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2

La croissance cellulaire est un processus minutieusement contrdlé
qui répond aux besoins spécifiques de 'organisme, mais parfois les mécanismes
subtils de contrdle des multiplications cellulaires se déréglent, une cellule
commence a croitre et a se diviser de facon anarchique et ce clone de cellules
indésirables aboutit & la formation d'une tumeur. Des études réalisées au
cours de ces derniéres années ont montré que la transformation cellulaire
implique une cascade d'événements conduisant chez l'animal de la cellule
normale a la cellule cancéreuse. Cette cascade d'événements peut &tre
visualisée par une série de critéres biologiques et plus récemment la
transformation cellulaire a pu &tre reliée a un événement génétique précis,
l'activation de geénes dits oncogenes. Bien qu'on les ait d'abord observés lors de
travaux sur les rétrovirus, ces génes impliqués dans le développement des
cancers ne sont pas d'origine virale, En fait, ils ne sont pas non plus spécifiques
des cellules cancéreuses puisqu'on les trouve dans les cellules saines ou on les
appelle proto-oncogenes. Ils sont phylogénétiquement conservés, ce qui prouve
le rdle important qu'ils jouent trés certainement dans la croissance et/ou la
différenciation cellulaire. L'étude des rétrovirus a largement contribué aux
progrés réalisés en cancérogéneése car ils représentent un outil de choix pour
I'approche des mécanismes de cancérisation de la cellule. L'isolement par
Peyton Rous, en 1911, du premier virus tumorigéne a partir d'un sarcome
spontané du poulet a marqué le début des recherches sur les rétrovirus ou
rétroviridae. Ces rétrovirus sont responsables de tumeurs variées chez de
nombreuses espéces animales ; agents oncogenes extr&émement puissants, ils
peuvent induire des tumeurs solides telles que des sarcomes ou des carcinomes
ainsi que de nombreux types de leucémies.

Le présent mémoire relate 1'étude de la structure et de l'expression
du proto-oncogéne c-ets-1 (poulet), présent dans le rétrovirus E26. Celui-ci
induit chez le poulet des leucémies de type mixte érythroide/myéloide a
prédominance érythroide. Outre l'oncogéne v-ets, ce rétrovirus contient un
second oncogéne v-myb, il offre donc un modeéle d'appréhension des
mécanismes de la double oncogénése. Notre travail a permis de montrer qu'un
mécanisme d'épissage alternatif a l'intérieur du locus c-ets-1 donnait naissance
a deux protéines distinctes mais apparentées exprimées i des taux variables
dans les organes lymphoides de poulet.

Dans ce texte, aprés un rappel sur les rétrovirus et les oncogenes,
nous décrirons les mécanismes d'épissage alternatif déja observés chez les
gucaryotes puis nous présenterons notre travail en essayant d'en dégager les

points essentiels et les perspectives qui s'y rattachent.




CHAPITRE 1

RETROVIRUS ET ONCOGENES
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Figure 1 : morphologie d'une particﬂle virale

(extrait de Martin P , 1986)




I. LES RETROVIRUS :

Les travaux sur les rétrovirus, virus 3 ARN ayant comme h&tes des
cellules eucaryotes, ont permis de mettre en évidence l'existence de génes
oncogénes ou v-onc volés ou "transduits" par ces rétrovirus a la cellule lors du
cycle infectieux. Ces v-onc ont donc des équivalents cellulaires normaux, les
proto-oncogenes ou c-onc. Ils sont phylogénétiquement conservés, ce qui prouve
le réle important qu'ils jouent probablement dans la physiologie cellulaire
normale,

Ces rétrovirus oncogenes ont un patrimoine génétique relativement
simple et ils constituent un modele pour l'étude des mécanismes de
cancérisation de la cellule, Pour infecter la cellule héte, les rétrovirus ont la
particularité de dépendre, d'un intermédiaire ADN synthétisé par un enzyme
viral : I'ADN polymérase ARN dépendante ou rétropolymérase (Temin et
Baltimore, 1972).

Les rétrovirus sont classés en trois sous-familles :

- les spumavirus induisent des infections chroniques sans pouvoir
pathogéne apparent (Ruckle, 1958 ; Jonhston, 1971 ; Stiles et al., 1964).

- les lentivirus induisent des affections pulmonaires chroniques et

une dégénérescence nerveuse aprés une longue période d'incubation. Le virus
humain HIV responsable du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) appar-
tient vraisemblablement a cette catégorie (Rabson et Martin, 1985).

- les oncovirus possédent un pouvoir transformant rapide. Ils

induisent une grande variété de cancers chez l'animal. Ils seront les seuls
décrits dans ce mémoire.

C'est en 1911 que le premier rétrovirus sarcomatogene a été isolé
chez le poulet par Peyton Rous. Actuellement, de nombreux oncovirus ont été
identifiés chez un grand nombre d'espéces animales. Les plus étudiés ont comme
htes le poulet, la souris, le chat, le singe et I'nomme.

Nous décrirons plus particulierement dans ce texte les oncovirus aviaires.

1) Morphologie : (Figure 1)

Les virions, observés au microscope électronique, se présentent sous
forme de particules sphériques de 80 a 110 nm de diametre (Sharp et Bernhard,
1952 ; Bernhard, 1958). Ils sont entourés d'une enveloppe constituée d'un
fragment de membrane cytoplasmique emprunté a la cellule h6te lors de leur

extrusion par bourgeonnement, Cette enveloppe est hérissée de spicules de
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nature glycoprotéique dont la partie protéique est codée par le gene env du
virus (Rifkin et Compans, 1971). Ces glycoprotéines interagissent avec des
récepteurs cellulaires non encore identifiés permettant la reconnaissance virus-
cellule (Vogt, 1977). La nucléocapside ou "core", icosaédre constitué de
protéines gag codées par le virus, renferme un dimére d'ARN monocaténaire
(Mangel et al., 1974 ; Weissman et al., 1975) et quelques molécules de

rétropolymérase (Baltimore, 1970 ; Temin et Mizutami, 1970).

2) Cycle réplicatif et structure du génome viral.

. a - Cycle réplicatif :

La propagation des rétrovirus se décompose en 3 étapes (Figure 2) :

- linfection, qui débute par l'adsorption du virus par ses spicules aux
récepteurs membranaires de la cellule et se termine par la pénétration du
"core" viral dans le cytoplasme cellulaire.

- la réplication par la rétropolymérase virale, de I'ARN viral en ADN
bicaténaire, qui est alors intégré dans le génome de la cellule h8te sous forme
de provirus. 1l est alors pris en charge au mé&me titre qu'un géne cellulaire
normal par la cellule qui assure l'expression-des ARN viraux et la maturation
des protéines virales puis

- l'encapsidation des ARN viraux, l'acquisition de l'enveloppe par

bourgeonnement et l'extrusion des particules virales matures.

b - Structure du génome viral :

Il existe deux types d'oncovirus selon leur aptitude & se répliquer :

- les ALV ("Avian Leukosis Viruses") peu ou non oncogenes in vivo et
non transformants in vitro dont le génome ne contient que les séquences
nécessaires au cycle infectieux.

- les DLV ("Defective Leukemia Viruses") induisant rapidement des
cancers in vivo et capables de transformer des cellules en culture. Le génome
des DLV est un ARN défectif pour la réplication en raison de la perte de
séquences virales remplacées par des séquences spécifiques (v-onc) d'origine
cellulaire (c-onc). Les DLV ont besoin pour se propager d'un virus auxiliaire ALV
(virus "helper"). Toutefois, une exception existe a cette regle, il s'agit du virus
du sarcome de Rous (RSV) qui, a la suite de l'acquisition d'un v-onc n'a pas perdu
les séquences virales nécessaires au cycle infectieux. (Figure 3).

Le génome d'un ALV possede toutes les séquences codantes ou non,




compétence pour
la réplication

ALV [I%c] gag . pol env ,_‘L—T_Ih _l'

LTR
DLV Coreles o ——jlew, oh —

Figure 3 : génome des rétrovirus



requises pour le bon déroulement du cycle infectieux. Ce génome est formé d'un
ARN diploide dont chaque sous-unité, est capuchonnée en 5 (cap = 7 mGppp)
(Furuichi et al., 1975) et polyadénylée en 3' (Bender et Davidson, 1976). La
taille de cet ARN est d'environ 8000 nucléotides divisés en différentes régions

fonctionnelles réparties comme suit :
5' Cap 7mGppp-R-U5-AT-L-gag-pol-env-C-U3-R-Poly A-3
Les tailles respectives de chacune de ces régions varient en fonction
des rétrovirus considérés.

- LES SEQUENCES NON CODANTES :

- la séquence R : (16 a 80 nucléotides) est répétée aux deux

extrémités et joue un rdle dans la rétrotranscription (Haseltine et al., 1977 ;
Coffin et al., 1978) de I'ARN en ADN.

- la séquence U5 : (76 a 120 nucléotides) n'a pas de fonction connue.

- la séquence AT : (16 a 20 nucléotides) est complémentaire a la

région 3' de I'ARN de transfert qui servira d'initiateur pour la rétrotranscription
(Dahlberg et al., 1974).

- la séquence L : (250 & 300 nucléotides) contient des séquences

impliquées dans I'encapsidation des ARN viraux (Shank et Linial, 1980 ;
Nishizawa et al., 1985 ; Darlix, 1986). Elle participe a la formation de diméres
d'ARN par l'intermédiaire de ponts hydrogéne. (Haseltine et al., 1977). Enfin,
elle contient une séquence qui serait le site de fixation des ribosomes (Petersen
et Hackett, 1985).

- la séquence C : (250 a 1200 nucléotides) contient probablement des

séquences d'encapsidation ainsi qu'une séquence de 11 nucléotides ou s'initierait
le brin d'ADN (+) lors de la rétrotranscription. (Sorge et al., 1983).
- la séquence U3 : (250 a 1200 nucléotides) contient le signal de

polyadénylation de I'ARN viral, AAUAAA ainsi que les séquences qui contr8lent
la promotion de la transcription du provirus. Les régions U3 et U5 sont
dupliquées et se trouvent répétées aux deux extrémités de I'ADN sous la forme
U3-R-US5 alors appelée LTR ("Long Terminal Repeat"). L'ADN viral est ensuite
circularisé, il migre dans le noyau de la cellule hdte pour s'intégrer dans le
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génome de celle-ci, La séquence des éléments du provirus intégré est alors la

suivante :

ADN cellulaire -|U3-R~U5 |- AT - L - gag - pol - env - L -|U3-R-U5|- ADN cellulaire
LTR LTR

La région U3 se trouve alors en 5' du provirus et en dirige la
transcription effectuée par I'ARN polymérase II de la cellule hte (Dinowitz,
1975 ; Shank et Varmus, 1978). De plus, la transcription est activée par la
présence d'une séquence activatrice, ou "enhancer", située en 5' de U3 (Cullen
et al., 1985).

- LES GENES VIRAUX : (Figure 4).

1) Le gene gag (2100 nucléotides) code pour un polypeptide de
76 kd (Pr76 Ba8) précurseur de toutes les protéines de la capside interne.
Pr76 838 est phosphorylé, non glycosylé, et associé a la membrane plasmique
(Eisenman et Vogt, 1978). Ce précurseur est ensuite scindé en 5 protéines pl9,
pl0, p27, pl2, pl5 (de 19, 10, 27, 12, 15 kd respectivement). La pl5,
préalablement libérée par une protéase cellulaire, semble responsable de la
protéolyse du précurseur Pr76 838 (Von Der Helm, 1977) synthétisé a partir de
I'ARN génomique. Le codon d'initiation utilisé pour la synthése de celui-ci est
situé en 3' de la séquence L, il est suivi (2 18 nucléotides) d'un site donneur
d'épissure qui permettra la formation d'un ARN sous-génomique codant pour les

protéines env (RNA Tumors Viruses, 1982).

2) Le gene pol (2600 nucléotides) code pour la rétropolymérase
qui possede plusieurs activités spécifiques : elle synthétise I'ADN (-)
complémentaire de I'ARN viral utilisé comme matrice (Temin et Baltimore,
1972), elle posséde une activité RNAse-H qui lui permet de dégrader
spécifiquement I'ARN de I'hnybride ADN-ARN (Verma, 1977), elle synthétise le
brin d'ADN (+) (Varmus et al., 1979), elle semble participer, grice a une activité
endonucléasique, a l'intégration de I'ADN proviral dans le génome de la cellule
infectée (Grandgenett et al., 1978 ; Grandgenett et Ajaykumar, 1985).

Cette protéine, formée de deux sous-unités, A (58 kd) et B (92 kd),
est obtenue par coupure d'un précurseur de 180 kd, Pr 180 83g-Pol (Operman



et al., 1977 ; Witte et Baltimore, 1978). Les cadres de lecture des genes gag et
pol sont ouverts dans des phases différentes ; un changement de phase de
lecture est donc nécessaire au cours de la traduction et la synthese du
précurseur est rendue possible par un comportement inhabituel des ribosomes :
le changement de phase de lecture en cours de traduction (Jacks et Varmus,
1985).

3) Le géne env (1800 nucléotides).

Les protéines d'enveloppe sont synthétisées a partir d'un ARN sous-
génomique provenant d'un mécanisme d'épissage entre le site donneur d'épissure
(SD) situé au début du géne gag et le site accepteur d'épissure (SA) du géne env
(Lee et al., 1979 ; Hayward, 1977 ; Weiss et al., 1977). Cet ARN sous-génomique
est & l'origine d'un précurseur de 57 kd (Pr57€NV) qui est ensuite glycosylé
(gPr92 env) (Hayman, 1978) et coupé en deux protéines glycosylées gpd5 et
gp37. Ces protéines unies par des ponts disulfures constitueront les spicules
virales situées 3 la surface externe de la membrane plasmique entrainée par le
"core" viral lors de l'extrusion par bourgeonnement (Leamnson et Halpern,
1976).

Les rétrovirus défectifs dont le génome contient un (ou deux)
oncogéne(s) (v-onc) qui se sont substitués a une partie des génes de structure se

répliquent avec I'aide d'un ALV comme il a été décrit précédemment.

- EXPRESSION DES v-onc :

Le point d'insertion de l'oncogéne cellulaire dans le génome viral a
des répercussions sur la transcription et sur la structure du produit formé :
- si l'oncogeéne viral est exprimé a partir de I'ARN génomique, deux
possibilités sont & considérer :
.  synthése d'une protéine de fusion P8ag-V-ONC jorsque gag
et le v-onc sont en phase, ou
. synthése d'une protéine pY-oOnC,
- si l'oncogéne viral est exprimé a partir d'un ARN sous-génomique
provenant de I'épissage entre le SD du geéne gag et le SA du v-onc :
. une protéine comportant les 6 amino-acides N-terminaux
de gag puis les séquences v-onc est formée, ou
. le v-onc posséde ses propres signaux d'initiation et de

terminaison et il en dérive essentiellement une protéine pY-onc,




Il. LES ONCOGENES :

- Origine des v-onc : (Tableau 1)

Depuis le travail initial de Stéhelin et al. en 1976, concernant le géne
src de RSV (Rous Sarcoma Virus), nous savons que les v-onc dérivent de génes
cellulaires normaux appelés c-onc ou proto-oncogénes, accidentellement
transduits par les rétrovirus au cours de leur réplication. Ces proto-oncogeénes
sont phylogénétiquement conservés, ce qui prouve le rdle important qu'ils jouent
probablement dans la physiologie cellulaire normale,

- Les mécanismes de la transduction sont peu connus et plusieurs
modeles ont été proposés (Graf et Stéhelin, 1982 ; Bishop, 1983). Le premier
fait état de recombinaisons au niveau de I'ADN entre le provirus intégré et un
gene cellulaire, le second fait intervenir des "sauts" de la rétropolymérase entre
I'ARN du virus auxiliaire ("helper") et I'ARN cellulaire encapsidés dans le méme
virion. Plus récemment, I'étude des mécanismes impliqués dans la maturation
des ARN pré-méssagers a permis d'envisager la formation d'ARN messagers
hybrides. Ces ARN résulteraient d'un mécanisme d'épissage intermoléculaire
illégitime (en trans) entre deux molécules différentes (Konarska et al., 1985 ;
Solnick, 1985).

Certains rétrovirus possédent la particularité d'avoir transduit dans
leur génome deux oncogenes cellulaires, ces virus sont peu nombreux et jusqu'a
présent, trois seulement ont été identifiés : le virus de I'érythroblastose aviaire,
AEV (v-erbA et v-erbB), l'un des virus de la myélocytomatose aviaire MH2
(v-myc et v-mil) et enfin le virus de I'érythroblastose aviaire E26 (v-myb et
v-ets), objet de ce mémoire. Ces rétrovirus illustrent l'intérét et l'importance
de la coopération de certains oncogénes dans la transformation et la
différenciation cellulaires. Au sein du virus AEV, v-erbA et v-erbB coopérent
pour transformer les cellules érythroides aviaires immatures (Gazzolo et al,
1980) et bloquer de fagon trés stricte leur différenciation. Les virus ne
contenant que l'oncogéne v-myc n'ont pas d'effet décelable sur les cellules de
neurorétines alors que le virus MH2, dans lequel les oncogénes v-mil et v-myc
sont présents est capable d'induire la prolifération des cellules de neurorétines
aviaires. Enfin, les deux oncogénes du virus E26 (v-myb et v-ets) lui conférent

une action a la fois myéloblastosante et érythroblastosante.




