comme leucémie monocytaire. Des expériences de densité, de vitesse de sédimentation, 

d'adhérence, d'activité phagocytique indiquent que les cellules cibles de AMV sont recrutées parmi 

des cellules aux différents stades de la lignée macrophagique, du progéniteur déjà engagé dans cette 

voie de différenciation au macrophage mature. Les cellules transformées par AMV peuvent être 
maintenues en culture pendant une longue période de temps. Elles peuvent être obtenues soit à 

partir de colonies provenant de moëlle osseuse ou de cellules de sac vittelin, soit à partir de cultures 
de macrophages, soit à partir du sang de poulets leucémiques. Quelle que soit leur origine, ces 
cellules sont morphologiquement identiques et présentent les mêmes propriétés fonctionnelles ainsi 

que les mêmes antigènes de surface. Ces cellules sont généralement non adhérentes et rondes, avec 
un noyau large, excentré entouré d'une couronne de cytoplasme contenant de petits granules. 

Certains marqueurs spécifiques de la lignée macrophagique sont exprimés à la surface de 
ces cellules (Gazzolo et al., 1979 ; Beug et al., 1979 ; Durban et Boettiger, 1981) (schéma 14). On 

trouve à leur surface des ATPases, de hauts taux d'antigènes spécifiques des myéloblastes et 

quelques antigènes spécifiques des macrophages. Elles expriment les récepteurs pour la partie Fc 
des immunoglobulines mais pas les récepteurs du composant C3 du complément (ces deux 

récepteurs sont présents à la surface des macrophages normaux). Les récepteurs Fc ne sont pas 

fonctionnels puisque le mécanisme de phagocytose immune qu'ils modulent n'existe pas. Par 
contre, les cellules transformées par AMV sont capables de phagocytose aspécifique puisqu'elles 

ingèrent des particules de latex. Enfin, quand elles sont traitées au TPA, elles adhèrent B la surface 
de la boîte de culture et se différencient en macrophages (Pessano et al., 1979). Ainsi bien que les 

cellules cibles du virus AMV puissent être recrutées à tous les niveaux de la lignée monocytaire, 

AMV les bloque à un stade de différenciation intermédiaire entre le monoblaste et le macrophage : 

les cellules cibles de AMV recrutées aux stades précoces de la lignée macrophagique se 

différencieront jusqu'au stade prémacrophagique pour être transformées. Par contre les 

macrophages infectés par AMV subiront une dédifférenciation partielle, les renvoyant au stade 

prémacrophage (schéma 14). 
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2) Biolotzie du virus E26 

Chez le poulet, E26 induit des leucémies en trois à cinq semaines. Ces leucémies sont 

caractérisées par la présence de larges cellules basophiles contenant un gros noyau rond et par 
l'augmentation du nombre de cellules de type réticulocyte plus ou moins différenciées (Radke et al., 

1982). Une forte proportion (95 %) de cellules sanguines des animaux infectés par E26 

synthétisent de l'hémoglobine, réagissent avec les anticorps anti-histone H5 et possèdent des 
antigènes spécifiques des érythroblastes. Par contre une petite proportion de cellules présente des 

ATPases de surface ou des antigènes spécifiques des myéloblastes. Ainsi E26 induit une leucémie 
mixte érythroïde et myéloïde à prédominance érythroïde (Moscovici et al., 1981 ; Radke et al., 
1982). 

a) les cellules leucémiques transformées Dar le virus E26 requièrent différentes 
conditions de culture Dour leur croissance 

Les cellules sanguines des animaux leucémiques infectés par E26 ou les cellules de 
moëlle en culture infectées par E26 sont cultivées in vitro soit en milieu CFU-M (Myeloid colony 

Forming Unit) soit en milieu CFU-E (Erythroid Colony Forming Unit). Le milieu CFU-M est un 

milieu de croissance complémenté avec le surnageant de cellules de rates stimulées à la 

concanavaline A. Ce milieu permet la formation de colonies de cellules normales de type 
macrophage mais ne permet pas la croissance de précurseurs érythroïdes. Les cellules de rates 
traitées à la concanavaline A produisent un facteur (cMGF) qui stimule la croissance des cellules 
myéloïdes normales ou transformées (Beug et al., 1982b). Le milieu CFU-E est un milieu de 

croissance complémenté avec du sérum de poulet anémique comme source d'érythropoïétine. Ce 
milieu permet la survie et la différenciation des cellules progénitrices de type érythroïde (Samanit et 

Bouabdelli, 1980). 

b) le virus E26 agit au niveau de deux voies de différenciation hématopoïétiques 

Des cellules érythroïdes ou myéloïdes peuvent être propagées sélectivement à partir des 

cellules leucémiques mises en culture en présence de milieu respectivement CFU-E ou CFU-M 
(Moscovici et al., 1983 ; Radke et al., 1982). In  vitro, les cultures de moëlle infectées par E26 et 

ensemencées dans un milieu CFU-M semi-solide bourgeonnent en colonies myéloïdes. En milieu 

CFU-E semi-solide, elles bourgeonnent en colonies érythroïdes (Radke et al., 1982) (schéma 15). 

c) caractérisation des cellules cibles de E26 chez l'embryon de poulet 

Les cellules de blastoderme aux stades de développement "ligne primitive" ou "12 
somites" ont été infectées par E26. Les cellules infectées au stade "ligne primitive" développent 

quelque soit le milieu (CFU-E ou CFU-M) des colonies hétérogènes, différentes des colonies 

érythroïdes ou myéloïdes obtenues à partir de cellules de moëlle osseuse infectées. La morphologie 

de la colonie diffère d'une colonie à l'autre. Certaines des colonies obtenues sur milieu CFU-E sont 
hémoglobinisées. Les colonies hétérogènes réensemencées en milieu CFU-E ou CFU-M donnent 

60 % de colonies érythroïdes ou myéloïdes et 40 5% de colonies mixtes constituées d'un mélange de 
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cellules immatures myéloïdes et érythroiides. Ces colonies mixtes peuvent être maintenues en 

culture plusieurs semaines en utilisant différents régimes de culture. Ces résultats suggèreni que 

E26 peut infecter et transformer une cellule souche bipotente ainsi que des cellules précurseurs 

érythroïdes ou myéloïdes. Les cellules au stade "12 somites" infectées par E26, cultivées en milieu 

sélectif CFU-E ou Cm-M développent des colonies érythdides ou myéloïdes et un petit nombre 

de colonies mixtes. 

L'identification des cellules cibles de E26 a été rendue possible grâce à l'obtention de 

deux antiséra, l'un dirigé contre des antigènes de cerveau (anti Br) l'autre dirigé contre des 

antigènes de maturation (Tm) (Gazzolo et al., 1980) caractérisant respectivement les cellules 

progénitrices 6ryWides BFU-E et CFU-E. Ainsi les colonnies érythroïdes, obtenues à partir des 

cellules infectées au stade "12 somites" expriment un taux d'antigène Br plus faible que celui des 

BFU-E et un taux d'antigènes Im identique à celui des CFU-E suggèrant que les cellules cibles de 

E26 sont des cellules à un stade de développement intermédiaire entre les cellules BFU-E et 

CFU-E. Les colonies hétérogènes obtenues à partir des mêmes cellules infectées au stade "12 

somites" sont constituées de cellules ne possèdant ni les antigènes Br ni les antigènes Im et d'un 
mélange de cellules érythroïdes et myéloïdes. Ceci suggère que ces colonies hétérogènes sont le 

résultat de la transformation d'une cellule souche bipotente. 

Les cellules myéloïdes transformées par E26 se situent à un stade plus immature que les 
cellules transformées par AMV. En effet l'infection par AMV de cellules aux stades "ligne 

primitive" ou "12 somites" n'a que peu d'incidence sur ces cellules embryonnaires. 

d) bloca- de la différenciation Dar le virus E26 

Les colonies érythroïdes obtenues à partir de cellules de moëlle infectées par E26 sont 

principalement constituées d'érythroblastes mais on peut également trouver des cellules érythroiides 

plus matures indiquant que le virus E26 ne bloque pas de façon stricte la différenciation de ces 

cellules. 

Les myéloblastes transformés par le virus AMV peuvent être induits à se différencier de 
façon très efficace par traitement au TPA, les myéloblastes transformés par E26 ne peuvent pas 

l'être. Ceci suggère que le virus E26 bloque la différenciation des cellules myéloïdes de façon plus 

rigide que le virus AMV. 

e) les rnvéloblastes transformés Dar le virus E26 ont besoin de cMGF pour leur 

croissance 

Les myéloblastes transformés par E26 ont besoin de facteur de croissance cMGF pour 
proliférer in vitro. Les oncogènes viraux de la famille src (présentant une activité kinase) sont 

capables d'induire ces myéloblastes à produire de façon autocrine un facteur de croissance de type 

cMGF et à s'auto-stimuler (Adkin et al., 1984). En effet , des myéloblastes transformés par E26 

puis surinfectés par des rétrovirus ayant transduits des oncogènes présentant des homologies avec 

la famille src, poussent indépendamment de la présence de cMGF. Le milieu conditionné par ces 

myéloblastes contient une activité de stimulation de croissance similaire au cMGF. Cette activité est 
réduite de plus de 80 % quand le milieu conditionné est adsorbé contre un antisérum anti cMGF. 

Enfin, les cellules E26 surinfectées, incubées en présence de la fraction Ig G de l'anti cMGF ne 
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proliférent plus, suggèrant que les cellules sont dépendantes de la secrétion de cMGF. 

\ 

f) Les mutants E26 thermosensibles Dour leur ca~acité à transformer les cellules 
mvéloides, 

Quatre mutant. thermosensibles pour la transformation des myéloblastes (ts E26) ont été 

isolés récemment (Beug et al., 1984). A température permissive, les cellules myéloïdes 

transformées par les ts E26 ressemblent aux cellules myéloïdes transformées par le virus E26 

sauvage et prolifèrent rapidement en présence de cMGF. Cultivées à 42OC, elles arrêtent de 

proliférer et acquièrent plusieurs caractères des macrophages (adhérence, taille plus importante, 

larges vacuoles et inclusions cytoplasmiques, petit noyau excentré) et également la capacité de 
phagocyter des bactéries. Cependant certains antigènes spécifiques des macrophages ne sont pas 

exprimés suggèrant que ces cellules ne sont pas tennuialement différenciées. Après quatre jours de 

culture à 42' et trois jours de traitement au TPA, elles prennent une morphologie de macrophage et 

expriment tous les marqueurs antigéniques mamphagiques. Les myéloblastes transformés par les 
ts E26 se différencient et arrêtent leur prolifération même en présence de cMGF. Cependant, ils 

produisent un facteur de croissance de type cMGF. 