ONCOGENE | VIRUS | MALADIE | HOTE PROTV-ONC | ACTIVITE | LOCALISATION|PROT.C-ONC| ACTIVITE {LOCALISATION REFERENCES
. Ssv Sarcome Singe p2gen-sis PDGF PDGF (1) Huang et al., 1984
S1S bp gag-sis . Excrétée ! p30 ' Excrétée
i~FeSV |. Sarcome Chal p76 (Chaine 8) (Chaine 8)
erb B | ABV-ES4 | Sercome | Poulet | gpr4'"e"® Tyr. Kin. | Membrane p170 Tyr. Kin. Trans. Mbr.
Erythro. plasmique EHomme) Réc.EGF '
fms SM-FeSV | Sarcome Chat gpIBOgag-fms Tyr. Kin. Membrane gp165@ Tyr. Kin. Trans. Mbr. (2) Sherr et al., 1985
plasmique Réc.CSF-1
Y‘OS‘ UR2 Sarcome Poulet p6gdagTos Tyr. Kin, Membranes T}'{écm;“ Trans. Mbr.
src RSV | Sarcome | Poulet | pp8O° @) Tyr.Kin. | Faceint.du pp60 Tyr. Kin, Mbr. et (3) Ikawa et al., 1966
S1 82 pp62 Plasmaleme Cytosquel.
Fu-ASY | Sarcome Poulet plSOga'g'fps Tyr. Kin. Membrane p98 Tyr. Kin.
fps/sr‘c . plasrmgue
ST-FeSV | Sarcome Chat pr)gag_fes Tyr. Kin. Membrane p92
plasmique
yes Y73-ASV | Sarcome Poulet | p9o29yes Tyr. Kin. Membrane p59-624 | Tyr. Kin. (4) Sudol et Hanafusa, 1986
. plasmique
fgr GR-FeSV | Sarcome Chat p70929-2ctin=far | pr kin,
Ab-MLY Leuc.préB Souris plGOgag_ab‘ Tyr. Kin. Membrane
ab] ‘ plasmique 9 :
TS : p150 Cytoplasme" (5) Hunter et Cooper, 1985
HZ2-FeSV | Sarcome Chat p98 Tyr. Kin. Membrane
: plasmique
. ™ gag-kit . p14 Tyr. Kin. ?
kit HZ4-FeSV | Sarcome Chat pBo Tyr. Kin.® (homme) Yﬁécfg Trans. Mbr. (8) Besmer et al., 1986
sea 513 Sarcome | Poulet | gp155°" %% Tyr. Kin. | Cyloplasme!® (7) Hayman et al., 1985
Erythro. » gpB54gp70 (gp70)®
-=—— | TP1-FeSV| Sarcome | Chat gppadaaone Tyr. Kin.

TABLEAU 1 : ONCOGENES VIRAUX ET LEURS HOMOLOGUES CELLULAIRES. (RNA Tumor Viruses, 1985).




Sarcome

Ha-MVS Erylhro Rat Thr. Kin. Thr. Kin.
Ha-ras p21Y-Ha-ras Mbr. p2Ha-ras Mbr.
Batp-ugy | fiémangio= | oy fixe CIP - ecte |
ace int. ace ini.
Ki-ras | g-nsy %ﬁ;{gfr‘(’,‘_’ Ral p21V-Ki-ras GTPase p21Ki-ras | (Tpgse
mos Mo-MSV Sarcome Souris p37env-mos Thr/Ser. Kin. Cytoplasme
MH2 Carcinome Poulet pl0og929-mil Thr/Ser. Kin.
mil-raf Cytoplasme ne 8)Patshi
, gpoo9ag-raf X p (8)Patshinsky et al, 1986
MSV-3611 Sarcome Souris 575980-raf Thr/Ser. Kin.
fos | mamsy | QJO- | gous | pssyefos Noyau p55 ) Noyau (9)Curran et al, 1984
Myélocyto. ag-myc Affinite Affinité
MC29 . Poulet p110939-my
myc Carcinome pour Noyau il pour Noyau
MH2 Carcinome Poulet p61/63V-MYC 'ADN I'ADN
AMY Myélobl. Poulet pasV-myb Affinité Affinilé
my b Myé Noyau 75 (10 Noyau (10)Klempnauer et al, 1984
yélobl, 1359ag-myb-ets pour ¥ p pour .
26 Erythro, | Foulet fp FADN 'ADN
ski SKV-ASV | Carcinome | Poulet | p110929-ski-pol Noyau
ets £6 Erythro. poulet | p1359ag-myb-ets Aff. ADN Noyau p54 0 Noyau (11)Chysdael et al,1986
Cytoplasme
Réc.
erb A | apv-st | OmE | pouet [ prssesereh ML, ADN Noyau(® pO/46 | Hormones (12)Sap et al, 1986
. yr.
H - - 03 i i
rel REV-T 2333'&'.21. Dinde psgenv-re! Cl;fg&gsme pes 9 Cytoplasme “3)?1'5%(?&? eTte:aI;:?é%}%%
Jun™ T asvtr | Sarcome | Poulet | pss/esgag-dum [y ppN Noyau p47 10 | Noyau | LeBekelal T
. - . ., 1988
crk_ [ e | sovome | P [ p#75" O fohomhotpase 1) (e o o 1
TABLEAU 1 : (SuITE)
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- Les proto-oncogenes ou c-onc (Tableau 1) :

La conservation phylogénétique des c-onc, ONC pour l'espece
humaine ainsi que leur transduction dans des rétrovirus devenus ainsi oncogenes,
soulignent leur importance dans la vie cellulaire normale. Ceci est largement
vérifié, quelques exemples suffisent & le montrer : SIS est homologue au
précurseur de la chaine du facteur de croissance des plaquettes (PDGF)
(Waterfield et al., 1983), ERB A est un récepteur d'hormones thyroidiennes
(Weinberger et al, 1986 ; Sap et al., 1986), FMS est une version tronquée du
récepteur d'un facteur de croissance spécifique des macrophages (M-CSF ou
CSF-1) (Sherr et al., 1985).

- Le cas particulier des rétrovirus humains :

Chez 'homme, des rétrovirus ont été associés a des leucémies de
type T ("Human T-Lymphocyte Viruses") : HTLV I (Poiesz et al., 1980b ; Miyoshi
et al., 1981) et HTLV II (Kalyanaraman et al., 1982b). Les virus & l'origine du
syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA), d'abord appelé LAV ("Lympho-
tropic Associated Viruses") (Barré-Sinoussi et al., 1983) ou HTLV III (Gallo et
al., 1984) puis HIV 1 et 2 ("Human Immunodeficiency Viruses") (Barré-Sinoussi
et al., 1983 ; Gallo et al., 1984 ; Guyader et al., 1987) sont apparentés aux
lentivirus. Ces rétrovirus contiennent dans leur génome outre les séquences gag,
pol, env, des séquences additionnelles qui ne sont pas d'origine cellulaire
appelées chez HIV tat, (transactivator), rev (regulator of expression of virian
proteins), vif (virion infectivity factor), vpr (R), nef (negative factor), vpx
(X uniquement chez HIV2 et SIV) (Gallo et al., 1988). Les protéines qui en
dérivent ont un effet activateur sur la transcription virale et pourraient &tre
responsables de l'activation de la transcription de certains genes des cellules
infectées (Sodroski et al., 1984b, Chen et al., 1985).

ITII. MODES DE TRANSFORMATION PAR LES v-onc :

L'acquisition du pouvoir oncogene des rétrovirus est liée 3 la présence
dans leur génome d'un oncogene viral ou v-onc. Pour rendre compte du pouvoir
transformant, de ces derniers, il faut considérer les différences majeures qui
existent entre v-onc et c-onc. Ces différences ont permis d'émettre deux
hypothéses qui ne sont pas mutuellement exclusives : |

- la premiere est dite hypothése quantitative, elle est liée au mode
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d'expression différent des v-onc et des c-onc. Chez un animal infecté, les
rétrovirus sont capables d'exprimer a un taux élevé et dans de nombreux tissus
les oncogenes qu'ils contiennent. Au contraire, les c-onc sont généralement
exprimés a un taux relativement faible dans un petit nombre de cellules et de
tissus. Cet effet de dose responsable du pouvoir transformant semble é&tre
vérifié pour quelques c-onc ou ONC qui, par exemple, transforment les cellules
lorsque leur expression est placée sous le contr8le d'un promoteur viral : MYC
(Lee et al., 1985), FOS, (Miller et al., 1984), SIS (Clarke et al., 1984 ; Gazit et
al., 1984).

- la seconde hypothése dite qualitative suppose que les différences de
structure primaire acquises par le v-onc (mutations, délétions ou insertions) lui
conferent un pouvoir transformant. Le cas le plus représentatif est celui de
l'oncogéne ras : l'alléle T24/EJ du proto-oncogeéne Ha-ras doit ses propriétés
transformantes non seulement a la mutation bien connue responsable du
changement de l'acide aminé en position 12, mais aussi & une seconde altération
ponctuelle dans un intron qui entralne une augmentation sévere (dix fois) de

'expression de ce géne (Cohen J.B. et al., 1983).

Par ailleurs, de nombreux v-onc sont exprimés sous forme de protéine
de fusion avec des déterminants de génes de structure viraux, le plus souvent
des déterminants gag qui pourraient contribuer 3 l'oncogénicité de la protéine
synthéetisée,

La caractéristique essentielle de la cellule tumorale est sa capacité a
proliférer. Les produits des v-onc semblent, pour transformer la cellule, agir de
facon analogue aux facteurs impliqués dans la mitose et la différenciation
cellulaire (Heldin et al., 1984). De plus, les cellules transformées, in vitro, ont
une dépendance réduite vis a vis des facteurs de croissance. Les produits des
v-onc pourraient déréguler la chaine d'événements qui va du signal mitotique a
la syntheése de I'ADN ou induire la production de facteurs de croissance auxquels
le cellule infectée serait sensible.

Il a été démontré que les produits des oncogenes viraux peuvent étre
des facteurs de croissance (v-sis) ou des récepteurs membranaires (v-erbB,
v-fms, v-kit) ou des transducteurs membranaires (v-src, v-ras) ou des effecteurs
cytosoliques (v-mil, v-mos) ou encore des protéines nucléaires (v-myb, v-myc,
v-fos, v-jun).
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a- Les oncogenes viraux codant pour des facteurs de

croissance :

L'oncogéne v-sis qui a été isolé a partir du virus du sarcome de singe
(SSV) est exprimé sous forme d'une protéine de 28 kd, p28 V-Sis, Cette protéine
présente une trés forte homologie avec la chaine g du PDGF (Platelet Derived
Growth Factor) (Doolittle et al., 1983 ; Waterfield Et al., 1983). Le PDGF est
responsable de la croissance et de la réparation de divers types tissulaires et il
est composé de deux sous-unités o et B (Heldin et al., 1979 ; Antoniades, 1981 ;
Deuel et al., 1981 ; Raines et Ross, 1982), présentant entre elles 40 %
d'homologie.

Le produit de v-sis est formé de deux sous-unités identiques reliées
par des ponts disulfures (Robbins et al., 1983, 1985) et son activité est
comparable a celle du PDGF (Huang et al.,, 1984 ; Owen et al.,, 1984). La
stimulation autocrine du récepteur du PDGF a été observée dans des cellules
normales de rein de rat (NRK) transformées par v-sis. Mais a la différence de
ce qui se déroule dans les cellules normales, le PDGF se fixe sur son récepteur
dans le compartiment intracellulaire alors que celui-ci se trouve encore dans
I'appareil de Golgi et n'a pas atteint la surface cellulaire, (Betsholtz et al., 1984
; Keating et al.,, 1988). Ceci démontre que l'activation intracellulaire de
récepteurs par un mécanisme autocrine peut jouer un rdle dans la

transformation cellulaire.
b - Les oncogénes viraux codant pour des tyrosine-kinases :

Le produit de l'oncogéne v-src, présent dans le virus du Sarcome de
Rous (RSV), est une phosphoprotéine de 60 kd, pp 60V-SI'C, qui a été la premiere
protéine transformante pour laquelle une activité enzymatique ait été mise
en évidence (Brugge et Erikson, 1977). Elle est capable de phosphoryler
certaines protéines cibles sur les tyrosines (Colett et al., 1978).

Les produits de plusieurs oncogénes (erbB, fms, fps/fes, yes)
partagent cette activité pourtant relativement rare dans la cellule (1 a 1,5 %
des phosphorylations dans la cellule normale). Ces protéines se répartissent en
deux classes :

- des récepteurs de facteur de croissance essentiellement

membranaires.
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- les protéines tyrosine kinases associées a la face interne de la

membrane plasmique.

Les oncogenes viraux codant pour des récepteurs de facteur de

croissance membranaire :

Les récepteurs de facteur de croissance ont en général une structure
transmembranaire, la partie externe fixant le facteur de croissance et la partie
interne étant susceptible de transmettre le signal mitotique. Leur activité
tyrosine-kinase pourrait jouer un rdle essentiel dans la transmission de ce

signal,

Le produit de v-erbB est une version tronquée du récepteur de I'EGF
(Epidermal Growth Factor) (Downward et al., 1984 ; Ullrich et al., 1984), seules
subsistent dans la protéine gp76 V-erbB  les régions transmembranaires et
cytoplasmiques du récepteur normal. De plus, 'extrémité C-terminale de la
protéine v-erbB différe de celle du récepteur normal. Ces deux différences,
absence de région extracellulaire et extrémité C-terminale différente,
pourraient contribuer 3 l'activité néoplasique de la protéine gp76 V-erbB, De
plus, alors que l'activité tyrosine kinase est déclenchée par la fixation de I'EGF
sur le récepteur normal, 'activité tyrosine kinase est constitutive dans le cas du
produit de v-erbB qui pourrait fonctionner comme relai mitotique méme en
I'absence de ligand.

Les produits des oncogenes v-fms, c-fms et v-kit présentent de fortes
homologies de séquence avec le récepteur du PDGF en particulier au niveau de
leur domaine tyrosine kinase (Sherr et al.,, 1985). Le mode d'action des
oncogenes v-frms et v-kit est encore mal défini cependant le pouvoir
transformant de v-fms pourrait &tre di aux différences v-fms/c-fms siégant
dans la région 3' : les 40 derniers acides aminés de la protéine c-fms sont
remplacés par 11 amino acides d'origine rétrovirale dans la protéine v-fms.

La séquence nucléotidique de v-ros suggére qu'il pourrait &tre
homologue a un récepteur de facteur de croissance proche de l'insuline (Hunter,
1985 ; Hunter et Cooper, 1985).
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- Les oncogénes viraux codant pour les protéines tyrosine kinases

4 ~ » +
associées a la surface interne de la membrane plasmique :

Certains produits d'oncogenes viraux (v-abl, v-fes/fps, v-src)
présentent une activité tyrosine kinase sans &tre toutefois apparentés a des
récepteurs de facteurs de croissance connus. Ces protéines sont cytoplasmiques
et souvent associées i la membrane plasmique (Bishop and Varmus, 1982). La
plus étudiée est la protéine. pp60 V-SYC, Elle est myristylée i son extrémité
amino terminale (Sefton et al., 1982) et associée a la membrane plasmique par
son groupement myristyl ; cette localisation membranaire est requise pour la
transformation (Buss et al., 1984 ; Kamps et al., 1986). La pp60 V-SIC est
également phosphorylée sur deux sites majeurs, un résidu tyrosine en position
416 (Tyr 416) et un résidu sérine en position 17 (Ser 17) (Collett et al., 1979).
Elle est capable de stautophosphoryler, régulant probablement ainsi son activité
tyrosine kinase.

Le pouvoir transformant de pp60 V-SIC pourrait é&tre db a la
phosphorylation d'autres constituants cellulaires que des protéines, les
phosphoinositols par exemple qui ont des propriétés de second messager, relais
entre les signaux extracellulaires et l'intérieur de la cellule. En effet, les
cellules transformées par v-src présentent un métabolisme accru des
phosphoinositols et la protéine pp60 V-SIC a, in vitro, une activité kinase
s'exercant sur les phosphoinositols (Sugimoto et al., 1984 ; Maccara et al.,
1984). Les produits du métabolisme du phosphoinositol, diacylglycérol et
inositoltriphosphate ont la capacité d'une part de mobiliser le calcium intra-
cellulaire et d'autre part, d'activer la protéine kinase C (Berridge et Irvine
1984). Cette double action pourrait conduire 3 plusieurs réponses cellulaires

dont la prolifération.
c - Les oncogenes viraux codant pour les protéines ras :

Chez les mammiféres, cette famille comprend au moins trois
membres dont deux c-Ha-ras et c-Ki-ras ont été transduits dans des rétrovirus
de sarcome murin (Harvey, 1964 ; Kirsten et al., 1967). Le troisieme N-ras,
isolé A partir d'une tumeur humaine (un neuroblastone d'ou le terme N-ras), n'a
pas d'équivalent viral connu. Existent également des génes apparentés aux genes
ras, appelés ral, rap, rho et rab (Chardin P., 1988).
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Les protéines codées par les génes ras sont homologues et ont un poidds
moléculaire de 21 kd, p21 ras, Elles fixent et hydrolysent le GTP et sont
localisées a la face interne de la membrane plasmique. Les protéines v-ras ou
c-ras mutées en position 12 hydrolysent beaucoup moins efficacement le GTP
(Gibbs et al., 1984 ; Mc Grath et al., 1984, Sweet et al., 1984). 1l semble que la
superfamille de protéines ras joue un r8le critique a l'interface membrane-
cytosquelette et régule quelques uns des échanges entre la cellule et son
environnement. Cependant une implication directe de ces protéines dans ces
événements reste a démontrer. Les protéines ras possedent des analogies
structurales et biochimiques avec les sous-unités o des protéines G présentes
dans beaucoup de systémes "récepteur/effecteur" ; il a été suggéré qu'elles
pourraient &tre des médiateurs de signaux transmis d'un récepteur de facteur de
croissance a un- effecteur tel que la phospholipase C ou A2. Mais, des données
récentes montrent que l'action de ras sur ces phospholipasés est un effet
indirect (Seuwen et al., 1987, Yu et al., 1988). Il est probable que les protéines
ras soient activées de fagon éphémeére par des récepteurs de facteurs de
croissance, mais les bases biochimiques de cette activation ne sont pas encore
comprises (Chardin P., 1988).

d - Les oncogenes codant pour des sérine/thréonine kinases.