Enfin les mutants thermosensibles de E26 restent leucémogènes et maintiennent leur 
capacité à transformer les érythroblastes à température non permissive. Ainsi les érythroblastes 

transformés par les ts E26 isolés à 37OC et cultivés ensuite à 42OC, présentent les mêmes 

caractéristiques que les érythroblastes transformés par le virus E26 sauvage à 42OC. 

I 
B) Le virus AMV : caractérisation de son génome et de la s-uence v-mvb -'il contient. 

l 

1) Structure du génome du virus AMV l I 

AMV est le fruit d'une recombinaison entre son virus helper naturel MAV-1 et une 1 
l 

séquence d'origine cellulaire v-myb (Roussel et al., 1979). En 5', cette recombinaison s'est faite 
11 1 nt en amont du codon de fin de lecture du gène a d e  MAV. La disparition de la région 3' du 

gèneqp! pourrait expliquer pourquoi la protéine pgag-pol n'est pas maturée et ne produit pas de 

rétrotranscriptase fonctionnelle (Duesberg et al, 1980). En 3', la recombinaison s'est effectueé 33 1 
1 

nt en amont du codon de terminaison du gène env (schéma 16). La majeure partie du gène =est j ~ 
donc absente dans le génome du virus AMV. 1 

2) L'onco~ène v-mvb 
l 
1 
i 

L'oncogène v-mvb peut être divisé en sept régions, notées de El à E7 de l'extrémité 5' 
vers l'extrémité 3', homologues à sept régions du gène cellulaire ç-mvb (schéma 17). Le cadre de 
lecture utilisé dans le virus AMV pour l'expression de v-mvb est le même que celui utilisé pour 

l'expression du g&ne c-mvb. Les régions E2, E3, E4, E5, E6 représentent six vrais exons de ç-mvb 

raboutés par épissure correcte des séquences introniques cellulaires (immédiatement en 5' et 3' de 
ces séquences codantes colinéaires à l'oncogène viral se trouvent les sites d'épissures classiques 

observés dans la cellule eucaryote (Mount, 1982)). La région El correspond à un exon cellulaire 
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complet, flanqué en 5' d'une région intronique. Cette région présente deux intêrets. Elle fournit 

d'une part le site acceptein ci'6pissure qui, avec le site donneur situé dix-huit nucléotides en aval du 
début du gène gag permet la formation de l'ARN sous génomique v-mvb de 2.1 kb. Ainsi le codon 

d'initiation, les six premiers acides aminés de et les séquences v-mvb sont joints en phase et 

permettent l'expression de la protéine ~ 4 5 ~ ' ~ ~ ~  (Klempnauer et al., 1983) observée dans les 

cellules infectées par AMV. El fournit d'autre part le codon de fin de lecture de la protéine virale 

p180gag-Pol. En effet v-myb présente un cadre de lecture continu avec les ghes et ppl et 

interrompu par un site terminateur situé 84 nt en aval du point de recombinaison. Ainsi, l'oncogène 

v-mb fournit les 27 derniers acides aminés de la protéine PI 80gag-pol . La région E7 correspond 
à un exon cellulaire tronqué dans sa partie 3'. En effet le cadre de lecture ouvert du gène c-my_b se 
prolonge au delà de l'extrémité 3' de la région virale E7. Dans le virus, E7 est lu en phase avec les 
onze derniers codons du gène env qui apporte le codon de fin de traduction (UAG) de la protéine 
p45v-myb. 

En conclusion ~ 4 5 ~ - ~ y ~  contient à son extrémité 5'. six acides aminés du produit w, à 

son extrémité 3', onze acides aminés du produit m. La région v-mvb de P45 (El, E2, E3, E4, 
ES, E6, E7) est une version tronquée de la ~ 7 5 ~ - ~ y ~ .  De plus la comparaison des séquences 

v-myb et c-myb homologues met en évidence onze acides aminés différents dans ces régions. 

3) Structure des homologues c-mvb chez le poulet. la souris. l'homme et la drosophile. 

Les fragments d'ADN complémentaires ou cDNA des ARN m ~ &  de poulet, de souris 
ainsi qu'une portion du cDNA humain ont été isolés et séquencés. Le cDNA ~IJ& chez le poulet 

possède un cadre de lecture ouvert qui s'étend sur 699 acides aminés et qui peut coder pour un 
polypeptide de poids moléculaire 77 kd en accord avec la taille présumée de la protéine c-mvb W5 

(Rosson et Reddy, 1986). Le cDNA mvb de souris contient un cadre de lecture ouvert de 648 

acides aminés et pourrait coder pour une protéine de 71 kd (Gonda et al., 1985). Enfin, la pomon 
du cDNA & humain sequencée ne recouvre pas toute la séquence codante du gène c-mvb humain 

mais laisse présumer l'existence d'un cadre de lecture codant pour une protéine de plus de 65 kd 
(Slamon et al., 1986a). 

I Ces trois types de cDNA sont très homologues les uns aux autres : 85 % des résidus 
sont conservés du poulet à l'homme et 90 % de la souris à l'homme. Les régions d'homologie 

importante se situent d'une part au niveau d'une région correspondant aux exons El  et E2 du 

génome c-mvb de poulet (il y a 100 % d'homologie entre les cDNA humain et aviaire, et 1 seul 

acide aminé différent dans le cDNA murin), d'autre part au niveau de l'exon E5 (97 % d'homologie 

entre les cDNA humain et aviaire). 

L'analyse de la séquence codante contenue dans ces trois types de cDNA révèle la 
présence dans le domaine aminoteminal de ces molécules aviaires, murines et humaines de trois 

séquences de 52 résidus relativement répétés ( la première présente en amont de El, les deux 
suivantes dans les régions El et E2). 

Un gène homologue au proto-oncogène c-mvb a également été identifié chez la 
drosophile (Katzen et al., 1985). La portion de gène séquencée présente de fortes homologies de 

séquence avec le gène c-mvb de poulet. Cette homologie se situe également au niveau des régions 
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El et E2 déjà conservée chez les vertébrés. Ainsi, comme le gène v-mvb, le gène c-mvb de 

\ 

drosophile a conservé deux des trois séquences répétées décrites précédemment . 

4) Ex~ression du gène c-mvb 

Les gènes c-mvb sont généralement exprimés sous forme d'un ARN de 4.0 kb. Deux 

communications récentes suggèrent que c-mvb pourrait avoir deux fonctions : une fonction générale 
dans la prolifération cellulaire et une fonction spécifique dans la différenciation thymique. 

Différentes expériences suggéraient que c-mvb était exprimé spécifiquement dans les tissus 

hématopoïétiques et tout particulièrement dans les cellules immatures (Gonda et al., 1982 ; Coll et 
al., 1983a ; Sheiness et Gardinier, 1984 ; Gonda et Metcalf, 1984). Or Thompson et al. (1986) 

montrent que c-mvb est exprimé pendant la prolifération de fibroblastes embryonnaires de poulet 

(CEF), de cellules lymphoïdes de type T, MSBl et de cellules B provenant de la bourse de 
Fabricius. Ainsi, le fait que c-mvb ait été jusqu'ici d é d t  comme étant exprimé spécifiquement dans 

les cellules hématopoïétiques immatures et pas dans les cellules matures pourrait être dû au fait que 
les cellules qui se différencient ne prolifèrent pas. La baisse de l'expression de c-mvb dans les 

cellules se différenciant refléterait donc une diminution de la prolifération de ces cellules. 

La relation précise entre les étapes du cycle cellulaire et les variations de l'expression de 

c-mvb est difficile à déterminer et semble dépendre du type de cellules que l'on considère et du 

traitement qu'on leur fait subir : les cellules MSB 1 en phase exponentielle de croissance expnment 

un taux maximum de c-mvb lorsqu'elles sont en phase S, les CEF quiescentes, cultivées en 
présence de sérum commencent à exprimer c-mvb en fin de phase G1 et le maintiennent à un 
maximum d'expression tout au long de la phase S, par contre les cellules T, synchronisées, 
rendues compétentes par des esters de phorbol puis stimulées par traitement à l'interleukine 2 (IL2) 

expnment c-m* uniquement durant la phase de progression en G1 (taux maximal environ 5 h 

après exposition des cellules à 111L2) (Stern et al., 1986). Au regard de ces différentes 

observations, il semble que l'augmentation du taux d'ARN myb intervienne juste avant des 
changements dans la morphologie et le contenu en ARN de la cellule. 

Les variations des taux d'ARN c-mvb durant la prolifération cellulaire semblent être 
principalement le résultat d'un contrôle post-transcriptionnel. En effet, le taux de transcription du 

gène c-myb, mesuré au niveau du noyau ne varie pas ou très peu entre les cellules CEF ou MSB 1 

quiescentes ou en phase exponentielle de croissance. Par contre, l'augmentation du taux d'ARN 
peut être induite par traitement de ces cellules à la cycloheximide (inhibiteur de la synthèse 

protéique). Il se pourrait donc que dans les cellules quiescentes stimulées par la présence de sérum, 
la stabilité des ARN & augmente (Thompson et al., 1986). 

L'expression du c-mvb est importante dans les thymocytes immatures et diminue lorsque 
les cellules T se différencient in vivo (Sheiness et Gardinier, 1984). Cette diminution est toujours à 

corréler avec le fait que les cellules qui se différencient ne prolifèrent pas. Néanmoins, le taux 

d ' A m  myb dans le thymus est au moins dix fois plus important que celui observé dans les autres 

organes lymphoïdes. Il est de plus peu sensible à la cycloheximide et pourrait être régul6 au niveau 
transcriptiomel. Il est possible que le gène c-m~b contienne un élément activateur qui réponde A des 
facteurs de régulation spécifiques du thymus. 



5) Les produits mvb, 

L'oncogène v-mvb code pour une protéine de 45 kd ~ 4 5 ~ ' ~ ~ ~  (Souza et al., 1980 ; 

Gonda et al., 1981 ; Klempnauer et al., 1982, 1983 ; Rushlow et al., 1982 ; Boyle et al., 1983). 

Cette protéine est une version tronquée de la protéine ~ 7 5 ~ - ~ y ~  trouvée dans les cellules aviaires 

exprimant le gène c-myb (Klempnauer et al., 1983). Le produit du gène c-myb humain a été 

récemment identifié comme une protéine de 80 kd ~ 8 0 ~ - ~ y ~ .  

L'examen de la séquence en acide aminés de la protéine c-mvb murine permet de prédire 
différentes caractéristiques stmcturales et propriétés de cette protéine (Gonda et al., 1985). La 

protéine myb présente une région basique d'environ 200 résidus proches de son extrémité 

aminoterminale. Le reste de la molécule montre une distribution équilibrée entre résidus acides et 

basiques. La méthode de Garnier et al (1978) qui prédit la structure secondaire des protéines 

suggère que 46 % de la protéine peuvent être constitués d'hélice a , que la protéine présenterait peu 

de feuillets p et qu'elle pourrait donc être globulaire. Ces propriétés, vu la forte homologie de 

séquence entre les différents produits mvb, peuvent être extrapolées aux autres protéines m~&. 

~ 4 5 ~ - ~ ~ ~ ,  ~ 7 5 ~ - ~ y ~  et ~ 8 0 ~ - ~ y ~  partagent plusieurs propriétés : i) elles sont toutes 
trois capables de fixer l'ADN ; ii) elles sont localisées dans le noyau ; iii) leurs localisations 

subnucléaires sont identiques : 80 à 90 % des protéines & sont associées à la chromatine, une 

petite portion reste associée à la matrice nucléaire (Klempnauer et Sippel, 1986 ; Klempnauer et al., 

1986a). La taille de cette fraction augmente de façon importante quand les noyaux sont digérés à 

37°C par une nucléase (Klempnauer et Sippel, 1986). Cette association à la matrice nucléaire 

inductible par la température semble être une propriété des protéines nucléaires (Evan et Hancock, 

1985) ; iv) les protéines @ ont une demie vie d'environ une heure en accord avec leur rôle putatif 

de régulation dans le noyau. Cela semble être encore une caractéristique des produits d'oncogènes 

localisés dans le noyau (Hann et Eisenman, 1984 ; Reich et al., 1983). 

La partie aminoterminale, très conservée entre les protéines & virale ou cellulaire, est 

probablement impliquée dans le mécanisme de fixation des protéines & B l'ADN. Deux résultats 

vont dans ce sens (Klempnauer et al., 1986b) : i) les protéines P ~ ~ V - ~ Y ~ ,  ~ 7 5 ~ - ~ y ~ ,  ~ 8 0 ~ - ~ y ~  

possèdent en commun au moins deux sites antigéniques situés dans le domaine aminoterminal de 

P ~ ~ V - ~ Y ~ .  Or des anticorps monoclonaux dirigés contre l'un de ces épitopes inhibent la fixation 

des protéines @ à l'ADN ii) la protéine v-myb exprimée dans un système bactérien est capable de 

fixer l'ADN. Par contre des protéines v-mvb bactériennes amputées dans leur domaine 

aminotenninal ne fixent plus l'ADN. 

Dans des myéloblastes transformés par AMV, des expériences d'irnmunofluorescence 

ont montré que P45 est localisée en majeure partie dans le noyau, mais une petite fraction est 

également détectk dans la région périnucléaire du cytoplasme (Klempnauer et al., 1984). Ces 

myéloblastes cultivés en présence de lipopolysaccharides se différencient partiellement pour donner 

des cellules qui prolifèrent mais qui sont fixées au substratum (Klempnauer et al., 1984). Dans ces 

cellules, la répartition de la fluorescence est la même que celle obtenue dans les myéloblastes. Enfin 

en présence de TPA, ces cellules se différencient, acquièrent la morphologie de cellules proches des 
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macrophages, et la majeure partie de la fluorescence se retrouve dans la région périnucléaire 

cytoplasmique. Ceci suggère que la redistribution de la protéine P45 dans la celiule est liée à la 

réversion du phénotype transformé. 

C) L'oncogène c-mvb et les cancers. 

1) LTR activation du gène c-mvb 

Shen-Ong et al. ont reporté que le gène c-mvb pouvait être activé par insertion virale 

dans toute une série de tumeurs induites par le virus Abelson et identifiées comme des 

lymphosarcomes plasmocytoïdes (ABPL) (Shen-Ong et al., 1984 ; Shen-Ong et al., 1986). Dans 

six cas de tumeurs, le virus leucémogène murin Moloney (MoMuLV) s'est inséré, dans la même 

orientation transcriptionnelie, en amont de l'exon c-mvb El  (premier exon homologue à v-mvb). 

Cette insertion dans le locus ç-mvb s'accompagne d'une expression de formes altérées des ARN 
a. Les ARN de cinq des six tumeurs contiennent un (ou des) transcrit(s) r& qui ont été initiés 

dans le LTR 5' du provirus intégré et épissés grâce à un site donneur d'épissure contenu dans la 

région a de MoMuLV et un site accepteur dans l'exon El. Ainsi, l'insertion du provirus dans ces 

tumeurs de souris résulte dans la synthèse d'une protéine & qui est amputée de la même région 

aminoterminale que la protéine v-mvb (schéma 18). Contrairement à la plupart des transcrits de 

fusion gag onc. les séquences et dans l'ARN hybride de ces tumeurs ne sont pas dans le 

même cadre de lecture. Les auteurs postulent que la synthèse de la protéine serait initiée, sur YARN 
hybride, au site d'initiation proposé pour l'expression de la protéine ga% et la portion m~& traduite 
grâce à un changement de cadre de lecture. 

Un second mécanisme d'amputation du gène c-mvb par insertion virale a été décrit dans 
des cellules NFS6O dépendante d'interleukine 3 (lignée établie à partir de tumeurs induites par le 

virus leucémogène murin Cas Br Moloney). Dans ce cas, l'insertion virale s'est faite, suivant 

l'orientation transcriptionnelle 5' 3', au niveau de l'exon E6, exactement 103 nucléotides en aval 

de la fin des séquences & homologues au v-mvb de E26 (voir Résultats). Le LTR 5' du provirus 

intégré fournit un codon de terminaison ; les 240 derniers acides aminés de c-mvb ne sont donc pas 

présents dans la portion carboxyterminale des proteines & tumorales (schéma 18). 

On peut remarquer que les sites d'insertions semblent groupés dans des régions 

identiques à celles impliquées dans la transduction de dans AMV ou E26. Ceci suggère que 

l'amputation des protéines normales c-mvb plutôt que les variations dans leur expression pourrait 
jouer un rôle dans la formation de tumeurs de type ABPL. 

2)Amplification du gène c-myb dans certains cancers 

Le locus c-mvb est amplifié dans l'ADN de cellules de deux lignées (Colo 201 et Colo 

205) provenant d'un adénocarcinome de colon humain (Alitalo et al, 1983). L'ADN amplifié ne 

semble pas révéler d'anomalies topographiques dans le gène c-mvb et n'est pas porté par des 

chromosomes drnins ou des régions HSR. Cette amplification au niveau de l'ADN s'accompagne 

d'une production abondante d'ARN W. 
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3) Ex~ression accrue du gènes c-mvb dans des désordres lvm~hoïdes 

Chez la souris, un gène récessif lpr, induit la production d'anticorps autoimmuns et la 
prolifération massive de lymphocytes. Les cellules T anormales s'accumulent dans la rate et dans 

les nodules lymphoïdes périphériques et mésentériques. Ainsi, les organes lymphoïdes de ces 

souris lprllpr contiennent des cellules qui expriment beaucoup d'ARNmyb. Un désordre similaire 
dans la prolifération lymphoïde a été décrit chez i'hornme, ce désordre s'accompagne égaiement 

d'une forte expression de c-mvb (Mountz et al., 1984). 

4) Altération du gène c-mvb par délétion 

L'analyse de 176 types d'ADN provenant de tumeurs et tissus normaux a révélé, par 

digestion de l'ADN par l'endonucléase EcoRI, qu'il existe un polymorphisme du gène c-mvb 

(Yokota et al., 1986). Dans 35 paires d'ADN (ADN normaVADN tumoral), il y a hétérozygotie au 

niveau du c-myb, dans 37 paires, homozygotie. Dans quatre paires d'hétérozygotes, les intensités 

de bandes relatives au polymorphisme sont plus faibles dans l'ADN tumoral que dans l'ADN 
normal, suggèrant la perte d'un allèle dans ces tumeurs. Cette perte pourrait conduire à l'expression 
d'une mutation récessive sur l'autre allèle ou pourrait s'accompagner de la perte de gènes de 

régulation proches du gène v-mvb. Cette délétion semble plus fréquente dans les sarcomes et 

carcinomes que dans les autres tumeurs. Elle a, de plus, été observée dans une tumeur métastasique 

alors qu'elle n'apparaissait pas dans le tissu normal ou la tumeur primaire, laissant ainsi supposer 
que l'un des allèle du gène c-mvb ou d'un gène voisin pourrait servir de verrou à la progression 

de tumeur ou à l'apparition de métastases et que sa disparition leverait ce verrou. 

D)Le virus E26 

1) La ~rotéine virale de E26 

Les cellules transformées par E26 synthétisent une protéine virale de 135 kd P135. Cette 

protéine réside principalement dans le noyau (Klempnauer et al., 1984). Les protéines 

thermosensibles Pl35 dans les cellules infectées par les tsE26, à température permissive ou non, 

sont également localisées dans le noyau (Moelling et al., 1985). P135, comme les protéines & 
fixe l'ADN double brin in vitro. Par contre trois des quatre mutants thermosensibles de E26 codent 

pour une protéine mutante qui, soit a perdu sa capacité à fixer l'ADN in vitro après purification, soit 

présente des interactions ADN-protéine très thermolabiles. 