Les produits des oncogenes v-mil, v-raf et v-mos ont une activité
sérine/thréonine kinase in vitro (Moelling et al., 1984 ; Kloetzer et al., 1984),
activité également rencontrée chez la protéine kinase C. Cela suggére que ces
protéines oncogénes comme la protéine kinase C pourraient intervenir dans la
transmission du signal mitotique. Cependant, les connaissances relatives aux
propriétés des oncogénes cités ci-dessus sont encore trop limitées pour leur
attribuer un rdle comparable a celui de la protéine kinase C.’Il faut, en effet,
souligner que les produits de v-mos, v-mil et v-raf sont localisés dans le cytosol
alors que la protéine kinase C est associée a la membrane plasmique (Bunte et
al., 1983 ; Papkoff et al., 1983).
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e - Les oncogenes viraux dont les produits sont nucléaires:

Les produits de v-myc (Donner et al., 1982 ; Alitalo et al., 1983),
v-myb (Klempnauer et al., 1984), v-fos (Curran et al., 1984), v-ski (Stavnezer et
al., 1981), v-erbA (Sap et al., 1986 ; Weinberger et al., 1986), v-jun (Bohmann et
al., 1987) ont une localisation nucléaire. De par cette localisation et leur
capacité a se lier 3 I'ADN, ces protéines oncogenes pourraient déréguler la
transcription de certains génes. Des expériences d'expression in vitro ont
montré que la protéine myc pouvait réguler le promoteur de transcription d'un
géne codant pour une protéine de choc thermique (Kingston et al., 1984). Il
pourrait donc y avoir interaction de la protéine myc avec des séquences

nucléotidiques du promoteur du géne de choc thermique.

Les produits de v-myc, v-myb et E1A (géne précoce de l'adénovirus)
présentent des homologies de séquence (Ralston et Bishop, 1983), et des durées
de vie courtes compatibles avec un rdle de régulation (Hann et Eisenman, 1984 ;
Ramsay et al., 1984 ; Klempnauer et al., 1984 ; Spindler et Berk, 1984).

Il a été démontré en 1986 que la partie v-erbA de la protéine
P75 8ag-erbA synthétisée dans les cellules transformées par AEV présentait une
homologie avec les récepteurs d'hormones stéroides, (Weinberger et al., 1986 ;
Green et al., 1986 ; Loosfelt, 1986) et plus récemment que la protéine c-erbA
était un récepteur d'hormones thyroidiennes (Weinberger et al., 1986 ; Sap et
al., 1986). La localisation de ces protéines est nucléaire, suggérant que
leurs effets pourraient &tre associées a la régulation de la transcription

de certains genes.

La protéine v-jun présente, dans sa partie C-terminale, une
homologie de 44 % avec le domaine de fixation 3 I'ADN d'un facteur de
transcription de la levure, GCN4 (Vogt et al., 1987). D'autre part, le proto-
oncogene humain c-jun code pour une protéine dont les propriétés structurales
et fonctionnelles sont comparables a celles du facteur de transcription humain
AP-1 (Bohmann et al., 1987 ; Bos et al., 1988). Celui-ci se lie spécifiquement
aux séquences stimulatrices des régions de contrdle en cis de SV40 et du géne
humain de la métallothionéine IIA (Angel et al., 1987 ; Lee et al.,, 1987ab).
Récemment, il était démontré qu'une fraction significative du facteur de

transcription c-jun/AP-1 cellulaire interagissait avec la protéine FOS (Chiu
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et al., 1988) et représenterait probablement la protéine de 39 kd qui lui est
associée (Curran et al., 1985). Ceci fut confirmé par l'utilisation d'un antisérum
(anti c-jun) (Angel et al., 1988 ; Sassone-Corsi et al., 1988). La protéine FOS
serait donc un activateur de transcription qui n'agirait pas en se fixant
directement sur I'ADN mais par l'intermédiaire de c-jun/AP-1.

IV. LES MECANISMES D'ACTIVATION DES ONCOGENES CELLULAIRES
AU COURS DE LA CARCINOGENESE :

Les mécanismes de transformation des cellules normales en cellules
cancéreuses impliquent une cascade d'événements dont la nature exacte n'est pas
encore élucidée. L'une de ces étapes pourrait &tre l'activation d'un oncogene
cellulaire. En effet, la transduction par les rétrovirus de séquences d'origine
cellulaire leur conférant un pouvoir oncogéne, a incité a rechercher le rdle
éventuel de ces séquences cellulaires dans les cancers spontanés, non viro-
induits.

L'étude de quelques c-onc ou ONC trouvés activés dans des tumeurs
montre que les modifications qu'ils ont subies participent au processus
transformant. D'autre part, il est observé que deux oncogénes sont activés dans
certains cancers et des expériences de reconstitution in vitro ont montré que la
coopération de ces deux oncogeénes est nécessaire pour transformer des cellules
normales en cellules tumorales.

Deux stratégies principales ont permis de mettre en évidence
I'activation d'oncogeénes cellulaires : la transfection de I'ADN de cellules
transformées dans les cellules NIH 3T3 et la recherche des modifications de
structure des oncogenes cellulaires provoquant leur activation ainsi que I'étude

des effets de ces modifications sur la régulation ou les propriétés de ces génes.

1) La transfection I'ADN de cellules tumorales dans les cellules
NIH 3T3 :

L'ADN de cellules transformées par des cancérogénes chimiques
contient des génes capables de transformer les cellules NIH 3T3.

Aprés transfection au phosphate de calcium de I'ADN cellulaire étudié
(Weinberg, 1981 ; Cooper, 1982) les foyers de NIH 3T3 morphologiquement




Oncogénes Produits Cellules d'origine Références
Ha-Ras* p21 EJ: carcinome de la vessie Sanloset al., 1982
Ki-Ras* (Fixe le GTP Carcinome pulmonaire Der et al., 1982

et GTPase)
N-Ras Sk-N-SH:  Neuroblastome Taparowsky et al., 1983
p8 :
B-1ym apparentée aux RP9: Jymphome B aviaire Goubin et al., 1983
transférines
T-1lym-1 $49T: Lymphome murin de type T Lane et al., 1984
RAF* Carcinome pulmonaire Shimizu et al., 1985
pl85
neu / c-erb2 Tyrosine kinase Neuroblastome Bargmann et al., 1986
64
TRK TyrosnPne kinase Carcinome du colon ascendant Martin-Zanca et al., 1986
- MNNG-HOS: Lignée cellulaire humaine
MET Tyrosine kinase ? transformée pgr un carcinogéne chimique Cooper et al., 1984
mel NK14:  mélanome Padua et al. 1984
db1 Lymphome B diffus Eva et Aaronson, 1985
ret Lymphome de type T Takahashi et al., 1985
mcf-2 Fasano et al., 1984b
MCF-7: Carcinome mammaire
ROS* Tyrosine kinase ? Birchmeier et al., 1986
MAS Transnfe?n?)rane 9 Carcinome épidermoide Young et al., 1986
hst Carcinome gastrique Sakamoto et al., 1986
KS Famille des FGF Sarcome de Kaposi Delli Bovi et al., 1987 a.b

* Oncogéne déja trouvé au sein d'un rétrovirus.

TABLEAU 2 : ONCOGENES ISOLES PAR TRANSFECTION DE L'ADN DE CELLULES TRANSFORMEES.
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transformés sont détectés, et grice aux techniques du génie génétique, les genes
responsables de cette transformation peuvent &tre isolés. 10 3 50 % des ADN de
tumeurs ou de lignées cellulaires étudiées de cette fagon contiennent un géne
transformant NIH 3T3, gene qui, en général, est un membre de la famille ras.

Un autre géne NEU, apparenté a v-erbB, mais n‘ayant pas d'équivalent
viral connu, a été détecté de cette facon (Schechter et al., 1984). Par cette
méthode, une dizaine de génes ne présentant pas d'homologie avec des v-onc

connus, ont été mis en évidence (Tableau 2).

2) Différents types de remaniement des oncogeénes cellulaires

conduisant a leur activation :

a) Amplification des c-onc ou ONC :

L'amplification d'un gene se traduit par la présence de plusieurs copies
de ce géne dans le génome cellulaire et a souvent pour conséquence la production
accrue des ARN messagers correspondants. Ces modifications du génome sont
mises en évidence soit par coloration des chromosomes, soit par étude du
caryotype ; dans le premier cas, on observe la présence de boucles anormalement
larges appelées HSR (Homogeneously Staining Regions), et cette amplification
est stable, dans le second, I'amplification entraine !'apparition de chromosomes
double-minutes relativement instables.

Une amplification de I'oncogene MYC a été observée dans des lignées
cellulaires provenant de cancers humains, tels que la leucémie promyélocytaire
HL 60 (Collins et al., 1982) ou un carcinome du colon COLO 320 (Alitalo et al.,
1983).

Dans la leucémie myéloide K 562, l'amplification de ABL en méme
temps que celle des génes des chaines lambda d'immunoglobulines a été décrite
(Collins et al., 1983).

b) Les translocations chromosomiques :

La connaissance de la localisation chromosomique des c-onc sur les
chromosomes humains (Tableau 3) a permis d'orienter les recherches vers une
éventuelle activation de certains ONC par des translocations spécifiques de
certains cancers. Dans plusieurs cas, les points de cassure sont localisés sur les
mémes bandes chromosomiques que les ONC (Pour revue : Rowley, 1983 ; Yunis,
1983).




Chromosome

Bande Oncogéne
Cen. - p21 N - RAS
p32 B - LYM
p32 L - MYC
1 p36.1 - p36.2 FGR
ql2 - q ter SKI
q31 - q32 JUN
2 p23 - p ter. N - MYC
3 p25 MIL1/RAF1
4 MIL2/RAF2
5 q34 FMS
p23 - ql2 Ki - RAS1
6 qlé - q22 ROS
q21 FYN
q22 - q24 MYB
7 p ter - q22 ERB B
pll - q ter MET
8 qll MOS
q24 MYC
10 > 9 q34 ABL
g plb Ha - RéSl
11 q13 INT2
ql3 BCL1"
q23 - q24 ETS1”
12 pl2 - p ter Ki - RAS2
13 ~ ql4d - q ter INT 1%
~ 14 21 - q31 FOS
16 > 15 425 - q26 FES/FPS
pl3 p53
17 qll - q12 ERB A*
qll - q22 NEU
19 > 18 q21 BCL2*
20 q12 - ql13 SCR
21 q22 ETS2*
qll BCR*
2 2 ql2 - ql13 SIS
X p21 - qll A - RAF1
ql2 - ql13 Ha - RAS2

*: pas d’évidence directe d'une activité transformante.

TABLEAU 3 : LOCALISATION CHROMOSOMIQUE

DES "ONCOGENES"
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Deux translocations ont été particuliérement étudies, elles
impliquent l'oncogéne MYC dans les lymphomes de Burkitt et l'oncogene ABL
dans la leucémie myéloide chronique.

Dans le lymphome de Burkitt, la translocation implique un échange de
matériel génétique entre le chromosome 8 et le chromosome 14 (85 % des cas)
ou les chromosomes 2 ou 22 (15 % des cas). Le point de cassure sur le
chromosome 8 est situé dans la bande q24 qui contient le géne MYC humain
(Kaplan et Szafnert, 1985). Les points de cassure des trois autres chromosomes
impliqués sont situés en 14q32, 2pl3 et 22qll correspondant aux localisations
respectives des chalnes lourdes et légéres kappa et lambda des
immunoglobulines. Dans la plupart des lymphomes de Burkitt, il a été démontré
que I'un des deux alleles MYC est transloqué du chromosome 8 sur le
chromosome 14 dans le locus des chaines lourdes d'immunoglobulines (IgH)
(Dalla Favera et al.,, 1982). Dans ces translocations, la proximité des génes
codant pour les geénes d'immunoglobulines active la transcription de MYC
(Hayday et al., 1984), stabilise ses ARNm (Adams et al., 1983) et induit la
synthése de protéines anormales (Rabbits et al., 1983).

Un autre type de translocation a été décrit dans une leucémie
myéloide chronique. Le caryotype des cellules leucémiques montre un
raccourcissement du chromosome 22, appelé alors chromosome 22q~ ou
chromosome Philadelphie (Yunis, 1983). Il résulte d'une translocation (9;22)
(g34,ql1) dans laquelle I'oncogéne ABL (9q34) et le gene BCR (22ql!) (BCR :
Breakpoint Cluster Region) sont impliqués (Groffen et al., 1984). Ces séquences
sont alors réunies en une unité transcriptionnelle, dans laquelle l'oncogéne ABL
a perdu ses trois premiers exons, traduite en une protéine de fusion
P210 BCR-ABL  (Shtivelman et al., 1985). Cette protéine posséde une
activité tyrosine-kinase non observée pour la protéine ABL normale (Konopka
et al., 1984).

Ainsi les translocations peuvent affecter !'organisation structurale
(comme dans le cas de ABL) ou la régulation (comme dans le cas de MYC) d'un

oncogeéne et contribuer a l'apparition du processus malin,

c) Activation transcriptionnelle des oncogénes cellulaires :
L'activation transcriptionnelle d'un oncogéne cellulaire, sans
phénomene de translocation peut &tre induite par I'insertion d'un promoteur fort

au voisinage du c-onc. Il s'agit le plus souvent de LTR rétroviraux, l'oncogene
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pouvant &tre intact ou interrompu par l'insertion du LTR. C'est I'oncogene
c-myc qui est le plus souvent activé dans les lymphomes T ; chez le chat, par
exemple, c-myc est activé par le virus FeLV (Feline Leukemia Virus) (Neil et
al., 1984).

Chez le poulet, une érythroblastose peut &tre induite par l'intégration
d'un ALV (Avian Leukosis Virus) dans le locus c-erbB, dont seule la partie 3' est
alors exprimée (Raines et al., 1985).

d) Activation par modification de la séquence nucléotidique
des oncogenes cellulaires :

Plusieurs types de modifications sont susceptibles d'activer un
oncogene cellulaire :
- des mutations ponctuelles.

- I'addition ou la délétion de séquences codantes ou non.

* Activation par mutations ponctuelles :

Les génes ras ont permis de mettre en évidence le rble des mutations
ponctuelles dans l'activation d'un oncogéne. La mutation du géne ras la plus
fréquemment observée dans les tumeurs ou certaines lignées cellulaires se
trouve sur le douziéme codon de la séquence codante (Reddy et al., 1982 ; Tabin
et al., 1982 ; Taparowsky et al., 1982 ; Capon et al., 1983). L'importance de
cette mutation sur le pouvoir transformant de ras a été confirmée par des
expériences de mutagénese dirigée ol le 12éme acide aminé de la protéine
Ha ras-1 était remplacé par n'importe quel autre acide aminé a 'exception de la
proline (Seeburg et al., 1984). De plus, la mutagénése chimique, a l'aide de
bisulfate de sodium de ce m&me géne a montré que des mutations sur les 12e,
13e, 59 (site d'autophosphorylation), 63e acide aminé activaient son pouvoir
transformant (Fasano et al., 1954).

* Activation par addition ou délétion de séquences codantes ou non :

Les modifications structurales telles que la fusion de séquences

exogenes ou la délétion partielle d'un géne jouent un r8le important dans
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'acquisition des propriétés transformantes,
Ces modifications ont lieu essentiellement lors de translocations
chromosomiques et surtout lors de la transduction des oncogenes cellulaires

dans un rétrovirus.

- Réle des séquences exogeénes dans l'activité transformante

des c-onc :

L'oncogene v-abl illustre cet exemple. Le virus murin A-MulV est un
virus défectif pour la réplication qui contient dans son génome des séquences
c-abl, Ce virus code pour une protéine de fusion gag-abl de masse moléculaire
variable selon les isolats mais contenant toujours 30 kd de déterminants gag.
L'importance de la partie amino-terminale exogene dans I'activation du pouvoir
transformant du produit c-abl peut s'expliquer comme suit :

- elle confére 2 la protéine une activité tyrosine-kinase dont est
dépourvue la protéine c-abl. Cette méme protéine remaniée par suite de la
translocation du géne ABL dans le locus BCR au cours des leucémies myéloides
chronique possede cette activité (Konopka et al., 1984). Ces séquences BCR
pourraient alors jouer le méme rdle que les séquences gag dans la protéine
virale.

- elle pourrait également intervenir dans la localisation subcellulaire
de la protéine.

- Réle des délétions dans l'activité transformante des c-onc :

Le mode d'activation particulier porte sur les séquences régulatrices
dont l'action s'exerce au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel.

L'exemple le plus significatif du mode d'activation transcriptionnel
est celui de l'oncogéne c-mos. Cet oncogéne est contrdlé par une séquence
inhibitrice de la transcription située en 5' des séquences codantes c-mos.
Une délétion de cette séquence inhibitrice contribue 3 l'activation du géne
(Wood et al., 1984).

Le produit de c-fos, pour transformer les fibroblastes de souris
NIH 3T3, doit &tre sous le contrdle transcriptionnel d'un promoteur rétroviral et
doit &tre amputé d'une séquence de 67 nucléotides située en 3' du signal de
polyadénylation du géne, donc en dehors de sa séquence codante. c-fos est donc

un modele d'activation par délétion de séquences impliquées dans la régulation
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post-transcriptionnelle (Meijlink et al., 1985).
e) Coopération d'oncogénes :

La tumorigénése est un phénoméne multi-étapes dans lequel deux
oncogeénes peuvent coopérer. Le premier modéle étudié est celui des oncogénes
myc et ras. Des fibroblastes embryonnaires de rat (REF) (Land et al., 1983) et
des cellules épithéliales de reins de jeunes rats (BRK) (Ruley, 1984) peuvent
&tre établis en lignées (immortalisés) et transformées par co-transfection d'un
géne myc et d'un géne ras activés. Chacun de ces deux genes, agissant seul, ne
peut reproduire le phénoméne. Ce premier modele laisse supposer que des
associations priviligiées d'oncogénes interviennent dans le cas d'éveénements
conduisant a la cancérisation de la cellule.