2) Résentation du travail 

Notre intérêt pour le virus E26 est né de deux observations. 
- La première concemait des travaux préliminaires effectués au laboratoire. Ces travaux mettaient en 
évidence la présence d'une séquence X d'origine inconnue dans le génome de E26 : en effet par des 

expériences d'hybridation en phase liquide la complexité du génome de E26 avait été estimée à 
6200 bp avec 650 bp de gène a 1430 bp de gène v-mvb. 1400 bp de gène et environ 1900 

bp de séquence X (Roussel et al., 1979). 
- La seconde concemait les propriétés biologiques de E26 par rapport à celles d'AMV. Celui-ci qui 

contient l'oncogène m b  transforme les cellules myéloïdes, alors que E26 qui contient v-mvb et une 

séquence X transforme les cellules myéloïdes et érythroïdes. De plus des mutants thermosensibles 

pour la transformation myéloïde ont été isolés suggèrant que les deux actions sur les lignées 

myéloïdes et érythmïdes pouvaient être dissociées. 

Ces observations laissaient suggèrer que l'on pouvait imputer à la séquence X, le 
pouvoir transformant de E26 sur les cellules érythroïdes. Nous avons donc entrepris l'isolement et 

la caractérisation de cette séquence spécifique du virus E26. Une fois isolée, cette séquence s'est 
révélée être un nouvel oncogène que nous avons appelé v-ets. Nous avons ensuite cherché à 

caractériser l'homologue cellulaire c-ets et son produit. 



RESULTATS, DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS. 
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1 - CARACTERISATION D'UN NOUVEL ONCOGENE AU SEIN DU VIRUS E26 

RESUME DE L'ARTICLE 1 

L'ADN proviral du vins  E26 a été cloné à partir d'une banque d'ADN de fibroblastes de 

caille, E26 QC1 transformés par ce virus. La génothèque a été criblée avec une sonde v-myb ou 

avec des sondes correspondant aux gènes viraux de structure. Un phage recombinant hybridant 

avec les deux types de sonde, E26 QI, a été isolé. L'ADN de ce clone a été digéré par différents 

enzymes de resmction, les fragments séparés par électrophorèse en gel d'agarose et hybridés avec 

les sondes LTR, gag, poi. env. mvb. Ceci nous a permis de montrer que le provirus E26 était 

entier dans le clone E26 Q1 et que sa structure était en accord avec celle suggérée par l'étude de 

l'ARN viral en hybridation liquide (Roussel et al., 1979 ; Bister et al., 1982) . La séquence 

inconnue spécifique est placée en aval des séquences & de E26. Nous l'avons baptisée v-ets 

pour &ythroblastosis virus Twenty Six. De part sa position elle fait partie des 3,6 kbp de capacité 

codante nécessaire pour la synthèse de la protéine Pl35 trouvée dans les cellules infectées par E26 

(schéma 19). 

Nous avons alors cherché à déterminer si la séquence v-ets correspondait à un nouvel 

oncogène. D'une part, nous avons hybridé le clone E26 Q1 avec des sondes correspondant aux 

clones oncogènes déjà répertoriés. La séquence v-ets n'est homologue à aucun autre oncogène. 
D'autre part, nous avons cherché à savoir si la séquence v-ets possédait un équivalent cellulaire. De 

l'ADN de poulet normal a été digéré par EcoRI, et hybridé avec une sonde correspondant la 
totalité des séquences m. La même stratégie a été utilisée avec des ADN de caille et d'homme. 

La sonde v-ets détecte différentes bandes dans les ADN de ces trois espèces animales. Ainsi 

l'oncogène v-ets a un homologueèellulaire conservé phylogénétiquement. 

Cet homologue est transcrit dans différentes cellules de poulet sous forme d'un ARN 

majoritaire de 7,s kb et de deux ARN minoritaires de 2,2 et 1,s kb. L'analyse des ARN 
polyadénylés de ces mêmes cellules avec une sonde v-mvb met en évidence l ' A m  messager c-mvb 

de 4 kb et confirme que v-mvb et v-ets représentent deux séquences indépendantes l'une de l'autre 

provenant de deux loci cellulaires distincts. 

En conclusion, le génome du virus E26 contient, outre l'oncogène v-mvb déjà décrit chez le 

virus AMV, une séquence v-ets spécifique présentant toutes les caractéristiques d'un nouvel 

oncogène : elle est traduite dans le domaine carboxyterminal de la protéine transfomante Pl35 du 

virus E26, elle est homologue à des séquences d'ADN cellulaires phylogénétiquement conservées 

dans le phylum des vertébrés et ces séquences représentent au moins un gène cellulaire 

(proto-oncogène) puisqu'elles sont transcrites dans différentes lignées cellulaires. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Au cours de notre étude du provirus E26, il est apparu que l'oncogène v-mvb du virus E26 

(v-mvb E26) est tronqué en 5' et en 3' par rapport à l'oncogène v-mvb du virus AMV ( v-myb AMV): 

la partie 5' de la région El(K1empnauer et al., 82), la partie 3' de E6 et tout E7 (Klempnauer et al, 

1982) n'ont pas été transduits dans E26 (schéma 20). 

Bien que l'on soit tenté d'imputer à l'oncogène v-ets les différences de pathologie entre les 

virus AMV et E26, on ne peut pas exclure que la séquence v-mvb E26 tronquée par rapport aux 

séquences v-mvb soit à l'origine de certaines de ces différences. La fabrication de mutants 

E26 remplaçant l'oncogène E26 par l'oncogène v-rnyh AMV devrait nous apporter une 

réponse précise. 

La séquence nucléotidique du provirus E26 a été décrite (Nunn et al., 1983; 1984). Elle 

montre que le cadre de lecture ouvert codant pour la protéine tripartite Pl35 est continu sur 1046 

codons incluant 272 codons w, 283 codons mvb et 491 codons &S. Le codon d'initiation est dans 

la pomon gag et le codon de terminaison à proximité de la fin du domaine B. La comparaison des 

skquences mvb c26 et mvb AMV confirme que E26 contient une portion interne du v-mvb AMV 

(Klempnauer et al., 1982). La partie v-mvb de Pl35 est de 30 kd alors que le virus AMV code 

pour une protéine v-myb de 45 kd (Boyle et al., 1983). 

La comparaison des séquences du gène rrag; du virus RSV (Schwartz et al., 1983), du 

proto-oncogène ç - m e  (Klempnauer et ai., 1982) et de la jonction tzaP;-mvb E26 dans le génome du 

virus E26 montre que la recombinaison qui lie le gène gag au gène & E26 n'implique pas de 

régions homologues aux deux gènes. Il y a probablement eu recombinaison illégitime entre El  de 

c-mvb (Klempnauer et ai., 1982) et le gène gag du rétrovirus qui est à l'origine de E26. Ii semble 

également qu'il y ait eu recombinaison illégitime entre l'exon E6 du c-mvb (Klempnauer et al., 

1982) et un élément du proto-oncogène c-ets ainsi qu'entre c-ets et le gène -du même rétrovirus 

d'origine. 

La séquence des LTR de E26 a été comparée avec celle de différents LTR connus. Les 

régions U5 des LTR des virus E26 et AMV sont colinéaires et différent seulement par quelques 

mutations ponctuelles. La région U3 des LTR de E26 est différente de celle d'AMV mais colinéaire 

et trhs homologue à la région U3 de MH2 ou de RSV. Ainsi, puisque les séquences U3 de E26, 

RSV et MH2 sont très homologues et que ni RSV ni MH2 n'ont un tropisme pour les 

érythroblastes, il semble que la région U3 n'ait pas un rôle à jouer dans la transformation 

érythroblastique par E26. 



La structure de la séquence v-ets au sein de E26 ayant été bien définie, nous nous sommes 
attachés à poursuivre sa caractérisation en étudiant les séquences cellulaires qui lui sont 
homologues. Ces séquences ont été étudiées d'une part chez l'homme (il était intéressant de 
localiser les séquences c-ets sur les chromosomes humains et de déterminer si cette localisation était 
impliquée dans certaines tumeurs chez l'homme) et d'autre part chez le poulet afin de rechercher 
pour cet homologue cellulaire un rôle putatif dans la cellule normale et définir comment s'est 
construit E26. 
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II-LOCALISATION CHROMOSOMTOUE DE C-ETS CHEZ L'HOMME ET APPLICATIONS 

EN CANCEROLOGIE 

RESUME DE L'ARTICLE 2 

Les phages recombinants contenant des séquences c-ets homologues à v-ets ont été isolés à 

partir d'une banque de fragments d'ADN humain normal. Nous avons sélectionné un fragment 

c-ets de 5,4 kbp ne comportant pas de séquences repétitives humaines et devant nous servir de 

sonde dans nos expériences d'hybridation in situ effectuées en collaboration avec le groupe du Dr 
Berger du laboratoire de cytogénétique de l'hôpital Saint Louis à Paris. 

La localisation de séquences c-ets s'est faite en deux étapes : 

- une première localisation a été effectuée par hybridation des chromosomes séparés en neuf pics 

par "trieur de cellules". La sonde c-ets hybridait au niveau du pic no 6 contenant les chromosomes 

10, 11 et 12. La même technique appliquée sur les chromosomes d'une lignée de cellules 

lymphoblastoïdes provenant d'un individu portant la translocation t(11,12) (p 1 1 q22) a révélé deux 

pics positifs avec la sonde c-ets : le n06 correspondant aux chromosomes 10, 11, 12 normaux et le 

n05 aux chromosomes 13, 14, 15 et 11 altéré. Ainsi nous avons pu localiser le c-ets humain sur le 

bras long du chromosome 11 

- la localisation plus fine du locus c-ets a été obtenue en utilisant la technique d'hybridation in situ 

sur chromosomes fixés en métaphase. L'analyse de 58 métaphases a révélé que 17 % des grains 

étaient localisés sur le chromosome 11 au niveau des bandes q23 q24. Récemment, en 

collaboration avec le groupe du Dr Israel du National Institute of Health à Bethesda, nous avons pu 

restreindre cette localisation au domaine 1 1q23-3 q24. 

i 
PREMIERS TRAVAUX SUR L'IMPLICATION DU LOCUS C-ETS DANS CERTAINS l 

CANCERS 

Ces bandes 1 lq23 q24 sont impliquées dans des réarrangements spécifiques de certaines 

tumeurs (leucémies monocytaires t (4 ; 11) ; leucémies lymphocytaires t (4 ; 11) ; sarcomes 

d'Ewing t (1 1 ; 22) ; neuroépithéliomes t (1 1 ; 22)). Nous avons cherché à savoir si le locus c-ets 
était remanié, amplifié ou exprimé dans ces différentes tumeurs. 

- Le réarrangement impliquant les chromosomes 11 et 22 dans les sarcomes d'Ewing et les 

neuroépithéliomes sont cytologiquement indistinguables des réarrangements constitutifs observés 

chez certains sujets. Ceci nous a conduit à étudier en parallèle et en collaboration avec le groupe du 

Dr Israel différentes lignées de sarcomes d'Ewing (ES), de neuroépithéliomes (NE)et des porteurs 

de réarrangements constitutifs. Nous pouvons à l'heure actuelle différencier le point de cassure du 

chromosome 11 dans les cellules de lignées NE ou ES de celui du chromosome 11 des porteurs 

constitutifs. Chez les porteurs constitutifs, le point de cassure se situe au niveau du gène c-ets 
puisque celui-ci est transloqué sur le chromosome 22. Par contre, le point de cassure dans les ES et 

les NE est distant du gène c-ets qui n'est pas transloqué (Griffin et al., 1986). Ainsi, même si le 

locus c-ets est impliqué dans les NE et les ES (ceci reste à démontrer), l'apparition de ces tumeurs 
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ne nécessite pas son transfert. , 
- Par contre, nous avons décrit, en collaboration avec le groupe du Dr Berger, que le locus 

était transféré sur le chromosome 1 dans une leucémie aigüe monocytaire avec translocation t (1 ; 

11) (q 21 q 23) (Caubet et al., 1986) suggérant ainsi que le proto-oncogène c-ets pourrait être 

impliqué dans ce type de leucémie et que cette implication dépendait cette fois de la délocalisation du 

gène m. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nous avons localisé des séquences humaines c-ets sur le chromosome 11. Mais, Watson et 

al. ont récemment montré que l'équivalent c-ets humain se répartit sur deux loci c-ets 1 et c-ets 2 
localisés respectivement en 11 q23 q24 et 21q22 (1985 ; 1986). Ces deux loci distincts présentent 

cependant une zone d'homologie s'étendant sur 40 nucléotides (1627-1667 d'après la séquence de 

v-ets (Nunn et al., 1983)) (Watson et al., 1985). Des études similaires aux nôtres ont été faites sur 

différentes tumeurs présentant des anomalies au niveau des bandes 1 lq23 24 et 21 q 22 : 

-Sacchi et al. (1986) ont montré que le locus c-ets 1 est transféré du chromosome 11 sur le 

chromosome 4 dans la translocation t (4 ; 11) (q 21 ; 23) spécifique d'un type de leucémie qui se 

caractérise par la prolifération de cellules précurseurs myéloïdes et lymphoïdes. D'autre part, le 

locus c-ets 2 est transféré du chromosome 21 sur le chromosome 8 dans la translocation t (8 ; 21) 

(q22q22) trouvée chez des patients présentant une leucémie myéloïde aigüe de type M2 (AML 
M2). Dans ces deux types de leucémies avec translocations, les gènes c-ets sont exprimés à des 

taux plus faibles que dans les cellules lymphoïdes normales suggérant que ces gènes pourraient 

avoir un rôle dans l'apparition de ces tumeurs. 

- Rovigatti et al. (1986) ont étudié le cas de deux patients, l'un présentant une leucémie 

myélomonocytique aigüe de lignée 4 (AMMoL, M4) et dont le caryotype met en évidence une zone 

HSR au niveau llq23, l'autre présentant un SLCL (Small Lymphocytic Ce11 Lymphoma) 

caractérisé par une insertion inversée du fragment 1 lq14 2q23 au niveau de la bande 21q22. Dans 

les deux cas,le locus c-ets 1 est trouvé réarrangé et amplifié dans l'ADN des patients (amplifié 30 

fois chez le patient 1, 10 fois chez le patient 2). De plus, chez le patient 2 qui présente un point de 

cassure en 21q22, c-ets 2 apparaît sous une forme altérée. 

-Diaz et al. (1986) ont étudié par hybridation in situ la translocation t (9,ll) (q22q23) spécifique de 

leucémies monocytaires aigües et démontrent que les gènes de l'interféron a restent sur le 

chromosome 9, les gènes de l'interféron p l  sont transférés sur le chromosome 11 et que c-ets 1 est 

transloqué sur le chromosome 9. Aucune donnée n'a été fournie sur la distance qui sépare c-etsl du 
point de cassure. 



C l  4 1 10 1 
1.8, 8 ; ,  

D; 1 6.5 , 2.7, 4- 
A A 

- 
2 KbP 

E L  

CK c-ets  4 yhssss,. . : :,,,,' 1 
7.5 ,: 1 4.6 

Double stranded 
segments 

Internai bops 

I 
1 1  

B 
-6- 

a 
I I O, b, 

7.5 - - 
l 

4.bef ;  

I l L 1 n 
I - 40 Xbp - ' k L  

t 

.-. H B .H. H... 1 H 1 2 H l H 1 3  H B B  I 1 1 4 1  H I c 5 . . 0 

" H-J 
* . . 0 _--- --. . 0 

_--- - . . . 0 _--- - .. . . _---- 
i .y0 

_--- 1 Kbp 

I I 
r - 

S P Hp 
I 

H I 

- l I I I  I I 
my b cts  env 

O 5 K ~ P  

S c h é m a  21 : L e  l o c u s  c - e t s  c h e z  l e  p o u l e t  

I : Eco R I ,  B : Barn H I ,  H : Hind I I I ,  Hp* : s e u l  s i t e  Hpa I l o c a l i s é  
a s é q u e n c e s  v - e t s  h o m o l o g u e s  aux  g è n e s  CDC 4 ET CDC 36 d e  l e v u r e  
&Q '16 d e r n i e r s  c o d o n s  d e  v - e t s  
- m s é q u e n c e s  c - e t s  h o m o l o g u e s  à v - e t s  



RESUME DE L'ARTICLE 3 

Une sonde correspondant à l'ensemble de l'oncogène v-ets détecte dans l'ADN de 

fibroblastes de poulet, digéré par l'enzyme de restriction EcoRI six fragments de respectivement 

16.0, 8.0, 7.5, 6.0, 4.6 et 1.8 kbp. Les fragments 8.0 et 7,5 correspondent à une variation du 

locus c-ets chez le poulet. En effet, ces deux fragments représentent la même portion d'ADN 

cellulaire et l'analyse &ADN d'embryons de poulets différents révéle soit la présence des deux 

fragments soit la présence du fragment de 8.0 kbp. 

En criblant une banque d'ADN de poulet avec deux sondes rendant compte de toute la 

séquence v-ets, nous avons isolé trois phages recombinants. Chaque clone a été digéré par 

l'enzyme de restriction EcoRI et les fragments d'ADN séparés par electrophor&se s u  gel d'agarose. 

Ceux ci ont été ensuite transférés sur nitrocellulose et hybridés soit avec des sondes v-ets soit avec 

les fragments EcoRI marqués, isolés à partir des clones c-ets obtenus. Ceci nous a permis d'une 

part d'orienter ces trois clones les uns par rapport aux autres (schéma 21A), d'autre part de 

constater qu'aucun de ceux-ci ne contenait la région 5' de m. Les régions homologues à v-ets 

dans les clones 3 et 4 ont été localisées précisémment p& la technique d'hétéroduplex en 

collaboration avec Bernard Vandenbunder (schéma 21B). Ainsi les séquences cellulaires 

correspondant à la majeure partie de v-ets (1200 nt) sont réparties sur 6 exons dans une région 

s'étendant sur 18 kbp (Schéma 21C). 

A partir d'une nouvelle génothèque de fragments d'ADN d'embryon de poulet , nous avons 
isolé deux phages recombinants (clones 1 et 2) qui hybrident avec la partie 5' de v-ets et qui 

contiennent des séquences cellulaires que nous avons appelées a et p. La séquence nucléotidique de 

a et 13 révèle qu'elles possèdent les caractéristiques de séquences exoniques (schéma 22) : elles 

présentent un cadre de lecture ouvert identique à celui utilisé par E26 et sont flanquées des sites 

donneurs ou accepteurs d'épissage. De ce fait, l'épissure correcte des séquences a et $donne 

naissance aux régions 5' proximales dans v-et$. Pour définir plus précisément la relation entre la 

région génomique contenant a et $ et la région contenant les exons a, b, c, d, e, f , nous avons 

séquencé en collaboration de Martine Duterque-Coquillaud l'exon a du clone 3. Il apparaît que les 

séquence v-ets proviennent d'un épissage correct entre p et a (schéma 22). 

Comme les clones 1 et 3 ne contenaient pas de fragments communs, nous avons cherché à 

savoir si ces deux régions représentaient deux parties éloignées d'un même gène. Une banque 

d'ADN de poulet a été criblée avec des fragments marqués provenant de ces recombinants 1 et 3. 
Par la technique de "Waking gene", nous avons isolé cinq clones permettant de faire la jonction 

entre ces clones. Les cinq clones s'étendent sur environ 40 kbp et ne contiennent pas de séquences 

homologues à v-ets (schéma 21A). Ainsi E26 pourrait avoir transduit dans son génome deux 

séquences (l'une contenue dans le clone 1 et l'autre dans les clones 3 et 4) d'un même gène, 

éloignées l'une de l'autre de plus de 40 kbp. Pour étayer cette hypothèse, nous avons étudié 
l'expression de ces deux régions dans des cellules MSB 1 (cellules lymphoïdes transformées par le 

virus de Marek). La région 5' n'est pas détectée dans les ARN messagers de ces cellules, la région 
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'Sa 
v-e ts  GAA ATG ATG TCT CAG GCA CTG AAA GCC ACC TTC AGT GGC TTC GCA AAG GAG CAG CAG CGG 

1 1 1  1 ' 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1 1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  1 1 1  
Ck c-etsGAA A I G ATG TCT CAG GCA CTG AAA GCC ACC TTC AGT GGC TTC GCA AAG GAG' CAG CAG CGG 

Y-ets 77: $7: $+f B A T  CCC CAG CAG TGG 

Ck c-e ts  CTG GGA ATC CCC AAA G p  AAG AGT AGG CAG 

4 
Ck c-ets$ GAG CAC TAC AGC ACA GGJ AGG AAC CCC TGT 

I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  1 I l  1 
v-ets GAG CAC TAC AGC ACA GAC ATG GAA TGT GCA 