Certains virus défectifs des leucémies aviaires (DLV) possedent la
particularité d'avoir transduit dans leur génome deux oncogenes distincts et ils
offrent un modeéle de choix pour I'étude de la coopération d'oncogénes dans la
tumorigénese, Ces virus sont peu nombreux, jusqu'a présent trois seulement ont
été identifiés : le virus de I'érythroblastose aviaire AEV, l'un des virus de la
myélocytomatose aviaire MH2 et enfin le virus de I'érythroblastose aviaire E26.
La figure 5 donne l'organisation génomique de ces rétrovirus. Chez AEV, v-erbB
est responsable de la transformation des érythroblastes et v-erbA potentialise
son action en bloquant la différenciation de ces cellules a un stade immature, le
stade CFU-E (Graf et Beug, 1978 ; Gazzolo et al., 1980). Le virus MH2 induit
des carcinomes du foie et du rein et transforme les fibroblastes et les
macrophages in vitro. Ceci est également observé pour d'autres virus (MC 29,
OK 10 et CM II) qui n'abritent dans leur génome que l'oncogéne myc (Roussel et
al.,, 1979). La présence de v-mil dans le rétrovirus MH2 lui confére les
propriétés d'induire également la prolifération des cellules de neurorétines de
poulet en culture (Béchade et al., 1985 ; Martin et al., 1986). Nous avons choisi
d'étudier E26 dont nous décrirons les principales caractéristiques dans le
Chapitre III, Il faut cependant dés a présent mentionner que dans les deux
premiers cas (AEV et MH2) les deux oncogénes sont exprimés sous forme de
deux protéines distinctes issues de deux ARN messagers différents (Anderson et
al., 1980 ; Lai et al., 1980 ; Saule et al., 1983 ; Pachl et al., 1983) alors que chez
E26, une seule protéine transformante est synthétisée, la P135 gag-myb-ets
(Bister et al., 1982).




CHAPITRE 11

23

LA SYNTHESE ALTERNATIVE D'ARN MESSAGERS A L'ORIGINE DE

L'EXPRESSION MULTIPLE D'UN MEME GENE
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L'expression des genes eucaryotes requiert la mise en oeuvre
d'activités biochimiques cellulaires complexes pour la transcription, la
maturation et le transport des ARN messagers avant qu'ils ne soient traduits en
protéines fonctionnelles. Ces activités sont impliquées dans la régulation du taux
d'expression spécifique d'un géne au cours du développement.

Chez les eucaryotes existent, d'une part, des unités transcriptionnelles
simples dont l'information code pour une seule protéine et, d'autre part, des
unités transcriptionnelles complexes qui engendrent la synthése de protéines
distinctes. Les séquences non codantes de ces unités transcriptionnelles peuvent
étre directement impliquées dans la régulation de l'expression du géne.

Nous décrivons, ci-apres, l'expression d'une unité transcriptionnelle
simple puis le rdle de I'épissage alternatif dans l'expression des unités
transcriptionnelles complexes en prenant comme exemple, le plus souvent, des

oncogeénes.

I. EXPRESSION D'UNE UNITE TRANSCRIPTIONNELLE SIMPLE:

Chez les eucaryotes, la transcription par I'ARN polymérase II d'une
unité transcriptionnelle simple implique !'existence de signaux spécifiques
d'initiation et de terminaison, la coupure et polyadénylation de l'extrémité 3' et

I'élimination des introns du transcrit primaire.

1) Initiation de la transcription et signaux promoteurs:

L'étude des sites d'initiation spécifiques de I'ARN polymérase II a
permis d'identifier des séquences promotrices telles que la "TATA box" (Nevins,
1983). Ces séquences bien qu'absentes dans un petit nombre de cas chez les
eucaryotes et les genes viraux, sont indispensables a la transcription in vitro par
I'ARN polymérase I1. Des mutations ou délétions dans ces séquences entrainent la
perte de la spécificité d'initiation in vivo. C'est ainsi que l'initiation de la
transcription se déroule en général A environ 25 nucléotides en aval de la
séquence TATA, a un site qui engendre la formation du chapeau 5' (5' Cap) de
I'ARN mature. De plus, d'autres éléments situés en amont tels que les séquences
CCAAT et GGGCGG sont caractéristiques de nombreux promoteurs.
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2) Terminaison de la transcription et formation de l'extrémité 3':

Bien que les signaux de terminaison de la transcription soient
encore peu connus, il est clair que la transcription s'achéve en aval du ou des
sites de polyadénylation. Il est généralement observé (Nevins et al., 1978 ;
Nevins et al., 1980 ; Ford et al., 1978) que la transcription prend fin a quelques
centaines ou milliers de nucléotides en aval du site poly A ol plusieurs autres
signaux indiquent la terminaison (Lemeur et al., 1984 ; Hagenbuchle et al., 1984 ;
Citron et al., 1984). Lorsque la transcription a franchi un site poly A potentiel,
une coupure de I'ARN messager naissant, par une endonucléase, peut intervenir,
créant l'extrémité 3' 3 laquelle une séquence poly A d'environ 200 nucléotides est
ajoutée (Nevins, 1983 ; Birnstiel et al., 1985). Dans la plupart des transcrits, une
séquence consensus AAUAAA est observée a 10-30 nucléotides en amont du site
poly A (Proudfoot et al., 1976). Cette séquence consensus est trés conservée
chez les différentes especes animales, sa délétion perturbe la stabilité des ARN
messagers et sa mutation en AAGAAA réduit considérablement la coupure
adéquate du transcrit (Fitzgerald et al., 1981 ; Montell et al., 1983). La séquence
AAUAAA ne semble pas étre seule impliquée dans la polyadénylation correcte
des ARN messagers. En effet, des études de mutation des régions en aval de
cette séquence laissent supposer l'importance de leur structure secondaire dans
ce processus, Dans le cas des genes cellulaires encaryotes, la polyadénylation
peut précéder I'élimination des introns bien qu'il ne puisse &tre exclu qu'elle se

déroule en mé&me temps (Leff et al., 1986).

3) Epissage des ARN messagers:

Les unités transcriptionnelles des cellules eucaryotes se
composent de régions codantes entre lesquelles s'intercalent des régions non
codantes ou introns. Ces séquences sont éliminées du transcrit primaire par un
mécanisme appelé "épissage" (en anglais : splicing) ; pour assurer un épissage
correct et fidele, de courtes séquences consensus sont présentes aux confins des
introns (Sharp, 1981 ; Mount, 1982). -
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L'élimination des introns se fait en deux étapes :

- la premiére concerne la coupure du site d'épissure donneur au
niveau du résidu guanosine consensus (Figure 6). Cette extrémité 5' guanosine
libre réagit avec un résidu, généralement l'adénosine, du site d'épissure
accepteur en 3', pour former une liaison 5', 2' phosphodiester (Keller, 1984), La
structure secondaire de I'intron est alors comparable a un cordage ou un lasso,
ce qui explique l'utilisation des termes "épissage" et épissure.

- la deuxiéme étape implique un phénomene concomittant d'élimi-
nation de l'intron et ligation des exons. Ce mécanisme reste encore en bien des
points obscur. Cependant, pour certains génes, le choix du site d'épissure semble

guidé par la structure secondaire du transcrit primaire (Munroe, 1984).

De plus, des ribonucléoprotéines nucléaires de petit poids moléculaire
(small nuclear RiboNucleoProtein : snRNPs) s'associent aux ARN pré-messagers
(Figure 7) (Lerner et al., 1980 ; Rogers et Wall, 1980) et sont supposées
maintenir dans le m&me environnement les exons a venir ainsi que les enzymes
participant aux réactions (Maniatis et al., 1987 ; Sharp, 1987a). La structure
complexe formée de I'ARN pré-messager et des snRNPs est appelée
"spliceosome". Elle est mise en place avant la premiére étape d'élimination des

introns décrite précédemment.

Ce phénomeéne d'épissage a d'abord été décrit comme un mécanisme
intramoléculaire, mais des observations récentes mettent en évidence un
mécanisme d'épissage intermoléculaire & partir de deux ou plusieurs ARN

messagers précurseurs (Sharp, 1987b).

II. LES UNITES TRANSCRIPTIONNELLES COMPLEXES

La synthése de multiples ARN messagers & partir d'une seule unité
transcriptionnelle implique ['utilisation de signaux alternatifs a chacune des
étapes de production ou de maturation de I'ARNm décrites précédemment. Dans
certains cas, les régions codantes n'en sont pas affectées et les conséquences de
cette production alternative d'ARNm restent obscures. Dans d'autres cas, la
protéine engendrée est différente,

Pour certains génes dont les produits protéiques alternatifs sont
supposés avoir un retentissement sur le phénotype cellulaire, un moyen de
réguler la maturation de I'ARN est nécessaire. En retour, une telle régulation

peut &tre soumise & un contrdle spécifique du tissu ou du stade de
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Mécanisme
Synthese de  spécifique du

GENE protéines tissu ou du
multiples stade de
développement

1 SITES DE POLYADENYLATION MULTIPLES, EPISSAGE ALTERNATIF DES EXONS :

* Chaines lourdes d’Ig M, Ig D, Ig E, Ig G oui oui

* Calcitonine de rat oui oui

* Fibrinogéne humain oui oui
2 SITES D’INITIATION MULTIPLES, EPISSAGE ALTERNATIF DES EXONS :

* Chaine légere de myosine de poulet oui oui

* Chaine légére de myosine de souris oui oui

* a amylase de foie et de glande salivaire de souris oui oui

* ABL ? ?

* pS3 oui ?
3 EPISSAGE ALTERNATIF DES EXONS :

* Récepteur de I’interleukine 2 humaine oui ?

* Fibronectine humaine oui oui

* Troponine T de rat oui oui

* Hormone de croissance humaine oui non

* ¢c-Ki-ras2 oui ?

* ¢c-myb ? ?

* c-mil oui ?

4 SITES D’INITIATION ET DE POLYADENYLATION MULTIPLES SANS EPISSAGE ALTERNATIF DES EXONS :

* Dihydrofolate réductase de souris (5°, poly A)
* Invertase de levure (5°)

* c-fos (poly A)

* N-ras humain (poly A)

non ?
oui oui
non ?
non ?

TABLEAU 4 : EXEMPLES DE GENES ENGENDRANT DGE) MULTIPLES ARN MESSAGERS.

LEFF ET AL.,
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développement. Des exemples d'unités transcriptionnelles complexes peuvent
&tre regroupés en fonction de leur structure génomique (Tableau 4).

La formation de multiples ARNm peut provenir de I'utilisation de
sites multiples d'initiation ou polyadénylation, de l'utilisation d'un épissage

alternatif des exons ou le plus souvent d'une combinaison de ces deux processus.

1) Génes utilisant des sites de polyadénylation alternatifs et

I'épissage alternatif des exons:

Des genes eucaryotes utilisent lors de leur transcription des
sites de polyadénylation alternatifs ainsi qu'un épissage alternatif des exons
(Tableau 4). Deux membres de cette classe, les genes de la calcitonine de rat et
de chaines lourdes d'immunoglobulines sont représentés dans la Figure 8.

* Chaines lourdes d'immunoglobulines

Deux formes de régulation affectent l'expression des génes
d'immunoglobulines : l'une est le réarrangement qui permet la création des
différentes classes d'immunoglobulines (Honjo et al., 1978 ; Cory et al., 1980 ;
Coleclough et al., 1980), l'autre est la maturation des ARNm par sélection de
site de polyadénylation ou des sites d'épissage ou de terminaison de la
transcription (Perry et al., 1979 ; Alt et al., 1980 ; Rogers et al., 1980 ; Early et
al., 1980).

Comme on le voit dans la Figure 8, le passage de la forme
membranaire de 1I'IgM a sa forme sécrétée résulte d'un épissage alternatif de
I'ARNm entralnant une modification de la région C-terminale de la protéine
codée.

* Calcitonine/CGRP:

Le gene de la calcitonine peut &tre transcrit différemment selon les
tissus : la thyroide contient surtout des ARNm calcitonine alors que dans
I'hypothalamus et le cerveau est mis en évidence un transcrit donnant naissance
a un "calcitonine gene related peptide" ou CGRP, Figure 8, (Rosenfeld et al.,
1981 ; Rosenfeld et al., 1982 ; Amara et al., 1982 ; Amara et al., 1984).
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2) Genes utilisant de multiples sites d'initiation et I'épissage

alternatif des exons :

* o amylase et chaines légéres de myosine :

Deux genes eucaryotes, celui de !' o amylase et celui des chalnes
légéres de la myosine, sont connus pour utiliser plusieurs sites d'initiation et
engendrer des ARN messagers différents (Figure 9).

Les ARNm des chalnes légéres de myosine différent en 5', ce qui
affecte la séquence des protéines isoformes produites (Nabeshima et al., 1984).
Par contre, les ARNm des a amylases, spécifiques du foie et des glandes
salivaires différent 3 leur extrémité 5' non traduites, les protéines codées sont

donc identiques.

* ABL

Dans les cellules normales humaines, le proto~oncogene ABL donne
naissance a deux types de transcrits qui s'initient dans deux régions promotrices
différentes et contiennent deux premiers exons distincts (Ben-Neriah et al.,
1986 ; Shtivelman et al., 1986).

Cet épissage alternatif se produit aussi lors de la transcription du
locus BCR-ABL spécifique de certaines leucémies myéloides chroniques (LMC).
Il suggere que la capacité de l'exon II du géne ABL de participer a un épissage
alternatif, pouvant s'effectuer sur de trés longues distances, est indispensable
a la formation de I'ARNm BCR-ABL important dans la pathogénése.

* p53 :

La protéine p53 est une protéine associée a la transformation
cellulaire et un taux élevé de cette phosphoprotéine nucléaire est un point
commun des cellules transformées.

Au moins deux types d'ARNm existent dans ces cellules, ils different
a leurs extrémités 5' : le premier type d'ARNm correspond a la transcription de
11 exons et l'initiation de la traduction a lieu dans I'exon 2 ; le deuxiéme type
d'ARNm est amputé des deux premiers exons et le site d'initiation est différent
(Matlashewski et al., 1987) (Figure 10).

La signification biologique de ces différences n'est pas encore connue
et I'étude des produits du géne p53 dans plusieurs types cellulaires en présence
ou en l'absence d'autres oncogenes devrait conduire a une meilleure

compréhension du r8le de ces protéines dans la transformation.
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3 - Geénes dont les ARNm présentent un seul site d'initiation,

une extrémité 3' commune mais qui différent par l'organi-

sation de leurs exons.

* c-Ki-ras-2 :

Plusieurs génes utilisent ['épissage alternatif des exons pour
engendrer une diversité des ARNm produits (Figure 11).

Cela peut se produire par inclusion ou exclusion d'un exon particulier
comme dans le cas du proto-oncogene c-Ki-ras- 2 (Mac Grath et al., 1983 ;
Shimizu et al., 1983 ; Capon et al., 1983a). Tous les génes ras, y compris Ha-ras
et N-ras, codent pour des protéines dont la masse moléculaire avoisine 21000
daltons, p21fas (Chang et al., 1982 ; Capon et al., 1983b ; Hall et al., 1983 ;
Taparowsky et al., 1983) c-Ki-ras-2 donne naissance a deux transcrits majeurs
de 5,5 et 3,8 kb respectivement. Le géne comporte cing exons codants et dans
98 % des transcrits le quatriéme exon n'est pas utilisé, seul le cinquieme exon
participant 3 la synthése de la région C-terminale de la protéine. (Capon et al.,
1983a). Le géne viral, c-Ki-ras, présent dans le virus du sarcome murin MSV, au
contraire, utilise le quatriéme exon et donc code pour une protéine p21ras

différente de c-Ki-ras dans la région C-terminale.

Ce polymorphisme de 'ARNm a été observé chez un autre membre de
la famille ras, N-ras, (Hall et al., 1983 ; Murray et al., 1983 ; Hall et al., 1985).
Il s'agit 1a de l'utilisation d'un site de polyadénylation différent sans que la

séquence de la protéine qui en dérive en soit altérée.

* c-myb :

- o o e

Deux ARNm c-myb, un ARNm majoritaire de 3,8 kb et un ARNm
minoritaire de 4,2 kb, ont été mis en évidence dans plusieurs types de cellules
normales de souris (Figure 11).

Récemment, un exon additionnel (E6A) de 363 nucléotides a été
observé chez des transcrits gag-myb exprimé dans des tumeurs murines de type
ABPL (Abelson virus-induced plasmacytoid lymphosarcoma) (Shen-Ong, 1987).

On pourrait croire que sa présence résulte d'un épissage alternatif aberrant d{i a
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l'insertion provirale en amont du geéne c-myb. Cependant, cet exon E6A a
également été identifié dans I'ARNm minoritaire de 4,2 kb isolé 3 partir du
thymus. Bien que la fonction de la protéine c-myb soit inconnue, nous savons
que c-myb est exprimé dans les cellules hématopolétiques immatures et
qu'une délétion de la région amino-terminale de la protéine c-myb corres-
pondante est associée a des tumeurs myéloides. Il est donc possible que c-myb
contienne différents domaines fonctionnels requis pour différentes activités
biologiques particulierement pendant I'hématopoiése. Par conséquent, l'exon
E6A trouvé dans une population mineure de transcrits c-myb normaux pourrait
constituer un domaine additionnel indispensable & une fonction biologique

particuliére.

* c-mil :

Le rétrovirus MH2 posséde dans son génome deux oncogénes distincts
mil et myc. L'oncogéne mil représente une forme tronquée du géne cellulaire de
poulet c-mil. En effet, 11 exons de la région 3' de ce dernier ont été transduits
dans MH2. Dans les cellules normales de poulet, deux phosphoprotéines c-mil de
71 et 73 kd sont synthétisées, elles correspondent respectivement a deux ARN
messagers qui différent I'un de l'autre par l'absence ou la présence d'un exon de
60 bp (Dozier et al., 1988). Cet exon n'est pas transduit dans MH2 et son
insertion dans celui-ci ne change pas les propriétés de la protéine de fusion

P 100 83g-mil, Les rdles respectifs des deux protéines c-mil restent a définir.

4) Génes produisant des ARNm hétérogénes quant i leurs

extrémités 5' et/ou 3' mais dont I'épissage des exons est
constant.

Plusieurs genes utilisent uniquement des sites d'initiation ou de
polyadénylation alternatifs pour engendrer des ARNm différents et dans la
plupart des cas, ces ARNm codent pour des protéines identiques. Par exemple, 4
ARNm différents peuvent coder pour la dihydrofolate réductase dans les
cellules de souris (Figure 12) (Setzer et al., 1982 ; Kaufman et al., 1983). Une
exception a cette généralité est représentée par le géne de l'invertase de levure
(Figure 12). Deux sites d'initiation peuvent &tre utilisés pour engendrer une

forme cytoplasmique ou secrétée de l'enzyme,
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Le pouvoir transformant du proto-oncogene c-fos est inhibé par des
séquences localisées en 3' du géne, non codantes, qui semblent interagir avec
I'extrémité 3' des séquences codantes pour réduire l'efficacité de traduction et
de transport des ARNm c-fos (Miller et al., 1984).

CONCLUSION

Comme nous l'avons vu précédemment, un méme gene viral ou
eucaryote peut &tre transcrit en différents ARNm donnant naissance a des
protéines distinctes mais apparentées. Ces protéines peuvent avoir des
fonctions différentes ou, pour les protéines eucaryotes, &tre spécifiques de
certains tissus. Les mécanismes d'épissage alternatif constituent un des modes
de régulation de l'expression d'un géne. En ce qui concerne les virus, on peut
émettre 'nypothése que l'épissage alternatif donne une plus grande capacité

fonctionnelle a un génome relativement limité.

Les exemples de geénes a l'origine de plusieurs types de protéines sont
de plus en plus nombreux chez les eucaryotes et on peut penser que les
mécanismes d'épissage alternatif sont trés fréquents voire m&me systématiques.
Cette observation bouscule l'ancien dogme qui associait un géne 3 une protéine.
Peut-&tre faut-il plutdt associer un geéne a une famille de protéines plus ou

moins reliées entre elles.

Notre travail de thése a été consacré au proto-oncogene c-ets-1 de
I'ADN cellulaire de poulet, géne hautement apparenté a l'oncogeéne viral v-ets
présent dans le génome du rétrovirus E26. Ce proto-oncogene est a l'origine d'au
moins deux protéines distinctes chez le poulet et nous avons mis en évidence
'existence d'un mécanisme d'épissage alternatif directement impliqué dans
cette multiplicité.

Nous faisons ci-aprés un bref rappel des connaissances actuelles sur

le rétrovirus E26 puis l'exposé de nos résultats.
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I. ACTIVITE BIOLOGIQUE

E26 est un rétrovirus défectif pour la réplication qui a été isolé a
partir d'une érythroblastose spontanée du poulet par Ivanov et al.,, 1962. Ce
rétrovirus induit chez cet animal des leucémies de type mixte érythroide,
myéloide a prédominance érythroide in vivo (Moscovici et al., 1981 ; Radke et
al., 1982). In vitro, E26 transforme les myéloblastes et les érythroblastes (Graf
et al.,, 1979 ; Moscovici et al.,, 1981 ; Radke et al., 1982). Des cellules
érythroldes ou méyloldes peuvent &tre propagées sélectivement a partir de
cellules leucémiques mises en culture en présence de milieu CFU-E (Erythroid
Colony Forming Unit) ou CFU-M (Myeloid Colony Forming Unit) (Beug et al.,
1982 ; Radke et al., 1982 ; Moscovici et al.,, 1983 ; Samarut et Bouabdelli,
1980). Par ailleurs, les cultures de moélle infectées par E26 et ensemencées en
milieu CFU-M semi-solide bourgeonnent en colonies myéloides tandis qu'en
milieu CFU-E semi-solide, elles bourgeonnent en colonies érythroides (Radke et
al., 1982).

L'identification des cellules cibles de E26 a été rendue possible grace
a l'obtention de deux antiséra caractérisant respectivement les cellules
progénitrices érythroides BFU-E et CFU-E (Gazzolo et al., 1980 ; Moscovici
et al.,, 1983 ; Radke et al.,, 1982) ; c'est ainsi qu'il a été observé que les
cellules cibles de E26 se situent a un stade de développement intermédiaire
entre les cellules BFU-E et CFU-E (Figure 13). Les cellules myéloides
transformées par E26 sont des cellules plus immatures que celles transformées
par AMV (qui ne contient que l'oncogene v-myb), et leur différenciation
est bloquée de fagon beaucoup plus stricte (Beug et al., 1984). Au contraire, les
colonies érythroides obtenues a partir de cellules de moélle infectées par
E26 contiennent des érythroblastes mais aussi des érythrocytes, ce qui prouve
que le virus E26 ne bloque pas de facon treés rigide la différenciation de ces
cellules.

Les myéloblastes transformés par E26 nécessitent pour proliférer in
vitro la présence d'un facteur de croissance de type cMGF (chicken
Myelomonocytic Growth Factor) obtenu initialement & partir du surnageant de
cellules de rate stimulées A la concanavaline A. Ce facteur semble requis pour
la croissance des cellules de la lignée myéloide (Beug et al., 1982 ; Leutz et al.,
1984). Les oncogénes viraux dont les produits posseédent une activité tyrosine-
kinase sont capables d'induire ces myéloblastes a produire de fagon autocrine un
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facteur de croissance de type cMGF et a s'auto-stimuler (Adkins et al., 1984).
En effet, les myéloblastes transformés par E26 puis surinfectés par des
rétrovirus ayant transduit des oncogeénes de la famille src, poussent
indépendamment de la présence de cMGF.

Le rétrovirus E26 est capable dinduire quelques critéres de
transformation des fibroblastes embryonnaires de caille (Graf et al., 1979).
Par contre, il ne transforme pas complétement ceux de poulet (Jurdic et al.,
1987), mais leur confére une relative indépendance vis-a-vis des conditions de
culture,

Quatre mutants thermosensibles pour la transformation des
myéloblastes (ts E26) ont été isolés récemment (Beug et al., 1984). Leur étude
permet de mieux comprendre le rdle respectif de v-myb et de v-ets dans la
transformation des myéloblastes et des érythroblastes.

Les mutants tsE26 possedent la capacité de transformer les
érythroblastes a la température non permissive de 42°C. Les érythroblastes
transformés par les tsE26 isolés a 37°C puis cultivés a 42°C présentent les
mé&mes caractéristiques que les érythroblastes transformés par le virus E26 de
type sauvage a 42°C. Le provirus biologiquement actif de l'un de ces mutants
(E26 ts 143) a été cloné et de la séquence nucléotidique de l'oncogéne v-myb
correspondant a été déterminé. Elle montre la présence de trois mutations
ponctuelles, l'une d'entre elles est silencieuse, l'autre conservative, enfin la
troisieme provoque le remplacement d'une thréonine par une arginine dans la
protéine codée. Cette substitution intervient dans la région responsable de
I'affinité de la protéine pour I'ADN. Cette unique mutation réintroduite dans le
gene v-myb d'un rétrovirus E26 de type sauvage (Figure 14) est suffisante pour

induire le phénotype thermosensible (Li et al., en préparation).

II. STRUCTURE DU GENOME VIRAL

L'organisation structurale de AMV est la suivante :
5'LTR -gag- A pol-myb- A env-LTR 3

Quant au rétrovirus E26, il a transduit dans son génome deux
oncogenes distincts v-myb et v-ets (Leprince et al., 1983 ; Nunn et al., 1983).
Son organisation structurale est du type :

5LTR - A gag-myb-ets- A env-LTR 3'
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a. L'oncogéne v-myb

* v-myb est le seul oncogéne présent dans le virus de la
myéloblastose aviaire (AMV). Ce virus induit chez le poulet une leucémie
monocytaire, les cellules cibles étant celles de la lignée macrophagique, qui
sont bloquées A un stade de différenciation intermédiaire entre le monoblaste et
le macrophage (Figure 13) (Gazzolo et al., 1979 ; Beug et al., 1979 ; Durban et
Boettiger, 1981).

Une recombinaison entre le génome du virus auxiliaire ("helper")
MAV] et une séquence cellulaire c-myb sont a l'origine de la formation du
- génome de AMV. Cette recombinaison s'effectue en 5' de v-myb dans le gene
pol, 111 nt en amont du codon de terminaison de ce géne et en 3' dans le gene
env, 33 nt en amont du codon de terminaison de ce géne (Figure 15) (Roussel et
al., 1979 ; Klempnauer et al., 1982).

Le provirus AMV est transcrit en un ARN génomique de 7,5 kb qui
code pour une protéine de 180 kd, P180838-POl et un ARN sous-génomique de
2,5 kb (Klempnauer et al., 1982) traduit en une protéine transformante de 45 a
48 kd, p45v-myb (Figure 15) (Rushlow et al., 1982 ; Boyle et al., 1983). Elle
présente a son extrémité N-terminale, six acides aminés du produit gag et a son
extrémité C-terminale, onze acides aminés du produit env., Des expériences de
délétion ont montré que les séquences rétrovirales gag et env ne sont pas
nécessaires a l'activité transformante de AMV (Lipsick et al., 1987). Cette
protéine, p45V-MYD est nucléaire dans les myéloblastes transformés mais
acquiert une localisation cytoplasmique lorsque ces derniers sont induits a se

différencier en macrophages (Klempnauer et al., 1984 ; Ibanez et al., 1983).

* L'oncogéne v-myb présent dans le virus E26 (v-myb E26) est
tronqué en 5' et 3' par rapport & l'oncogéne v-myb présent dans le virus AMV
(v-myb AMV) (Klempnauer et al., 1982 ; Leprince et al., 1983 ; Nunn et al.,
1983, 1984) Figure 15. D'autre part, l'oncogéne v-myb E26 n'est pas traduit en
une protéine v-myb mais en une protéine transformante de fusion gag-myb-ets
de masse moléculaire 135 kd, P1358ag-myb-ets dont la localisation est
nucléaire (Bister et al., 1982 ; Klempnauer et al., 1984 ; Boyle et al., 1984).

b. L'oncogéne v-ets

Le deuxiéme oncogéne transduit dans le rétrovirus E26 et spécifique
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de celui-ci est l'oncogeéne v-ets (E-twenty-six specific) dont la taille est de
1,6 kbp. (Leprince et al., 1983 ; Nunn et al., 1983). Alors que dans AEV et MH2,
les deux oncogenes sont exprimés sous forme de deux protéines distinctes issues
de deux ARNm différents, chez E26, une seule protéine transformante est
synthétisée, il s'agit d'une protéine de fusion dont la masse moléculaire avoisine
135 kd : P135 gag-myb-ets (Figure 16) (Beug et al., 1982 ; Bister et al., 1982).
Cette protéine est issue d'un ARN génomique de 5,7 kb et sa localisation est
nucléaire (Boyle et al., 1984 ; Klempnauer et al., 1984). Elle possede la
propriété de se lier 3 I'ADN in vitro (Moelling et al., 1985).

III. LES PROTO-ONCOGENES c-myb ET c-ets

a. c-myb
- Structure

Le géne c-myb chez le poulet, contient sept régions homologues a
v-myb : El a E7 (Figure 17) (Klempnauer et al., 1982). Les régions cellulaires
E2, E3, E4, E5, E6 possedent les caractéristiques des séquences exoniques : un
cadre de lecture ouvert et des sites d'épissure donneur et accepteur nécessaires
a I'élimination des introns. '

La région El présente dans AMV correspond & un exon cellulaire
flanqué en 5' d'une région intronique qui comporte le site d'épissure accepteur
utilisé dans AMV lors de la formation de I'ARN sous-génomique A gag-myb de
2.5 kb. Dans E26 la région E! est amputée en 5' de sa partie intronique et du
début de l'exon, la jonction gag-myb se fait de telle sorte que le cadre de
lecture de c-myb soit conservé.

La région E7 correspond dans AMV a un exon cellulaire tronqué dans
sa partie 3' et dont le cadre de lecture se poursuit dans env. Dans E26,
I'nomologie avec c-myb s'arréte dans I'exon cellulaire E6, lui aussi, tronqué dans
sa partie 3' et dont le cadre de lecture se poursuit dans v-ets (Leprince et al.,
1983 ; Nunn et al., 1983).

Le proto-oncogéne c-myb est trés conservé phylogénétiquement
(Leprince et al., 1983 ; Franchini et al., 1983 ; Gonda et al., 1985 ; Slamon et
al.,, 1986 ; Katzen et al.,, 1985). Chez !'nomme, MYB est localisé sur le
chromosome 6q22-24 (Harper et al., 1983).

L'étude des ADN complémentaires des ARNm c-myb chez le poulet
(Rosson et Reddy, 1986), la souris (Gonda et al., 1985) 'homme (Slamon et al.,
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1986), la drosophile (Katzen et al., 1985) montre une trés forte homologie entre
les protéines c-myb des différentes espéces considérées. Les séquences
protéiques correspondant aux exons El et E2 sont particulierement bien
conservées : 92 % d'homologie entre les exons humains et aviaires, et 99,5 %
entre les exons humains et murins. Ces exons correspondent au domaine amino-
terminal des protéines c-myb ol trois séquences d'environ 50 résidus se trouvent
répétées. La région de la protéine c-myb responsable de l'affinité pour I'ADN
est localisée dans le domaine amino-terminal de la protéine virale p45v-myb,
Ce domaine est particulidrement bien conservé chez les protéines virales et
cellulaires (Kiempnauer et al., 1986c ; Klempnauer et Sippel, 1986a ; Peters et
al., 1987). Elles possédent au moins deux sites antigéniques situés dans cette
région ; lorsque l'un d'entre eux est bloqué par un anticorps monoclonal, la
protéine v-myb exprimée dans un systéme bactérien ne fixe plus I'ADN. D'autre
part, la délétion de ce domaine entraine la perte de la capacité de
cette protéine 3 se fixer sur I'ADN. La protéine p45Y-Myb ainsi tronquée n'a
plus d'activité transformante (Ibanez et al., 1988). De plus, l'étude du produit
des mutants E26, thermosensibles pour la transformation des myéloblastes a
montré que le domaine myb de la protéine de fusion P135 §ag-myb-ets mutée
n'était plus capable de se lier 3 I'ADN (Moelling et al., 1985). Enfin, il existe
97 % dhomologie entre les séquences protéiques humaines et aviaires
correspondant de l'exon E5. La séquence protéique des protéines p45v-myb et
p75C-myb différent par 11 substitutions d'acides aminés. Des expériences de
mutagénese dirigée, ont montré que ces divergences n'étaient pas nécessaires a

I'activité transformante de la protéine p45V-myb (Stober-Grasser et al., 19883).
- Expression

Le proto-oncogene c-myb est transcrit chez le poulet en un ARN
messager de 4.0 kb qui code pour une protéine de 75 kd, p75 c-myb, dont la
p45V-myb représente une version tronquée aux extrémités N- et C-terminales.

Chez I'nomme, le produit du proto-oncogéne MYB est une protéine
de 80 kd, p8OMYB (Klempnauer et al., 1986b).

Les protéines c-myb sont nucléaires, elles possédent la capacité de se
lier 3 I'ADN. Ainsi, la majeure partie des protéines c-myb est associée a la
chromatine, une fraction d'environ 5 % reste associée a la matrice nucléaire

(Klempnauer et al., 1986b ; Klempnauer et Sippel, 1986a).
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Les protéines c-myb ont une demi-vie d'environ une heure. Cela
suggere un rdle régulateur éventuel, rle qui semble &tre une caractéristique

des protéines nucléaires (Hann et Eisenman, 1984 ; Reich et al., 1983).

Récemment, un deuxiéme transcrit du proto-oncogéne c-myb a été
mis en évidence dans les cellules normales et tumorales de souris (Rosson et al.,
1987 ; Shen-Ong et al.,, 1987). Cet ARN messager comporte un exon
complémentaire nommé E6A non transduit dans les virus AMV ou E26. Le rdle
de la synthese multiple de protéines myb & partir d'un seul géne myb reste a
définir.

Le proto-oncogene c-myb est exprimé d'une part, dans les cellules
hématopoiétiques et plus particuliérement dans les cellules immatures (Gonda
et al., 1982 ; Coll et al., 1983 ; Sheiness et Gardiener, 1984 ; Gonda et Metcalf,
1984) et d'autre part, pendant la prolifération des fibroblastes embryonnaires de
poulet (CEF) (Thompson et al., 1986). L'expression de c-myb ne semble pas
spécifique d'un type cellulaire mais plutdt du niveau de prolifération de
celui-ci, La différenciation cellulaire s'accompagnerait d'une diminution de
I'expression de c-myb (Westin et al.,, 1982 ; Sheiness et Gardiener, (984 ;
Craig et Block, 1984).

La relation entre le taux d'expression de c-myb et les différentes
étapes du cycle cellulaire semble dépendre du type de cellules que Il'on
considére et de leurs conditions de culture. Il semble que l'augmentation du taux
de transcription de c-myb précéde les changements dans la morphologie et le
contenu en ARN de la cellule (Stern et al., 1986).

Ce taux de transcription mesuré de c-myb ne varie pas ou peu dans
les cellules CEF ou MSB1 quiescentes ou en phase exponentielle de croissance.
Cependant, le traitement de ces cellules par la cycloheximide (inhibiteur de la
synthese peptidique) induit une augmentation de la transcription de c-myb
(Thompson et al., 1986).

b. c-ets

En 1985, la connaissance des équivalents cellulaires normaux de
v-ets, était tres limitée,

Chez !'nomme, deux loci homologues & v-ets localisés sur deux
chromosomes différents avaient été mis en évidence.

- Hu-c-ets-1 ou ETS-1 sur le chromosome 11q23-24 (De Taisne et al.,
1984 ; Watson et al., 1985).
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- Hu~c-ets-2 ou ETS-2 sur le chromosome 21q22-1-22-3.

Ces deux loci ont également été localisés sur des chromosomes
différents dans le génome de la souris et du chat (Watson et al., 1986).

La comparaison de la séquence nucléotidique partielle d'un fragment
génomique du locus ETS-1 et d'un ADNc du locus ETS-2 avec le geéne viral v-ets
permettait 3 cette époque de définir trois régions d'homologie dont deux
seraient spécifiques de ETS-1 et de ETS-2, la troisiéme, (14 codons), étant
commune aux deux loci (Figure 18). Le cadre de lecture reste ouvert en 5' et en
3' de ces régions d'homologie et aucun site d'épissure donneur ou accepteur ne
les délimite.