1 . I I  I I  I I I  I I I  I I I  I I I  
Ck c-etsa CTT CTG GTG TTT TCA GAT ATG GAA TGT GCA -* 

1 Schéma 22 : Séquences nucléotidiques 
des exons a , p e t  a du locus c-ets 

S d  - s i t e  d o n n e u r  d'épissure 
Sa - s i t e  accepteur d'épissure 

1 
l 



n 
1 .O Kbp 

e 

P s t  I 

v - e t s  'CTG C A G  AGC CTG C T G  GGC T A C  A C A  C C A  G A G  
I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  

C k  c - e t s  C T G  C A G  A G C  C T G  C T G  GGC T A C  A C A  C C A  G A G  
1 

I I  I I I  I  I  I I  I I I  I I I  I  I  I I  I I I  
HU C - e t s 2  CTC CAG AAC TTG CTG GGG TTC ACG  CC GAG 

i 

1 
v - e t s  G A G  C A C  T C A  T C A  G C A  T C T  GGC T T G  A C G  T C C  

1 1 1  1 I I I I  I I I 
C k  c - e t s  GAG C T G  C A C  GCC A T G  C T G  G A C  G T C  A A G  C C A  

I I  I I I  I I I  I I I  I I  I I I  I I I I I  I I  I I  
H u  c - e t s 2 G A A  C T G  C A C  GCC A T C  C T G  GGC G T C  C A G  CCC I 

V -e ts  AGC ATG GCG TGC AGC TCC TTT TGA CCGACCC 
I * * *  

c k  C-e t s  GAT GCT &AT GAG JGA ATTC, 
I  I  I I  I I  I l i  

H u  c -e ts2GAC A C G  G C A  G A C  T G A  Eco RI 
* * *  

env  
v - e t s  A GGGAA CA~CCTTTCTTTGATAGGGI  CCTCCAA - 

S c h é m a  23 : séquence n u c l é o t i d i q u e  de l ' e x t r é m i t é  3' 
de  l 'exon f du  l o c u s  c -e t s  chez  l e  p o u l e t  

Ck c-ets - séquence de l'exon f 
Hu c-ets 2 - séquence de l a  port ion 3' du cDNA du gène c-ets 2 humain 
*** - codon de f i n  de lec ture  

I - nucléot ides communs d'une séquence à l 'autre  
\ 
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3' détecte les trois ARN c-ets connus. La région 5' de v-ets s'avère donc être homologue 4 des 

séquences cellulaires non transcrites dans les espèces majeures d'ARN c-ets. 

Enfin, nous avons tenté de déterminer l'origine du codon de terminaison de la protéine virale 

~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~ .  Pour cela, nous avons séquencé l'extrémité 3' de l'exon f, supposée contenir le 

terminateur de la protéine cellulaire P54 (voir suite des résultats). Cette séquence a révélé que les 

seize derniers acides aminés de v-ets ne dérivent pas de l'exon f de w, que l'homologie entre 

v-ets et l'exon f s'arrête 34 nucléotides avant le signal de fin de lecture de v-ets et que ce signal ne 

provient donc pas de l'exon f. Il semble que la fin de l'homologie entre v-et$ et l'exon f 

corresponde à un exon de c-ets dans le virus. En effet le cadre de lecture de c-ets est ouvert au delà 

du point de recombinaison (schéma 23). 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nous avons tenté d'organiser les séquences cellulaires homologues à l'oncogène v-ets. Ces 

séquences sont réparties sur deux domaines (de 6.0 et 18 kbp) séparés par environ 40 kbp de 

régions non homologues à v-ets. Le domaine 3' contient 6 exons (a à f) homologues à la majeure 

partie de v-ets (1202 nt). Ainsi les séquences ets 1 et ets 2 qui sont localisées sur différents 

chromosomes dans plusieurs espèces mammifères (Watson et al., 1986) sont disposées à la suite 

l'une de l'autre sur un même locus chez le poulet, espèce hôte de E26. 

Le domaine 5' contient des séquences homologues aux 224 premiers nucléotides de m. Ce 

domaine, bien qu'il présente une structure exon-intron typique des gènes eucaryotes, n'est pas 

transcrit dans 1'ARN majeur c-ets de 7,5 kb. On ne peut cependant pas exclure qu'il soit transcrit 

dans des espèces d'ARN minoritaires. Les 40 kbp qui séparent les deux domaines d'homologie ne 

correspondent pas à un énorme intron. En effet, nous avons récemment isolé un cDNA chez le 

poulet qui contient en 3' des séquences relatives aux exons a,b,c,d,e,f et en 5' des séquences 

correpondant à un ou plusieurs exons présents dans les 40 kbp de séquences non homologues à 
v-ets (Duterque-Coquillaud et al, en préparation). Ainsi le virus E26 a éliminé de sa séquence 

un (ou plusieurs) exon(s) trouvé(s) dans un cDNA m. Ceci pourrait refléter un mécanisme 

d'épissage alterné. Ce genre de mécanisme est de plus en plus décrit chez les gènes eucaryotes : par 

exemple, le proto-oncogène humain &l contient deux exons 5' épissés et reliés alternativement à 

des exons 3' omniprésents pour donner deux transcrits majeurs &. Ces transcrits sont initiés dans 

des régions promotrices différentes et sont traduits en des protéines d'extrémités aminoterminales 

différentes (Shtivelman et al., 1986). 

Enfin, la topographie du provirus E26 et sa séquence suggèraient que le codon de fin de 

lecture utilisé pour la synthèse de Pl35 était d'origine cellulaire et dérivé du gène m. Cependant 

l'analyse de la séquence cellulaire homologue à la région 3' de v-ets démontre que les 16 derniers 

acides aminés de v-ets ne proviennent pas de cette portion c-ets qui pourtant est colinéaire avec 

l'extrémité 3' du cDNA c-ets 2 humain et qui contient un codon terminateur. Ainsi, cette région f de 

c-ets apporte certainement le codon terminateur d'au moins une protéine cellulaire mais n'apporte 

pas celui de la protéine Pl35 gag-myb-ets. Les différences entre les séquences v-ets et a au 

niveau de leur extrémité 3' peuvent être expliquées de différentes manières. 
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- Les 82 derniers nucléotides pourraient dériver d'une autre espèce d'ARN pets* \ 

- Les séquences c-ets pourraient avoir été amputées après leur transduction dans E26. Cette 

amputation éliminerait le codon de terminaison normal et en créerait un nouveau dans un autre cadre 

de lecture. Ce phénomène a déjà été décrit pour les gènes c-fos de souris et v-fos du virus FBJ 
(Van Beveren et al., 1983) ou pour les gènes c-src et v-src du virus RSV (Takeya et Hanafusa, 

1983). Dans le premier cas, l'extrémité du gène v-fos diffère de celle du gène c-fos parce que 104 

nucléotides ont été éliminés au cours de la génèse du virus FBJ MuSV. Dans le second cas, les dix 

neuf derniers acides aminés de pp60C-Sx sont remplacés par douze acides aminés spécifiques de 

v-src dérivés d'une séquence d'ADN génomique située 900 bp en aval du codon de terminaison du 

gène e. 
- Les séquences 3' de v-ets pourraient dériver du locus c-mvb : elles correspondraient à des 

séquences 3' non traduites de c-myb car nous n'avons décelé aucune homologie entre cette 

séquence 3' et la séquence codante de c-mvb déterminée récemment par Rosson et Reddy, (1986). 

La formation du virus E26 pourrait alors être envisagée de la manière suivante : dans une première 

étape, il y aurait recombinaison illégitime entre I'ARN génomique du rétrovirus auxiiliaire de E26 et 

un ARN c-myb, dans une seconde étape, substitution d'une partie des séquences QQ& par des 

séquences a. 
- enfin ces séquences en 3' de v-ets pourraient provenir d'un troisième domaine cellulaire comme 

cela a été décrit précédemment pour c-fox dans le virus FBR murin de l'ostéosarcome (Van 

Beveren et a1.,1984). 
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IV - LES PRODUITS C-ETS CHEZ LE POULET 

RESUME DES ARTICLES 4 ET 5 

Il était intéressant de définir dans quel domaine tissulaire c-ets est exprimé afin de lui 

assigner une fonction physiologique dans la cellule normale. Nous avons donc entrepris d'identifier 

des protéines codées par et d'étudier leur spectre d'expression dans différents tissus et lignées 

cellulaires. Nous avons préparé trois antiséra dirigés contre différentes régions correspondant au 

gène v-etset exprimées dans un système procaryote : un sérum dirigé contre 56 acides aminés de la 

région centrale de v-ets (anti-ets A), un sérum dirigé contre les 83 premiers acides aminés de v-ets 

(anti-ets B), un sérum dirigé contre les 135 derniers acides aminés de la Pl35 gag-myb ets (schéma 

24). 

Trois plasmides recombinants ont été constniits.Un premier plasmide a été obtenu par 

insertion d'un fragment Sau3A-HindIII (nucléotides 1604 à 1765 ; Nunn et al., 1983) 

correspondant à 56 acides aminés de la région centrale de v-ets entre les sites BamHl et HindIlI du 

vecteur d'expression pPLC24. Le fragment est exprimé dans E.Coli sous forme d'un polypeptide 

de fusion d'un poids moléculaire de 17 kd (bp17MS2-ets A). Plusieurs lapins ont ensuite été 

immunisés contre ce polypeptide pour obtenir le sérum anti-etsA. Un deuxième plasmide a été 

obtenu en insérant un fragment Sau3A-HpaI (nucléotides 527 à 785 ; Nunn et al., 1983 

correspondant aux 85 premiers acides aminés de dans un dérivé du plasmide pPLC24 au 

niveau des sites BamHI et HpaI (Denhez et al., en préparation). Ce fragment est exprimé dans 

E.Coli sous forme d'un polypeptide de fusion de poids moléculaire 20 kd (bp20 MS2-etsB) quia 

été utilisé pour obtenir le sérum anti-ets B. Enfin le troisième plasmide a été construit en insérant un 

fragment Sau3A-HindIII (nucléotides 1604 à 2501 ; Nunn et al., 1983) correspondant aux 137 

derniers acides aminés de la ~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  au niveau des sites BamHI et HindIII du vecteur 

pPLC24. Le fragment est exprimé dans E.Coli sous forme d'un polypeptide de fusion d'un poids 

moléculaire de 26 kd (bp26MS2-ets C, qui nous a permis d'obtenir un antisérum anti-ets C. La 

spécificité de ces trois classes d'antiséra a été analysée par irnmunoprécipitation de la protéine 

~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~ ,  produit de traduction du génome du virus E26. 