En 3', les 13 derniers codons de ETS-2 sont totalement différents de
v-ets. Ainsi la partie v-ets de la protéine virale P135 gag-myb-ets et |e produit
de ETS-2 différent a leur extrémité C-terminale,

Les séquences protéiques codées par ETS-1 et ETS-2 (Watson et al.,
1985) présentent respectivement 98% et 95% d'homologie avec leurs
équivalents viraux. Cette conservation au cours de ['évolution suggere
I'importance du rdle probablement joué par ce gene dans la cellule normale,

ETS-1 est transcrit en un ARN messager unique de 6,8 kb, ETS-2
donne naissance a trois ARN messagers de 4,7 ; 3,2 ; 2,7 kb (Watson et al.,
1985).

Chez le poulet, I'étude des produits du géne c-ets a été réalisée grice
a I'utilisation d'un antisérum spécifique de v-ets (Chen et al., 1985 ; Ghysdael et
al., 1986a ; Ghysdael et al., 1986b). Deux familles de protéines exprimées par
deux loci différents c-ets-1 et c-ets-2, ont été identifiées :

- une protéine de masse moléculaire 54 kd, p54 ¢-€ts-1 exprimée 3 un
taux élevé dans les lymphocytes du thymus et de la bourse de Fabricius, a un
taux faible dans les lymphocytes circulants et dans les autres tissus (Ghysdael
et al., 1986a). La p54 C-ets-1 est localisée dans le noyau cellulaire comme la
protéine virale, P135 gag-myb-ets et la protéine p45v-myb (3, Ghysdael,
communication personnelle). Une protéine de 56 kd, p56 C-ets-l ainsi que
d'autres en moins grande quantité sont exprimées a un taux plus faible dars les
mémes cellules. La p56 C-€ts-1 est apparentée 3 la protéine p54 C-€ts-1 et des
travaux récents (Pognonec et al.,, 1988) montrent qu'elle en dérive par
modifications post-traductionnelles.

- Trois protéines de 60, 62, 64 kd, p60 C-ets-2 pg2 c-ets-2

p64 C-€ts-2 comportant un domaine limité d'homologie avec la protéine
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p54 c-ets-1  sont exprimées a taux élevé dans les macrophages normaux ou
transformés mais ne sont pas mises en évidence dans les cellules de moélle
osseuse ni dans les cellules lympholdes immatures (Ghysdael et al., 1986b). De
plus, la synthése des protéines p6X-ets-2 et peli-€ts-2 est augmentée dans les
myéloblastes transformés par AMV dont la différenciation en macrophages est
induite par le TPA (12-0-tétra-décanoyl-phorbol-1.3-acétate). Les protéines
p60, p62, p64 C-€ts-2 pourraient donc jouer un rdle dans la différenciation des

macrophages.

Ainsi l'expression du proto-oncogene c-ets-1 chez le poulet et chez
I'hnomme se révéle trés complexe. Cette complexité nous a incités a étudier
chez le poulet l'organisation génomique et l'expression de ce géne (par le biais
des ADN complémentaires (ADNc) des ARN messagers c-ets-1 codant pour la
protéine cellulaire p54 c-ets-l), Cette étude nous permettra d'une part,
d'analyser les différences existant entre le géne viral et son homologue
cellulaire normal ainsi que la responsabilité de ces divergences dans l'activité
transformante du rétrovirus E26. D'autre part, nous essaierons de proposer un

modele de mécanisme A l'origine de la transduction de c-ets-1.
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I. ORGANISATION DES SEQUENCES HOMOLOGUES A v-ets

DANS LE GENOME DE POULET (ARTICLE 1 EN ANNEXE)

Cette étude a été réalisée en collaboration avec D. Leprince et
A. Gegonne en utilisant des banques d'ADN cellulaire de poulet. 80 kbp d'ADN
cellulaire ont été clonés dans 11 phages (vecteur Charon 4A) et sélectionnés a
I'aide de sondes virales (Figure 19). L'étude en microscopie électronique des
"hétéroduplex" (hybrides d'ADN génomique et proviral) montre que les séquences
homologues a v-ets se répartissent en deux domaines que séparent 40 kbp d'ADN
cellulaire non apparenté au géne viral.

Le premier domaine comporte deux régions d'homologie oet 8 qui
représentent environ 230 nucléotides de l'extrémité 5' de v-ets, le deuxieme
domaine comporte 6 régions d'homologie, nommées a a f, qui rendent compte de
la majeure partie du géne viral, i.e. 1200 nucléotides.

Afin de déterminer la nature exacte de a , B,a et f, ainsi que leur
relation avec l'oncogéne viral v-ets, nous en avons déterminé la séquence
nucléotidique, (Figure 20). ;

Il apparalt que o et B possédent les caractéristiques de séquences
exoniques : un cadre de lecture ouvert, colinéaire 3 v-ets flanqué de sites
accepteur et donneur d'épissure. Il en est de m&me pour a qui fusionne avec
l'exon B grice a des sites d'épissure donneur et accepteur adéquats pour
engendrer l'extrémité 5' de v-ets (Figure 20). |

Quant a la région f, elle se présente comme un exon tronqué
(Figure 21). Les résultats de séquence montrent que les 13 derniers codons du
gene cellulaire (exon f) sont remplacés par 16 codons différents dans v-ets. Ainsi
la protéine cellulaire p54 C-ets-1 et la partie v-ets de la protéine virale
P135 gag-myb-ets poyrraient différer 3 leur extrémité C-terminale.

Par ailleurs, l'utilisation d'une sonde spécifique de o et B a permis
d'observer que ces séquences ne sont pas transcrites dans 'ARNm majoritaire de
7,5 kb codant probablement pour la protéine p54 C-ets-1 exprimée 3 taux élevé
dans les cellules MSB1 (lignée de cellules lymphoides transformées par le virus de
Marek). Ainsi la protéine cellulaire p54 C-ets-l1 et la partie v-ets de la
protéine P135 §ag-myb-ets diffsrent également dans leur région N-terminale.

Cela nous a amenés a nous poser les questions suivantes : tout
d'abord, quelle est la relation entre le domaine v-ets de P135 8ag-myb-ets et
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c—ets—1 chez le
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son équivalent cellulaire présumé p54 C-€ts-1 ? Ensuite, quelle est la nature de
o et B et comment furent-ils transduits dans E26 ? Enfin, quelle est l'origine
des 16 derniers codons de v-ets ?

Pour répondre a ces questions, nous avons étudié des ADN
complémentaires des ARNm c-ets-1 issus de banques d'embryon de poulet ou de
cellules de rate de poulet.

II. ETUDE DE L'ADN COMPLEMENTAIRE DE L'ARNm c-ets-1
CODANT POUR LA PROTEINE P54 c-ets-1 (ADNC TYPE I)
(ARTICLE 2 EN ANNEXE)

L'utilisation d'une banque d'ADN complémentaires des ARNm c-ets-1
de cellules de rate de poulet, cellules qui expriment 3 taux élevé la protéine
p54 €-ets-1 (Chen et al., 1985) a permis d'isoler dans un premier temps un ADNc
de 1,4 kb correspondant a la majeure partie de v-ets (3 l'exception de la région
5"). 1l représente la partie codante de I'ARNm majoritaire c~-ets-1 dont la taille
est de 7,5 kb et ne posséde pas en 3' la région non traduite et la queue de
poly A.

En effet, il existe un site EcoRI localisé au niveau du codon de
terminaison de l'exon f (Figure 21), ce site n'a pas été correctement protégé par
la méthylation au moment de la construction de la banque d'ADNc et a été
utilisé comme site de clonage. Afin d'isoler le fragment correspondant aux
séquences 3' non codantes de I'ADNc, une deuxiéme banque d'ADNc de
fibroblastes embryonnaires de poulet a été criblée avec une sonde virale. Un
ADNc de 2.0 kbp environ a été isolé, il se compose de deux fragments EcoRI,
'un de 1,3 kbp correspondant a la majeure partie de v-ets et l'autre de 0,8 kbp
non homologue au géne viral, s'hybride avec le clone génomique c-ets-5
contenant l'exon f et correspond a la partie 3' non codante de I'ARNm c-ets-1
(Figure 19).

1) Expression dans un systeme eucaryote

Afin de comparer la protéine codée par I'ADNc décrit ci-dessus et la
protéine p54C-ets~1 normale, cet ADNc a été cloné dans un vecteur
d'expression, pSVL, contenant un promoteur SV40 et les signaux d'épissage et de
polyadénylation nécessaires a la transcription et a la traduction du fragment




C0s-1 C0S-1 Cos-1

+ADNc p54 +ADNc p54 Thymus de poulet
orientation inversée sain

A Aa A
<-p56
<-p54

7

1, 3, 5, 7 : immunoprécipitation par un sérum anti-ets-A.

2, 4,6 immunoprécipitation par un sérum anti-ets-A inhibé par un exces de

protéines bactériennes immunogénes.

Figure 22 : expression de I'ADNe p54c—8ts—1dm1s les
cellules COS-1
comparaison avec les protéines c—ets-1
normales exprimées dans le thymus de
poulet sain
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inséré (Figure 22). Le vecteur pSVLets ainsi obtenu, est transfecté vpar la
méthode au sulfate de dextran dans les cellules COS-1 de singe (Gluzman et
al., 1981). Ces cellules expriment la protéine large T de SV 40 et sont
permissives pour sa réplication. Elles permettront la transcription et donc la
traduction dans un systéme cellulaire eucaryote du géne inséré dans un vecteur
contenant une origine de réplication de SV40. Celles-ci s'accompagnent
respectivement de la maturation des ARN messagers et des modifications post-
traductionnelles des protéines, mimant ainsi l'expression d'un géne eucaryote
normal. Les cellules sont marquées a la méthionine 35S puis lysées. Les lysats,
immunoprécipités par un sérum anti-etsA, correspondant a une région située a
une centaine de résidus en amont de l'extrémité C-terminale (Gégonne et al.,
1987) révélent que les cellules transfectées par pSVLets synthétisent deux
polypeptides majeurs de 54 et 56 kd environ. Ces protéines malgré une masse
moléculaire théorique de 48 kd migrent en gel d'acrylamide-SDS comme les
protéines p54Cc-€ts-1 et p56C-ets-1 normales exprimées dans le thymus de
poulet. De plus, leurs cartes peptidiques sont identiques a celles des protéines
normales (J. Ghysdael, communication personnelle).

Cet ADNc est donc capable de coder pour p54 C-€ts-1 et pour
p56 €-ets-1 qui en dérive par modification post-traductionnelle (Pognonec et
al., 1983).

2) Analyse de la séquence nucléotidique

La séquence nucléotidique de cet ADNc a été déterminée par la
méthode des terminaisons de chaines de Sanger et al., 1977, (Figure 23). Elle
commence en 5' par un codon d'initiation situé dans un contexte favorable selon
la séquence consensus d'initiation des ARNm eucaryotes définie par Kozak
(1986).

- Un large cadre de lecture ouvert (nt 1 & nt 1404) apparalt colinéaire
a v-ets 3 5 mutations ponctuelles prés. Ce domaine s'étend de l'exon a a la
premiere partie (100 nt, environ) de I'exon F de I'ADN cellulaire.

- En 3', les séquences de v-ets et de I'ADNc divergent et nous ne
connaissons pas pour l'instant l'origine des 16 derniers codons de v-ets. En raison
de cette divergence, nous avons appelé f la partie de l'exon cellulaire
homologue a v-ets et F ['exon lui-mé&me. .

- En 5', les 79 premiers nucléotides codants de cet ADNc sont

différents de o et 8 . Une sonde spécifique (fragment EcoRI-Clal Figure 24) a
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. . . . 350 . . .
CAAGGCGCTCCGCCCCCOCTCCCCCGECGCAGCAGCCCCCCCCCAGTTCCCAGTCCCOGTCCCCTCCCTCCGGTCTCAACC

. . . . 3 *_Cisd .
ATG AAG CCG GCGC GTG GAC CTG AAG CCC ACC CTG ACC ATC ATC AAG ACG GAG AAG GTG GAC ATC CAT CTC TT(
Met Lys Ala Als Val A Leu Lys Pre Tihr Leu The fic lle Lys Tiwv Glu Lys Vol Asp lle Am Leu Phe

TAC AGC ACA . 100 Meet
CCG TCC CCC{GAT|ATG GAA TGT GCA GAT GTG CCT TTG TTA ACC CCC AGC AGC AAG GAA ATG ATG TCT CAG GCA
Pre Phe Pro A t Glu Cys Ala Asp Val Pro Lev Leu Thre Pro Ser Ser Lys Giu Met Met Ser Gin Ala

. . .

Tye Ser Tiw
Y s . . . . 200

CTG AAA GCC ACC TTC AGT GGC TTC CCA AAG CAG CAG cAG CGG CTC GCA ATC CCC AAA GAT CCC CAGC CAG TGC
Leu Lys Als Thr Phe Ser Gly Phe Ala Lys Glu Cin Cin Arg Leu Gly lle Pro Lys Amp Pro Gin Gin Tep

- . . 250 .« .. . .

ACA GAG ACG CAC GTG CCG GAC TGG GTG ATG TGG GCA GTG AAT GAG TTC AGC CTG AAC GGA GTG GAT TTC CAG
The Glu The Mis Yal Arg Am T Val Met Trp Ala Val Asn Glu Phe Ser Leu Lys Gly Val Am Phe G

. 300 . . . . 330 .

AAG TTC TGC ATG AAC CGA GCT GCC CTG TGC GCC CTG GGC AAG GAG TGC TTC CTG GAG CTA CCG CCT GAC TTT

Lys Phe Cys Met Asn Gly Ala Ata Leu Cys Ata Leu Gly Lys Glu Cys Phe Leu Giu Leu Ala Pro Am Phe

. . Syttt «00 . . .
CTG CGA GAT ATC CTT TGG GAA CAC CTG GAG ATC TTG CAG AAA GAA GAG GCA AAA CCA TAC CCA GCA AAT GGA
Val Gly Amp lle Leu Trp Glu His Leu Glu fle Leu Gin Lys Glu Glu Ala Lys Pro Tyr Pro Ala Asn Gly

- 430 - . . - 300
CTG AAT CCA CCC TAT CCA GAA TCC CGC TAT ACT TCA GAC TAC TTC ATT AGT TAT GGC ATC GAG CAC GCA CAG
Val Asn Ala Ala Tyr Pro Glu Ser Arg Tyr The Ser Asp Tyr Phe lie Ser Tyr Gly lle Cly His Als Cin
. . - . 350 - . .

TGC GTC CCT CCC TCC CAG TTC TCT GAC CCC AGC TTC ATC ACA CAGC TCC TAC CAG ACC CTC CAT CCC ATC AGC
Cys Val Pro Pro Ser Clu Phe Ser Glu Pro Ser Phe lle The Glu Ser Tyr Gin The Leu His Pro lie Ser

- . 600 . . . -
TCG GAA CAG CTT CTG TCC CTC AAG TAC CAC AAC CAC TAT CCC TCA CTC ATC CTY CCT CAC CCC GTC CAG ACG
Ser Glu Glu Leu Leu Ser Leu Lys Tyr Glu Asn Asp Tyr Pro Ser Val lle Leu Arg Axp Pro Val Cin The

€50 - - - - 700 "

GAC TCC CTG CAG ACA CAC TAC TTC ACA ATC AAG CAA GAA CTG GTA ACG CCA GAC AAC ATG TGC ATC GGA CGT
Amp Ser Leu Gin The Asp Tyr Phe Thr lle Lys Gln Glu Vval Val The Pro Asp Asn Met Cys Me: Gly Acg

. . - . 750 . . .
AGT CCGA GCT AAA CTG GGT GGC CAG GAC TCC TTT GAG AGC ATA GAG AGC TAC GAC AGC TGT GAC CGC CTG
IS Acg Gly Lys Leu Cly Gly Gin Asp Ser Phe Glu Ser lle Glu Ser Tyr Asp Ser’ Cys Awp Arg Leu

200 .. - . . L 350 -

ACA CAG TCC TC/2 AGC AGC CAG TCC TCC TTC CAC AGC CTG CAC CGC CTC CCC TCC TAC CGAT AGC TTT GAC TCA

The Gln Ser Trp Zer Ser Cin Ser Ser Phe Gin Ser Leu Gin Arg Val Pro Ser Tyr Asmp Ser Pie Amp Ser
. . . 900 - . .

GAG GAC TAC CCC GCC GCC CTG CCT AAC CAC AAG CCC AAG GGC ACC TTC AAG GAC TAT GTT CGA GAT CGG GCT

GCls Asp Tyr Pro Ala Ala Leu Pro Asn HMis Lys Pro Lys Cly The Phe Lys Ap Tyr Val Acg A% Arg Ala
. 950 . . - . 1000

GAC ATG AAC AAG CAC AAG CCT GTC ATT CCT GCC CCT CCC CTC CCC GGC TAC ACA CCC ACT GCA CCC ATC CAA
Am Met Asn Lys Asp Lys Pro Val lle Pro Ala Ala Ala Leu Ala Gly Tyr Tiw Gly Ser Gly Pro i€ Gin

. . . - 1030 C . .
CTC TGG CAA TTC CTG CTG CGAG CTG CTC ACT GAC AAC TCC TGT CAG TCC TTC|ATA|AGC TGG. ACG GGT CAT GGC
Lew Trp Gin Phe Leu Leu Glu Lew Lew The Ap Lys Ser Cys Gin Ser Phe [ile Trp The Gly Am Gly

tle
. Hind M 1100 . . . . 1150

TCC CAC TTC AAC CTT TCC CAT CCA GAT CGAG GTG CCC AGG CCG TGG CGC AAC AGG AAA AAC AAG CCC AAG ATC
Trp Clu Phe Lys Leu Ser Am Pro Asp Glu Val Ala Arg Arg Tep Gly Lys neg Lys Asn Lys Pro Lys Met
200 .

B B . .. C . .
TAT CAC AAC CTC AGC CCT CCT CTC CGT TAC TAT TAC CAC AAC AACIATCIATC CAC AAG ACG GCC CGC AAG
Tyr Glu Lys Leu Ser Arg Gly Leu Arg Tyr Tyr Tyr Asp Lys Asn flte (lie His Lys The Ala Gly Lys
Val
. . 1250 . M ° ACTCA TCA CCA
CGC TAC CTC TAC CGC TTC CTC TCC CAC CTG CAG AGC CTG CTC GGC TAC ACA CCA GAG GAG €CTG CAC GCC ATG
Acg Tyr Val Tyr Arg Phe VYal Cys Asp Leu Gin Ser Leu Leu Gly Tyr Tiw Pro CGlu Glu Leu His Ala Met
1300 His Ser Ser Ala
TCT GCT G C T CAGCATG CGTGC AGCTCCT TTGA . 1330 - .
CTG GAC GTC AAG CCA CAT GCT CGAT GAG TCAATTCTGAAGAGCTTATCGCACTTCATCTTTTTITITITTIITITTITTGCTTTIT
Lteu Asp Val Lys Pro Amp Ala Awp Glu e
Ser Cly Leu Thr Ser Ser Met Ala Cys Ser Scr Phe ®o¢

. . 1400 . . . . 1830 .

TTTTTTCGTTATTTTITTCTTAGAGAGCAACTCAGATTTCATGCTTTCAGGATGTTGGGAGACAGGGTGCAGGGCGAGTCAAAC
TICTGGTTCCAATAACCTCCACACTTTGCTTCACAGAAGGATGACCCTTTCTTITCCTCACACCTCCAGCACAGCCTTCTTTGRLE
TCACATTCTCAGTTTTAAGAAAGCCACAAAAATCTAGCTCACTTTAAAAACGAAAAAAGAAAAANAAAAAAGAAAAAAGCAAAC
ACGAAAACCTCCCCGTCCCYCGCTCUCTAGGAAAAATATTAACAAACCGATCC

Figure 23: séquence nucléotidique de I'ADNe p54¢—ets-1
comparée a v—ets
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permis de localiser leur présence sous forme d'un petit exon appelé 1 puisqu'il
contient le codon d'initiation de la protéine p54c-ets-1, dans le domaine de
40 kbp non apparenté au gene viral. Cette région génomique d'homologie avec
I'ADNc est limitée en 3' par un site d'épissure donneur. Par contre, en 5' du
codon d'initiation, aucun site d'épissure accepteur n'a été mis en évidence et le
cadre de lecture reste ouvert en 5' de cet ATG.

, L'ADNc p54 c-ets-1 permet de détecter dans la cellule normale trois
ARN messagers de tailles différentes : 7,5 kb pour l'espéce majeure, 2,2 et
1,5 kb pour les espéces mineures. Actuellement, nous ne savons pas quel ARNm
correspond effectivement a I'ADNc p54 c-ets-1 1 a taille de celui-ci (environ

2,0 kbp) laisse supposer qu'il correspond 3 I'ARN messager c-ets-1 de 2,2 kb.

Deux hypothéses peuvent &tre émises quant a la nature et 3 la
localisation des régions promotrices qui dirigent la transcription de ce locus :

- les deux ARNm (7,5 et 2,2 kb) possedent la méme origine de

transcription et résultent d'un épissage alternatif d'exons traduits ou

non,

- les deux ARNm possedent des régions promotrices différentes.

L'étude des séquences leaders des deux ARNm (7,5 et 2,2 kb) non
traduites dans la protéine p54 C-etS-1 permettrait de le vérifier et de localiser
dans I'ADN génomique les régions promotrices de ces ARNm. Pour ce faire,
deux types d'expériences sont envisagés :

- I'isolement et la séquence d'ADNc de plus grande taille dont les

séquences leaders en 5' sont plus longues,

- la localisation de ces séquences leaders dans I'ADN génomique.

Actuellement seule une centaine de nucléotides de la région 5' non
traduite est connue. La séquence de son homologue cellulaire dont nous
disposons, ne présente pas de signal caractéristique du début de la transcription
tel que la séquence TATA. Elle comporte un cadre de lecture ouvert ainsi que
des séquences répétitives GGA. De plus, cette région est riche en G et C, ce qui
semble caractériser les promoteurs de certains génes (Dynan et al., 1986). Les

exemples actuellement connus appartiennent a la famille des génes codant pour
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des enzymes impliqués dans des réactions métaboliques essentielles de la cellule
(housekeeping gene).

Ces seules informations ne nous permettent pas de choisir entre les
deux hypothéses émises précédemment.

CONCLUSION

L'ADNc de I'ARNm p54 c-€ts-1 jsolé est colinéaire i v-ets, sauf aux
extrémités 5' et 3'. L'origine de l'extrémité 5' se trouve dans les 40 kbp d'ADN
non homologues a v-ets, alors que celle de I'extrémité 3' est encore inconnue.

Ainsi, I'ARNm codant pour la p54 C-€ts-1 ne contient pas les exons
o et B situés en amont dans I'ADN cellulaire. Ces exons présentent pourtant
des structures exoniques typiques et sont accolés, par un épissage adéquat, a
I'exon a dans v-ets. Cela pourrait suggérer l'existence d'un mécanisme
d'épissage alternatif qui accolerait tantdt l'exon I, tantdt les exons ¢ et 8 3 un
groupe commun d'exons a a F pour engendrer au moins deux protéines distinctes
mais apparentées.

Pour vérifier cette hypothese, il fallait donc isoler un deuxiéme type
d'ADNc correspondant a un ARNm c-ets-1 qui serait le progéniteur direct de
I'oncogene viral v-ets puisque possédant les séquences o et B en position 5'.
C'est ce que nous relatons dans le paragraphe suivant.

IHl. ETUDE D'UN ADNC D'UN ARNm c-ets-]1 CODANT POUR UNE
PROTEINE P63 S-ets-1 (ADNc TYPE II) (ARTICLE 3 EN
ANNEXE).

Les séquences & et R ne sont pas transcrites ou trop faiblement pour
étre détectées parmi les ARNm des cellules lymphoides exprimant la protéine
p54c-ets-1 (Gégonne et al., 1987). L'utilisation d'une sonde spécifique
de oet B pour cribler denombreux clones de deux banques d'ADN
complémentaires des ARNm, l'une préparée A partir d'embryon de poulet,
l'autre a partir de cellules de rate de poulet, a permis d'isoler deux ADNc de
type II (respectivement ADNc 68-1 : 1,5 kbp et 68-2 : 1,4 kbp) d'un méme
ARNm c-ets-1 possédant les séquences o et B en position 5 a la place des
séquences de !'exon I.
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1) Expression dans un systéme eucaryote

Ces ADNc ont été exprimés dans des cellules COS-1 aprés clonage
dans un vecteur d'expression pSVL, comme il a été décrit précédemment pour
I'ADNc ps54c-ets-1, Ils dirigent la syntheése d'une protéine de 68 kd
spécifiquement immunoprécipitée par deux séra anti-ets (Figure 25), le sérum
anti-etsA (Ghysdael et al.,, 1986a ; Gégonne et al.,, 1987) qui reconnait les
séquences communes & la protéine virale P135gag-myb-ets et 3 la protéine
p54 c-ets-1, le sérum anti-etsB (Gégonne et al., 1987) spécifique de la région
codée par o et B .

La protéine déduite de la séquence nucléotidique de ces ADNc de
type II comporte 485 acides aminés, soit une masse moléculaire de 53 kd, alors
que celle observée en gel d'acrylamide -SDS est de 68 kd. Cette différence
entre les masses moléculaires prédite et observée peut s'expliquer en partie par
la richesse en proline de l'extrémité amino-terminale de la protéine pé68.

Cette nouvelle protéine p68 C-€ts-1 est exprimée 3 un taux
relativement faible comparativement a p54 C-€ts-1 dans les cellules de rate de
poulet, par contre on ne la détecte pas dans les thymocytes ou des lignées de
cellules lymphoides. Afin de confirmer la parfaite correspondance entre la
protéine exprimée dans les cellules COS-1 a partir de 'ADNc de type II et la
protéine pé68 exprimée dans les cellules de rate de poulet, une carte peptidique
de ces protéines par hydrolyse partielle par la protéase V8 a été établie
(Figure 26) (Cleveland et al., 1977). Les cartes peptidiques obtenues dans les

deux cas sont les m&mes, les deux protéines sont donc identiques.

2) Analyse de la séquence nucléotidique

Les ADNc 68-1 et 2 présentent un large cadre de lecture ouvert
colinéaire a v-ets sauf dans la région 3' ou les séquences divergent. La
comparaison de v-ets et de ces ADNc révéle la présence de sept mutations
ponctuelles dont cing sont conservatives (Figure 27 et 28).

Il est difficile d'identifier avec certitude le codon d'initiation de p68
c-ets-1 parmi les cing ATG présents dans la région 5'. Cependant, deux d'entre
eux (situés aux nucléotides 85 et 175) ne sont probablement pas utilisés car ils
se situent dans un contexte peu favorable (Kozak, 1986). Les trois autres codons

d'initiation se trouvent dans un bon contexte et sont tous susceptibles d'étre
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Figure 26: action de la V8 protéase de Staphyloccus aureus
sur les protéines pa6C e lextraites de cellules

de rate de poulet sain (A) ou exprimées dans
les cellules COS-1(B)



v-ets
c-ets
c-ets
v-ets

TACAAGTGTGGGGAGCCGTGGAGGACATAAGCTTTTTCCTTGG TCTTCCAGATAAGTAGCACCTCAGAG
— — —

ATGAT(.ZASTTACTACATQGACACAACCAﬂGGCAGCACGGGTCCTTATCCTTPGGCK‘CGCCCTGGAGTG_A.HCMGGTGCTMCAGCTGC

csave wa e

Met Met Ser Tyr Tyr Met Asp Thr Thr Ile Gly Ser Thr Gly Pro Tyr Pro Leu Ala Arg Pro Gly Val Met Gln Gly Ala Ser Ser ng
20

1 10

TGTGAGGACCCCTGG&:I‘&CCA‘I‘GCAGGCTGCAGKTGCCTGCTGCCCGCCCAEGTCGTGI‘NCCCGCCGTGGGATGAGGCGGCCATCCAG
Cys Glu Asp Pro Trp Met Pro Cys Arg Leu Gln Ser Ala Cys Cys Pro Pro Arg Ser Cys Cys Pro Pro Trp Asp Glu Ala Ala Tle Gln

40

GAA GTT CTC ACT GGC CTG GAG CAC TAC AGC
Gls val Pro Thr Gly Leu Glu His Tyr Ser Trp
10

60

ATG GAA TGT GCA GAT GTG CCT TTG TTA ACC CCC AGC AGC AAG GAA ATG ATG TCT
pfMet Glu Cys Ala Asp Val Pro Leu Leu Thr Pro Ser Ser Lys Glu Met Met Ser

80 90

CAS GCA CTG AAA GCC ACC TTC AGT GGC TTC GCA AAG GAG CAG CAG CGG CTG GGA ATC CCC AAA GAT CCC CAG CAG TGG ACA GAG ACG CAC
Gin Ala Leu Lys Ala Thr Phe Ser Gly Phe Ala Lys Glu Gln Gln Arq Leu Gly Ile Pro Lys Asp Pro Gin Gln Trp Thr Glu Thr His

100

110 120

GTS CGG GAC TGG GTG ATG TGG GCA GTG AAT GAG TTC AGC CTG AAG GGA GTG GAT TTC CAG AAG TTC TGC ATG AAC GGA GCT GCC CTG TGC
Val Arg Asp Trp Val Met Trp Ala Val Asn Glu Phe Ser Leu Lys Gly Val Asp Phe Gln Lys Phe Cys Met Asn Gly Ala Ala Leu Cys

130

140 150

GCC CTG GGC AAG GAG TGC TTC CTG GAG CTA GCG CCT GAC TTT GTG GGA GAT ATC CTT TGG GAA CAC CTG GAG ATC TTG CAG AAA GAA GAG
Ala Leu Gly Lys Glu Cys Phe Leu Glu Leu Ala Pro .A.lp Phe Val Gly Asp Ile Leu Trp Glu His Leu Glu Ile Leu Gln Lys Glu Glu

160 170 180
GCA AAA CCA TAC CCA GC. GGA GTG AAT GCA GCG TAT CCA GAA TCC CGC TAT ACT TCA GAC TAC TTC ATT AGT TAT GGC ATC GAG CAC
Ala Lys Pro Tyr Pro Al Gly Val Asn Ala Ala Tyr Pro Glu Ser Arg Tyr Thr Ser Asp Tyr Phe Ile Ser Tyr Gly Ile Glu His
190 200 210
GCA CAG TGC CTG CCT CCC mmmwcccmcmucmmmrmcmaécacurcccammcmcmmm
Ala Gln Cys Val Pro Prd Glu Phe Ser Giu Pro Ser Phe Ile Thr Glu Ser Tyr Gln Thr Leu His Pro Ile Ser Ser Glu Glu Leu
220 230 240

CTG TCC CTC AAG TAC GAG AAC GAC TAT CCC TCA GTC ATC CTT CGT GAC CCC GTC CAG ACG GAC TCC CTG CAG ACA GAC TAC TTC ACA ATC
Leu Ser Leu Lys Tyr Glu Asn Asp Tyr Pro Ser Val Ile Leu Arg Asp Pro Val Gln Thr Asp Ser lLeu Gla Thr Asp Tyr Phe Thr Ile

250

260 270

AAS CAA GAA GTG GTA ACG CCA GAC AAC ATG TGC ATG GGA CGTJGCC]AGT CGA GGT AAA CTG GGT GGC CAG GAC TCC TTIT GAG AGC ATA GAG
lys Gln Glu Val Val Thr Pro Asp Asn Met Cys Met Gly ArgJAlajSer Arg Gly Lys Leu Gly Gly Gln Asp Ser Phe Glu Ser Ile Glu

280

290 300

AGC TAC GAC AGC TGT GAC CGC CTG ACA CAG TCC TGG AGC AGC CAG TCC TCC TIC CAG AGC CTG CAG CGC GTC CCC TCC TAC GAT AGC TTT
Ser Tyr Asp Ser Cys Asp Arg Leu Thr Gln Ser Trp Ser.Ser Gln Ser Ser Phe Gln Ser Leu Gln Arg Val Pro Ser Tyr Asp Ser Phe

o

GAC TCA CAG GAC TAC CcQ
Asp Ser Glu Asp Tyr Prq
340

320 130

GCC CTG CCC AAC CAC AAG CCC AAG GGC ACC TTC AAG GAC TAT GTT CGA GAT CGG GCT GAC ATG AAC AAG
Ala Leu Pro Asn His Lys Pro Lys Gly Thr Phe Lys Asp Tyr Val Arg Asp Arg Ala Asp Met Asn Lys

350 360

GAC AAG CCT GTC ATT CCT GCC GCT GCC CTC GCC GGC TAC ACA GGC AGT GGA CCC ATC CAA CTG TGG CAA TTC CTG CTG GAG .CTG CTC ACT
Asp Lys Pro Val Ile Pro Ala Ala Ala Leu Ala Gly Tyr Thr Gly Ser Gly Pro Ile Gln Leu Trp Gln Phe Leu Leu Glu Leu Leu Thr

370

380 . 390

GAC AAG TCC TGT CAG TCC TTC ATC AGC TGG ACG GGT GAT GGC TGG GAG TTC AAG CTT TCC GAT CCA GAT GAG GTG GCC AGG CGG TGG GGC
Asp Lys Ser Cys Gln Ser Phe Ile Ser Trp Thr Gly Asp Gly Trp Glu Phe Lys Leu Ser Asp Pro Asp Glu Val Ala Arg Arg Trp Gly

400 410 420

G
ARG AGG AAA AAC AAG CCC AAG ATG) TAT GAG AAG CTG AGC CGT GGT CTG CGT TAC TAT TAC GAC AAG AAC JATC{ATC CAC AAG ACG GCC
Lys Arg Lys Asn Lys Pro Lys Met] Tyr Glu Lys Leu Ser Arg Gly Leu Arg Tyr Tyr Tyr Asp Lys Asn|Ilef Ile His Lys Thr Ala
Iy 430 440 Va : 450

CAC TCA TCA GCA TCT GGC TTG ACG

GGT AAG CGC TAC GIC TAC CGC TTC GIC TGC GAC CTG CAG AGC CTG CTG GGC TAC ACA CCA GAG GAG]CTG CAC GCC ATG CTG GAC GTC AAG
Gly Lys Arq Tyr Val Tyr Arg Phe Val Cys Asp Leu Gln Ser Leu Leu Gly Tyr Thr Pro Glu GlufLeu His Ala Met Leu Asp Val Lys

460

TCC AGC ATG GCG TGC AGCTCC TTT TGA
CCA GAT GCT GAT GAG TGA]attc

Pro Asp Ala Asp Gly *w«
Ser Ser Met Ala Cys Ser|Ser Phe ee»

470 His Ser ser Ala Ser Gly Leu Thr

Figure 27: séquence nucléotidique de I'ADNc p68 c-ets-1
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utilisés alternativement pour engendrer des protéines différentes par
leur extrémité N-terminale comme cela a déja été observé par Strubin et
al., 1986, pour un antigeéne (Ia) d'histocompatibilité, On observe d'ailleurs dans
les cellules COS-1 une protéine de 60 kd qui pourrait résulter d'un tel
mécanisme,

L'analyse des séquences nucléotidiques des ADNc correspondant aux
protéines p54 C-ets-1 et pg8 c-ets-1 a montré que I'homologie entre les deux
ADNc débutait avec I'exon a, au niveau du site d'épissage accepteur de celui-ci.
En amont de I'exon a se trouve tantdt l'exon I tantdt les exons a et B, le point
de jonction avec l'exon a correspond pour chacun d'eux a un site d'épissage
donneur,

Ces résultats prouvent l'existence d'un mécanisme d'épissage
alternatif a l'intérieur du locus c-ets-1 poulet, épissage alternatif donnant
naissance a deux protéines distinctes mais apparentées : p54 C-€ts-1 exprimée 3
taux élevé dans les organes lymphoides et p68 C-€ts-1 exprimée 3 taux plus
faible dans les cellules de rate de poulet.