Pour identifier le produit codé par v-ets, nous avons criblé différentes lignées de cellules 

aviaires pour la présence ou non de protéines réagissant avec nos antiséra. Les séra A et C 

immunoprécipitent de manière spécifique une protéine de 54 kd dans le lysat de cellules MSB 1 

(lignée de cellules lymphoïdes T) marquées à la méthionine 3 5 ~ .  Nous avons comparé les cartes 

bidimensionnelles des peptides marqués à la méthionine 3 5 ~  obtenus par digestion à la trypsine des 

protéines ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~  et Pl35 gag-m~b-ets. La majorité des peptides dérivés du domaine de 

~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  codé par v-ets est retrouvée dans ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~ .  Nous en concluons donc que P54 est 

très semblable au domaine carboxyterminal de ~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  et représente certainement le 

produit de traduction du gène c-ets. Nous avons également comparé les cartes peptidiques 

bidimensionnelles de ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~  et des deux polypeptides bactériens bp17 et bp26 contre lesquels 

sont dirigés les séra A et C (voir article 5) . Le polypeptide bp 26 contient deux peptides marqués à 

la méthionine "s, un peptide qui d'après la séquence de l'oncogène v-ets est spécifique du locus 

Hu-etsl humain et un peptide marqueur du locus Hu-ets2 Watson et al., 1985). Ces deux 
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peptides se retrouvent sur la carte peptidique bidimensionnelle de P54. I1 semble donc que P54 soit 

le produit d'une combinaison de séquences codantes ayant divergées dans le phylum des vertébrés 

vers les séquences ou & humaines. Enfin, pour terminer la comparaison entre le domaine de 

Pl35 codé par v-ets et P54, nous avons constaté que le sérum C dirigé contre les 83 premiers 

acides aminés de n'imrnunoprécipite ni P54 ni aucune autre protéine cellulaire. Ainsi, les 80 

premiers acides aminés (exons a et p) ne se retrouvent pas dans ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~ .  Ceci est en accord avec 

ce qui a été reporté précédemment (article 3) à savoir que cette région de v-ets n'est pas transcrite 

dans les ARN connus. 

PYous avons ensuite voulu savoir si, comme la protéine transformante ~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ ~ ~ ~  et la 

protéine codée par le gène p m y h  ( F ~ ~ C - ~ Y ~ )  (Klempnauer et al., 1986a), ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~  était une 

protéine nucléaire. Après avoir effectué un fractionnement cellulaire des cellules MSB1, nous avons 

immunoprécipité des quantités équivalentes en nombre de coups par minute de chaque fraction 

avec l'antisérum ~nti-ets  A. Contrairement à Pl35 gag-myb-ets et à F75c-myb qui sont des 

protéines nucléaires, la protéine P54 C-ets semble être localisée de façon prédominante dans la 

fi-action cytosolique. 

Enfin nous avons comparé le taux d'expression de ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~  dans différents tissus de poulet 

et différentes lignées cellulaires. P54 est exprimée à de faibles taux dans la plupart des tissus et 

lignées analysés (embryon de poulet, cellules de moëlle osseuse, fibroblastes, macrophages, 

érythroblastes), à des taux plus conséquents dans la plupart des lignées de cellules lymphoïdes B, T 
ou non B/non T, en grande quantité dans les lymphocytes obtenus à partir de thymus ou de bourse 

de Fabricius de poulets embryonnaires ou nouveau nés. 

En plus de P54, le sérum A détecte une protéine de 56 kd dans le lysat de thymocytes 

marqués à la méthionine 3 5 ~ .  P56 et P54 ont les mêmes cartes peptidiques suggèrant que ces deux 

protéines sont étroitement liées. 

DISCUSSION CONCLUSION 

Nous avons identifié une protéine de 54 kd codée par a. P54 est homologue au domaine 

de Pl35 codé par l'oncogène v-ets : la majeure partie des peptides du domaine de Pl35 codé par 

v-ets est retrouvée dans P54. Comme le domaine de Pl35 codé par v-et$ , P54 est une protéine de 

fusion de séquences divergées vers les séquences spécifiques des gènes Hu-ets 1 et Hu-ets 2 .  
Seule la région 5' de v-ets n'a pas son équivalent dans la protéine P54. 

Contrairement à p15c-myb et ~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  qui sont nucléaires, P54 est retrouvée en 

majorité dans le cytoplasme. Ce résultat suggère que ce sont les séquences en acides aminés codées 

par la portion v-myb qui imposent la localisation de la ~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  dans le noyau. On peut 

également se demander si la localisation anormale (noyau) de déterminants de la ~ 1 3 5 g ~ g - ~ y ~ - ~ ~ ~  

codés par v-ets n'a pas son importance dans le phénomène de transformation par E26 L'analyse de 

mutants de délétion appropriés dans v-myb et l'étude en parallèle de l'expression et de la 

localisation des produits synthétisés par ces mutants devraient permettre de répondre à cette 
question. 

Nous avons trouvé que P54 était fortement exprimée dans les lymphocytes provenant du 
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thymus ou de la bourse de Fabricius mais peu exprimée dans les lymphocytes du sang circulant ou 

dans d'autres tissus ou lignées cellulaires suggèrant ainsi que P54 pourrait avoir un rôle dans la 

prolifération des lymphocytes. Comme il a déjà été montré que le taux d'ARN c-mvb est modulé 

pendant la maturation des thymocytes de souris (Sheiness et Gardinier, 1984), on peut imaginer 

que la CO-expression de c-mvb et c-ets pourrait être importante pour la maturation etfou la 

prolifération des thymocytes. 

L'ARTICLE 6 

Outre la protéine ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~ ,  les antiséra A et C immunoprécipitent également trois protéines 

de 60, 62 et 64 kd dans le lysat de macrophages transformés par MC29. La synthèse de ces 

polypeptides semble être une caractéristique des macrophages de poulet. En effet, nous avons 

analysé des macrophages normaux provenant de moëlle osseuse de poulet ainsi que plusieurs 

clones indépendants de macrophages transformés soit par MC29 (dépendants des facteurs de 

croissance) soit par MH2 (indépendants des facteurs de croissance). Dans tous les cas, les 

protéines P60, P62 et P64 (les protéines P6O) sont exprimées à un taux important. 

De façon à déterminer le degré d'homologie entre les protéines P60-62-64, P54 et Pl35 nous 

avons comparé les cartes peptidiques bidimensionnelles de toutes ces protéines. Tous les peptides 

détectés dans P64 sont présents dans P62 suggérant que ces potéines sont très homologues. 

Seulement deux peptides sont communs entre les protéines P54 et P64 P62. Sur ces deux 

peptides, un seul est également retrouvé dans P135. Il semble donc que les protéines P60 soient 

peu homologues à P54. Pour étayer ce résultat, nous avons comparé les cartes peptidiques 

monodimensionnelles obtenues à partir de ces protéines digérées partiellement par la protéase de 

Staphylococcus Aureus V8. Les cartes de P64 et P62 sont identiques. Par contre aucun peptide 

commun n'est trouvé entre celle de P54 et celles des P60. Nous en concluons donc que les 

protéines P60 présentent un domaine limité d'homologie avec la protéine P54. 

Les protéines P60 sont fortement exprimées dans les macrophages mais le sont beaucoup 

moins dans les cellules myéloïdes immatures. Ceci laissait suggèrer qu'elles pouvaient avoir un rôle 

dans la différenciation des macrophages. Pour élucider ce point, nous avons comparé la synthèse 

de protéines P60 dans des myéloblastes transformés par AMV avec celle obtenu dans ces mêmes 

myéloblastes induits à se différencier en macrophage par traitement au TPA . Dans les myéloblastes 

transformés par AMV, les protéines P60 sont synthétisées à un taux limite pour la détection. Par 

contre ces cellules traitées avec 20nM de TPA se différencient en macrophages et synthétisent des 

taux élevés de protéines P62 et P64. Un phénomène du même type a été également observé dans 

deux lignées humaines, l'une promyélocytique (HL60), l'autre hystiocytique (U937). Ainsi, les 

cellules HL60 en phase exponentielle de croissance synthétisent une protéine de 53 kd et de très 

faible taux de protéines de 58, 62 et 68 kd. Après induction au TPA, elles expriment des taux 

considérables de 58,62 et 68 kd. 



DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nos antiséra A et C immunoprécipitent la protéine ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~  dans la plupart des tissus et 

cellules analysés mais également une série de protéines de 60,62 et 64 kd exprimées principalement 

dans les macrophages. Ces protéines sont très semblables entre elles mais ne présentent qu'un 

domaine commun limité avec P54. Au vu de ces deux familles de protéines, se pose la question de 

savoir à partir de quel ARN messager sont traduites ces familles. Puisque les tissus lymphoïdes de 

poulet contiennent des taux impox-tants de transcrits de 7,5 kb et de 2,2 kb, on peut supposer que 

l'une de ces espèces d'ARN code pour ~ 5 4 ~ - ~ ~ ~ .  Le problème reste posé pour les protéines P60. 

Cependant, des résultats préliminaires indiquent qu'une sonde v-ets détecte un nouvel ARN de 4 

kb, majoritaire dans les macrophages (Boulukos et al., en préparation). Seules des expériences de 

traduction in vitro à partir des différents ARN nous permettront d'associer à chaque protéine son 
ARN correspondant. 

Alors que P54 est majoritairement exprimée dans les thymocytes et les lymphocytes de la 

bourse de Fabricius, la série des protéines P60, peu homologues à P54, est surtout exprimée dans 

les macrophages. Ceci suggère que l'expression d'un gène cellulaire homologue à v-ets pourrait 

être corrélée avec la différenciation macrophagique. Ce genre de situation où deux gènes présentant 

des homologies sont exprimés à des stades de différenciation ou dans des tissus différents a déjà été 

décrit pour différents gènes dont les gènes c-mvc, N-mvc et L-mvc. Ces trois gènes sont 

homologues entre eux au niveau du deuxième exon de gène c-myc mais ne sont pas amplifiés dans 

les mêmes tumeurs ni exprimés dans les mêmes tissus sains (Kohl et al., 1986). 



DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION. 



Grâce au clonage moléculaire du provirus E26, nous avons pu définir que le génome de ce 

virus dérive d'une recombinaison entre le génome d'un virus ALV et au moins deux séquences 

cellulaires, c-myb et c-ets. Cette observation nous a tout d'abord conduit à caractériser plus 

finement les portions c-myb et c-ets transduites dans le virus. De plus, le locus ç-ets étant 

jusqu'alors totalement inconnu, nous avons également cherché à savoir sous quelle forme et dans 

quel tissu il était exprimé. 

L'oncogène v-mvb dans le virus E26 

L'oncogène v-mvb du virus E26 est une version tronquée de l'oncogène v-mvb du virus 

AMV. v-mvb AMV est constitué de sept régions cellulaires notées de E l  à E7. Par contre v-mvh E26 

contient les régions E2, E3, E4, E5 mais est amputé de la majeure partie de El ,  d'une partie de E6 

et de tout E7. Cette réduction du domaine v-mvb dans le virus E26 ne semblent pas avoir de 

conséquences importantes sur l'activité de l'oncogène v-myb. Deux observations vont dans ce 

sens : 

- D'une part, la biologie de virus mutés par délétion de v-ets semble indiquer que la présence de 

v-ets, plus que l'amputation du gène v-mvb, intervient dans la transformation des myéloblastes par - 
E26. En effet, les myéloblastes infectés par le virus E26 sont bloqués de façon plus énergique que 

ceux infectés par le virus AMV ou le virus muté par délétion de v-ets (Nunn et al., 1986). 

- D'autre part, cette réduction n'affecte pas les régions importantes pour la fonction du produit & 
(c'est à dire les séquences répétées supposées intervenir dans la fixation du produit mvb sur 
l'ADN). 

Nous avons comparé la structure des oncogènes v-mvb et v-myb E26 à celle des ARN 

@ anormaux observés par Shen-Ong dans des lymphosarcomes induits par le virus Abelson ou 

dans des cellules tumorales en lignée NFS 60. De ces différents cas, on remarque deux choses : 

1. c-mvb semble activé par élimination de sa portion 5' et/ou de sa portion 3'. Dans les virus AMV 

et E26, le gène c-myb transduit est amputé de ses régions 5' et 3'. Dans les tumeurs décrites par 

Shen-Ong, il est exprimé sous une forme tronquée en 5' ou en 3'. 
2. les régions E l  et E6 sont à chaque fois impliquées dans ce mécanisme d'activation. En effet, 

dans les lymphosarcomes décrits par Shen-Ong, le virus MoMuLV s'est inséré dans la région E l  
déjà impliquée dans le mécanisme de recombinaison utilisé pour la formation du virus AMV. De la 

même manière, dans les cellules NFS 60, le virus MoMuLV s'est inséré en E6 (zone de 

recombinaison en 3' du gène c-mvb pour la formation du virus E26). 

Il serait intéressant de savoir d'une part, si l'amputation des deux régions est nécessaire ou si 

l'amputation de l'une ou l'autre aurait suffi à rendre v-mvb transformant pour les myéloblastes, 

d'autre part si le fait que ces insertions ou recombinaisons touchent toujours E l  ou E6 est important 
pour l'activation de c-mvb ou si cela coïncide avec des points chauds de recombinaison à leur 
niveau. La biologie de virus chimériques contenant v-mvb et la portion 5' ou 3' de c-myb devrait 

nous permettre de répondre à la première question. Quant à la seconde question, il est probable que 
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les événements intervenant au niveau de El  et E6 ne reflètent pas uniquement des points chauds de 

recombinaison puisque les insertions des virus MoMuLV dans les tumeurs ne se sont pas faites 

exactement aux points de recombinaison utilisés par les virus AMV et E26. 

L'oncogène v-ets dans le virus E26 

A partir de différentes banques d'ADN de poulet, nous avons isolé différents phages 

recombinants contenant des séquences cellulaires homologues à l'oncogéne viral v-ets, Ces 

séquences organisées les unes par rapport aux autres présentent une structure en mosaïque (exons, 

introns) répartie sur environ 80 kbp. Elles représentent un locus ç-ets puisque les clones 

recombinants digérés par EcoRl, Bam Hl ou Hind III rendent compte de tous les fragments 

EcoRl, Barn H l  et Hind III détectés dans l'ADN de poulet digéré par ces enzymes et hybridé avec 

une sonde v-ets. 

La portion de locus que nous avons identifiée contient 9 exons. Le virus E26 n'en a transduit 

que huit : deux (a et p) situés dans la partie 5' du locus et six (a à f ) situés en 3' du locus. L'exon 

non transduit dans le virus E26 est localisé dans les 40 kbp d'ADN cellulaire qui sépare l'exon P de 

l'exon a (Duterque-Coquillaud et al., en préparation). 

L'étude de deux cDNA que nous avons isolés récemment à partir d'une banque de cDNA de 
cellules de rate indique que la portion du locus c-ets décrite dans ce mémoire coderait , grâce à un 

mécanisme d'épissage alterné, pour au moins deux types de protéines : l'une de 54 kd hautement 

exprimée dans le thymus (P54, article 4) et l'autre de 68 kd présentant un large domaine commun 

avec P54 (a à f) et exprimée dans la rate (Leprince et al., en préparation). L'ARN codant pour la 

protéine P68 contiendrait les exons a,  P, a, b, c, d, e, f et différerait des séquences v-ets 

uniquement dans sa partie 3'. Le virus E26 pourrait donc s'être formé par recombinaison d'un 

virus ALV ou d'un virus contenant déja l'oncogène v - r n ~ b , ~ ~  et de cet ARN. On pourrait 

également imaginer qu'un virus contenant les séquences gag -a soit venu s'insérer en amont de 

l'exon a dans d'ADN de poulet, qu'il y ait eu expression d'un ARN composé des séquences 

gag-@-& puis sélection du virus E26 par pression biologique. Une observation est en faveur de 

cette dernière hypothèse : l'exon E6 dans le virus AMV possède, au niveau du point de 

recombinaison utilisé pour former E26, un site d'épissage donneur putatif qui pourrait tout Li fait 

avoir rejoint le site d'épissage accepteur putatif observé en 5' de l'exon a. 

Nous avons également identifié trois protéines de 60-62 et 64 kd exprimées dans les 

macrophages (article 6). Celles-ci présentent peu d'homologie avec P54 et pourraient correspondre 

aux produits de traduction d'un gène peu homologue au gène c-ets codant pour P54 et P68. Il est 

tentant de comparer ces gènes et leurs produits de traduction aux gènes humains c-ets 1 et c-ets 2 
décrits par Watson et al.. Certaines similitudes apparaissent : 

- nous avons isolés différents cDNA correspondant aux gènes humains c-ets 1 et c-ets 2. 

L'homologie entre ces cDNA semblent s'étendre sur plus de nucléotides que ne le décrivait Watson 
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et al. et pourrait être du même ordre de grandeur que celle observée entre le gène c-ets codant\pour 

la protéine P54 et celui codant pour les protéines P60. D'ailleurs, le peptide commun à P54, P60 et 

Pl35 est également retrouvé dans les protéines humaines mais n'est pas codé par la région 

commune aux gènes c-ets 1 et c-ets 2 . 
- des résultats préliminaires semblent indiquer que le locus c-ets 1 humain est exprimé dans les 

lymphocytes B stimulés à entrer en phase de compétence et le locus c-ets 2 dans les monocytes 

induits à se différentier en macrophages. Ainsi, le gène c-ets aviaire codant pour P54 et le gène 

codant pour les P60 s'exprimeraient dans le même type de cellules que respectivement aux gènes 

c-ets 1 et c-ets 2 humains. 

En conclusion, le travail exposé dans cette thèse, ainsi que ceux effectués par d'autres 

équipes ont permis de mieux comaitre les séquences v-mvb et v-ets dans le virus E26, la structure 

de leurs homologues respectifs et leur mode d'activation. Le mode d'expression différentiel du (ou 

des) locus(i) pe ts  peut diversifier les fonctions des produits pets dans l'organisme. Puisque 

l'altération de l'un ou l'autre des homologues c-ets humains semble impliquée dans l'apparition de 

certains cancers, il serait intéressant de la relier à un ou plusieurs bouleversement (s) de fonctions 

cellulaires. 

Dans ce mémoire , nous n'avons pas abordé l'étude de la biologie du virus E26 et la 

contribution de chacun des oncogènes v-mvb et v-ets à cette biologie. Nous n'avons à l'heure 

actuelle que peu de données à ce sujet. 

- Puisque le virus AMV qui contient uniquement l'oncogène v-mvb induit des leucémies myéloïdes, 

il est tentant de penser que l'oncogène v-mvb est à l'origine du pouvoir transformant de E26 sur les 

myéloblastes et l'oncogène v-ets à l'origine du pouvoir transformant de E26 sur les érythroblastes . 
L'étude de mutants de délétion dans v-mvb ou v-ets devrait nous permettre d'aborder plus 

exactement le rôle de chacun des deux oncogènes. Dans ce domaine, Nunn et al. (1986) ont 

récemment reporté que l'un de leurs mutants, construit par délétion de l'ensemble des séquences 

v-ets, transforme les myéloblastes mais n'induit plus d'érythroblastoses. Cependant, les 

myéloblastes transformés semblent plus matures que les myéloblastes transformés par E26 ou 

AMV (ils présentent un faible taux de récepteurs Fc et une activité de phagocytose faible) suggèrant 

ainsi que l'oncogène &E26 seul est moins efficace dans la transformation des myéloblastes. 

- Les myéloblastes transformés par E26 sont totalement bloqués dans leur différenciation. Les 

premiers résultats de Nunn et al. décrits ci-dessus, semblent mettre hors de cause l'oncogène 

v-mvb de E26 tronqué en 5' et 3' par rapport à l'oncogène du v-mvb du virus AMV. Par contre, 

v-ets pourrait avoir un rôle à jouer dans ce blocage des myéloblastes. Les résultats préliminaires, 

qui permettent d'impliquer les séquences humaines homologues à v-ets (Hu-ets 1, Hu-ets 2)  dans 

des translocations spécifiques de leucémies myélomonocytaires (voir discussion du deuxième 

article), vont dans ce sens. 
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