L'utilisation d'une sonde spécifique de I'ADNc pé8 C-ets-1 3 permis de
détecter dans les cellules de rate de poulet et dans les embryons de poulet un
ARN messager c-ets-1 de 7,5 kb. La mé&me sonde ne le détecte pas dans le
thymus ni dans les cellules lymphoides, ce qui confirme nos observations
précédentes (Article 1). Les ARNm c-ets-1 de 2,2 et 1,5 kb ne sont pas détectés
non plus.

Curieusement, la taille de I'ARNm détecté par I'ADNc p68 c-ets-1
est de 7,5 kb, taille de l'espece majeure des ARNm c-ets-1. Ces résultats
suggerent l'existence d'un doublet d'ARNm de 7,5 kb correspondant aux ADNc
p54 et p68 c-ets-1 et sont confirmés par des expériences de protection d'ARN
(Figure 29) (Kruijer et al., 1984).

Un fragment de I'ADNc pé68-2, (EcoRI/Bgl II de 566 bp),
correspondant aux exons &, B,a et b a été cloné puis répliqué par la
polymerase T7 en un ARN complémentaire. Ce dernier est hybridé aux ARNm
de différentes types cellulaires (cellules de thymus, cellules lymphoides et
cellules de rate de poulet)., L'hydrolyse obtenue par la RNase permet de
visualiser la taille des hybrides ARNm/ARNc. Elle est de 305 bp (exon a et b)
pour le fragment commun aux deux ADNc p54 C-ets-l et pg3 c-ets-1  cet
hybride est retrouvé dans tous les types cellulaires ou sont exprimés la protéine
p54 c-ets-1 et/ou p68 C-ets-l, Le second hybride, de 566 bp, correspond aux




ADNc p68 18

rncma;rcimcscasccc
68-2
exon@ ! sseeccessctascscsnsne tctgcagG_cAcc******
ADNc p68  TGGAGGACATAAGCTTTTTCCTTGGTCTTCCAGATAAQTAGCACCTCAGAG 69
E26 i e e e s s e e e ATCAXGhk Rk hkktkhk*
v-myb ~ets
exon & kRt HhkE KRk KhkKk KEkE hkk Rhkk KAhkk RhkRk Fhkk Khkk whkht Khik
ADNc p68 ATG ATG AGT TAC TAC ATG GAC ACA ACC ATT GGC AGC ACG' 108
[ B - ] ———
E26 AhkEk KEkEX KX KAk %A% WRE KRR KRk KAk khkk Khkk Kwhkdk kkw
s.d
exon Q kkk kkk Kkk Khkk kkk Kk¥ *kk ¥4k *x% GTG ATG gta aga
L] —
ADNc p68 GGT CCT TAT CCT TTG GCT CGC CCT GGA GTG ATG CAA GGT 147
E26 AKhkk Khk *hkhk Khkk AhKh RARX *hk Khkhk RKAKX KAk HKhkdk KhAkk *%%
exon g cag aﬂTCAA GGT
: s.a
exon 8 Ahkk KKk KEkk Khkk Khkk Khhkk KAk Khhk KAk KAk Kk *kk *xk
ADNc P68 GCT AGC AGC TGC TGT GAG GAC CCC TGG ATG CCA TGC AGG 186
E26 ] Khk HKkhk Khkk Fhkhk k&% dhkh Kk Khkhk Khkk Khkk Khkhk Kkk kh%
Pst I
exonB ARE Kk *Xk¥% *‘** *hkk KhkEk Khkhk KAk KkEk%k Khhk FKkk Kkk khkk
ADNc P68 CTG CAG TCT GCC TGC TGC CCG CCC AGG TCG TGT TGC CCG 225
ADNc p54 GCT *C* G*C T*A AC* ATG AA* GCG GC* GT* GAC CTG AA*
EZ6 hhkk dhhk ***.*** xk* Kk Khkk Khkhk KAKX KhkRX Kk dhhkk Khk&
exon o fhkk Rhkk Kk Ahkk %Rk KAk NEE hhkhk *AkEk Hhkdk whk Kkk wh¥k
ADNc p68 CCG TGG GAT GAG GCG GCC ATC CAG GAA GTT CCC ACT GGC 264
ADNc p54 *%*C ACC CTG ACC ATC ATC *AG AC* **G AAG GTG GAC AT*
E26 Kkk  KhK KRK kkk Kkk KKK KRR AAR kkk RRR KRR AkK kKK
sLd
exon Q *kk Khkk kkk *k* AGC ACA Ggt agg G.- coc coec oo
ADNc pé68 CTG GAG CAC TAC AGC ACA GAT ATG GAA TGT GCA GAT GTG 303
ADNc p54 GAT CTC TT* CCG TCX C*¥C *xhk *hkk *hkk kit *kk *hkk *k*&
E26 *kk FKhkk KkK XAk *hkk Kkkk KRRC HhE REkE Khkk Kk RX®R ~-k**
exon a see see ce. bttt tea gAT ATG *%k  kkk kkk  kkk Kk
ADNc p68 CCT TTG TTA AC s.a 314
ADNc p54 * % % khkk Rk ¥ %
E26 *kk kkk hkk  kk
exon a *RK kdk Khw * %

Figure 30: extrémités 5' des ADNe ph4 et pogc—ets-1
comparées aux exonsa, §, a et a la jonction
myb—ets dans E26
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exons ¢, B, a et b ol o etg sont spécifiques de I'ADNc p68 c-ets-1, Cet
hybride est retrouvé uniquement dans les cellules de rate de poulet ol est
exprimé la protéine p68 C-ets-1, Il existe donc deux ARNm de 7,5 kb, distincts,
transcrits a partir d'une méme unité transcriptionnelle, codant pour deux

protéines distinctes mais hautement apparentées.

IV. TRANSDUCTION DE c-ets-1

Les séquences de v-ets et de I'ADNc de I'ARNm codant pour
p68 C-ets-1 sont trés homologues sauf dans leurs régions 3',

Cet ARNm p68 c-ets-1 peut &tre considéré comme le progéniteur
direct de l'oncogéne viral v-ets, La comparaison des extrémités 5' de v-ets et de
'exon o montre que la séquence nucléotidique de I'ADNc p68 C-ets-1 est
colinéaire a v-ets a partir du nucléotide 59 qui correspond a la région 5' de
I'exon alimitée par un site d'épissure accepteur d'une part et a la jonction
myb-ets dans le génome viral d'autre part. Cette observation appelle deux
commentaires :

. Il existe au moins 11 nucléotides en amont de I'ATG en position 70,
non codants dans I'ADNc p68 C-€ts-1 qui sont convertis en séquences codantes
dans v-ets (Figure 30).

. L'observation que la jonction myb-ets correspond exactement au
site d'épissure accepteur de l'exona ne peut &tre fortuite et nous avons donc
comparé la séquence myb-ets aux séquences génomiques c-myb et c-ets en
cherchant un site d'épissure donneur potentiel dans c-myb. Il apparait que le
point de recombinaison dans c-myb se situe au milieu de l'exon 6 (E6) et
présente une homologie certaine (6 nucléotides sur 10) avec une séquence
consensus donneur d'épissure (CAAGGgtagagt) (Figure 31) (Kozak, 1986).

Un mécanisme d'épissage aberrant entre un site d'épissure donneur
cryptique de l'exon 6 de c-myb et le site d'épissure accepteur normal de
'exon o de c-ets-1 a donc été 3 l'origine de la transduction de ces deux geénes
dans le rétrovirus E26. Des mécanismes d'épissage aberrants ont déja été
décrits pour l'activation de c-myb dans certains lymphosarcomes impliquant le
virus d'Abelson (Rosson et al., 1987) ou pour l'activation de c-erbB dans une
érythroblastose du poulet ALV-induite (Nilsen et al., 1985).

Trois modeles de recombinaison peuvent &tre proposés :

- un épissage illégitime entre deux ARN messagers d'origines




a Ba » f

E26 BLLss20s0000000002000207 llIlllllll|IllllllllF:E-:-.-’:!EE:-:::-l LLLILILRE
[} - 7% - -
aTe 929 . myb Ry ets - TE Py

-

~sd cryptiqué

-

i =

E6

sd: site d'épissure donneur

B

jonction myb/ets

aDNc p68 ... ... TA AGT AGC ACC TCA ---
s.a
cets-1 exon @ ... ... tct gca gGC ACC TCA ...
E26 .- ... GAT CAT GGC ACC TCA ---
c-myb exon E6 --- --- GAT CAT GGT TGC TTA -6--'
i . /10
séquence Consensus gAG Ggt aag t
d'un site d'épissure donneur s.d

Figure 31 : A—schéma général du meécanisme d'épissage

A l'origine de la jonction myb—ets

‘ B-séquences nucléotidiques des sites d'gpissure
f impliqués dans ce mécanisme
1

|




LIR LTR — NN —S- -
gag pol env
gag env
{ |
N\ c—erbB active
gag ¢! env
Voo !

TN v-erte

|
AT T TR - récepteur de 1EGF

fivation a TEGF | | Drotéine kinase

domaine
transmembranaire

Figure 32: A-représentation schématique de I'activation
de c—erbB par un ALY
- B-comparaison entre la protéine synthétisée,
la protéine v—erbB, et le récepteur de 'EGF




50

~

différentes conduisant 3 la formation d'un ARN messager
hybride composé d'exons appartenant a deux génes différents
(Konarska et al., 1985 ; Solnick, 1985).

- une translocation réunissant c-myb et c-ets et un ADN proviral

présent dans le génome cellulaire.

- lintégration d'un virus transportant déja l'un des deux

oncogeénes au voisinage du second oncogeéne cellulaire.

Bien que nous n'ayons pas d'évidence expérimentale étayant ce
troisiéme modele, il semble plus plausible que les deux autres et a déja été
exploré dans le cas des virus contenant un oncogéne c-erbB tronqué (Miles et
al., 1985 ; Nilsen et al., 1985). En effet, 1'étude d'une érythroblastose aviaire
induite par un ALV a montré que le provirus s'intégrait a l'intérieur du locus
c-erbB. L'analyse des ARNm c-erbB transcrits dans les cellules de moélle
osseuse leucémiques, a mis en évidence deux ARNm (7 kb et 3,6 kb) contenant
des séquences c-erbB. L'un d'entre eux a été plus particulierement étudié et
montre que la transcription s'initie dans le LTR en 5' du provirus, le parcourt
entiérement et se termine dans le géne c-erbB (Figure 32). L'épissage de ce
transcrit primaire conserve une partie des genes rétroviraux A gag et env et
y associe les exons de c-erbB correspondant a ceux retrouvés dans v-erbB.

Dans le cas de E26, on peut imaginer qu'un rétrovirus contenant !'un
des deux oncogenes v-myb ou v-ets s'est intégré au voisinage (en amont ou en
aval) du second oncogéne cellulaire. De la méme maniére que précédemment,

un ARN mixte a pu &tre transcrit puis épissé pour engendrer I'ARN E26.

Pour vérifier cette hypothese, il faudrait analyser l'isolat primaire du
rétrovirus E26 qui contiendrait éventuellement le virus dont le génome ne
possede encore qu'un oncogene (v-myb ou v-ets). Malheureusement, cet isolat
primaire n'est plus disponible, Le mécanisme a l'origine de E26 restera
hypothétique.
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Il existe CHEZ LE POULET au moins deux loci apparentés a v-ets.

- Un locus hautement apparenté au gene viral que nous appellons
Ck-c-ets-1, en raison de son homologie avec ETS-1 étudié par J.P. Kerckaert,
(communication personnelle), et des travaux publiés par le groupe de
J. Ghysdael sur le locus Ck-c-ets-2 exprimé dans les macrophages. Les
séquences Ck-c-ets-1 se répartissent en deux domaines séparés par 40 kbp
d'ADN non homologues a v-ets. Ce locus est transcrit en un doublet d'ARN
messager de 7,5 kb, et en deux ARN mineurs de 2,2 kb et 1,5 kb, qui codent
pour deux protéines distinctes mais apparentées, p54 C-ets-1 exprimée & un taux
élevé dans les organes lympholdes de poulet et p68 €-€ts-1 exprimée 3 taux plus
faible dans la rate de poulet.

L'étude de la localisation subcellulaire de ces deux protéines
p54 c-ets-1 (P, Pognonec, communication personnelle) et p68 c-ets-1
(D. Leprince, communication personnelle) a montré qu'elles étaient nucléaires.
Cette localisation peut se justifier par plusieurs observations :

- la richesse en proline de I'extrémité N-terminale de chacune de ces
protéines (11 % pour la région protéique correspondant a l'exon I dans la
protéine p54 C-ets-1 14 % pour celle qui correspond aux exons a et B de la
protéine p68 c-ets-1),

- lexistence d'un domaine protéique, constitué d'acides aminés
basiques (résidus 420-426 de la protéine p68 c-€ts-1), de composition voisine de
la région protéique responsable de la localisation nucléaire de l'antigene T du
virus SV40 (Dingwall et Laskey, 1986 ; Fujiwara et al., 19838).

Afin de préciser le rdle de ces deux protéines nucléaires, il
conviendrait dans un premier temps de connaltre leur capacité a se lier a I'ADN
ou a former un complexe avec une autre protéine cellulaire comme c'est le cas

pour les protéines virales et cellulaires v-fos et c-fos (Curran et al., 1985).

La synthése de ces deux protéines résulte d'un mécanisme d'épissage
alternatif au sein du locus Ck-c-ets-l1. Comme nous l'avons décrit au
Chapitre I, ce mécanisme est observé chez de nombreux génes viraux ou
eucaryotes qui synthétisent alors plusieurs protéines distinctes a partir d'un
méme locus. Ce mécanisme confére souvent une spécificité fonctionnelle ou
une localisation particuliére aux différentes protéines produites. En ce qui

concerne le geéne Ck-c-ets-1, I'épissage accole tantdt les exons o et B,
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correspondant 3 l'extrémité 5' de v-ets, tantdt l'exon I (localisé dans les 40 kb
d'ADN cellulaire qui séparent les séquences homologues a v-ets) a un groupe
commun d'exons a-F.

Bien que la fonction des protéines c-ets-1 soit encore inconnue, il est
tentant de spéculer sur le fait que les séquences communes (a-F) pourraient
jouer un rdle dans la fonction mé&me des protéines c-ets-1 alors que les exons
alternatifs (o, B et I) pourraient diriger ou réguler cette fonction.

La protéine p54 C-ets-1 est exprimée dans de nombreux tissus alors
que la protéine p68 C-€ts-1 n'a été détectée, pour l'instant, que dans la rate de
poulet. Afin de préciser la nature des cellules qui expriment pé8 C-€ts-1, des
expériences d'hybridation "in situ" et l'analyse de populations cellulaires
purifiées & partir de la rate sont envisagées, elles permettront de définir une
éventuelle spécificité tissulaire de la protéine p68 c-ets-1,

La comparaison des séquences non codantes des ARNm p54 c-ets-1 et
p68 C-€ts-1 et la localisation de leur équivalent cellulaire permettraient une
meilleure compréhension de l'expression du géne Ck-c-ets-1. Il conviendrait de
connaltre la nature et le nombre de promoteurs (un ou deux) de ce géne, de les
comparer aux exemples connus. En effet, on connalt actuellement des genes,
comme celui codant pour une déaminase humaine, (Chrétien et al., 1988), qui
codent pour deux protéines isoformes dont l'expression est dirigée par deux
promoteurs différents. L'un d'entre eux présente une spécificité tissulaire,
l'autre qualifié de "housekeeping" est actif dans toutes les cellules (Dynan et
al., 1986).

L'étude des ADNc p54 C-ets-1 et pgg c-ets-1 et de leur expression a
permis de préciser les différences qui existent entre le géne cellulaire
Ck-c-ets-1 et l'oncogéne v-ets. Ces différences peuvent &tre a l'origine de
'activation du gene viral, et sont au nombre de trois :

- la synthése d'une protéine virale de fusion la P135 §ag-myb-ets,

- I'introduction de mutations ponctuelles dans v-ets.

- I'amputation des séquences C-terminales, remplacées dans le virus
par une région d'origine différente.

Le rétrovirus E26 est le seul exemple de virus a deux oncogénes
traduits sous forme d'une protéine transformante unique. On peut imaginer que

la fusion de ces protéines, toutes deux nucléaires, codées par v-myb et v-ets
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renforce et conjugue leur effet.

L'activation par mutation ponctuelle semble peu probable car les
mutations entre I'ADNc p68 C-ets-1  considéré comme progéniteur du géne
viral, et v—ets sont pour la plupart conservatives.

Par contre, l'activation par modification de l'extrémité C-terminale
de la protéine semble plus plausible. De tels exemples ont été décrits pour des
oncogeénes appartenant a la famille des protéines 3 activité tyrosine-kinase (src,
Cooper et al., 1986 ; Takeya et al.,, 1983 ; fms, Coussens et al., 1986 ; ros,
Neckamayer et al., 1986) ou pour des oncogenes dont les protéines sont
nucléaires (v-fos et FOS, Van Beveren et al.,, 1983). Cette différence
C-terminale a pu &tre, dans le cas de src, directement reliée a l'activation
de cet oncogéne (Cooper et al., 1986).

La construction de mutants E26 dans lesquels la région 3' de v-ets
serait remplacée par l'exon F du locus Ck-c-ets-1 permettrait de vérifier si
cette différence C-terminale est seule responsable de l'oncogénicité de E26. Si
c'est le cas, le rdle précis de l'extrémité C-terminale des protéines c-ets-1 sera
a définir (activité enzymatique, capacité de se lier a I'ADN, ou autre signal
peptidique).

Chez le poulet existe également :

- un locus de parenté plus lointaine 3 v-ets, Ck-c-ets-2 (Ghysdael et
al., 1986 ; Boulukos et al., 1988) exprimé dans les macrophages normaux et
transformés, sous forme de protéines p58, 60, 62, 64 C-€15-2, |ocalisées dans le
noyau des cellules.

L'homologie de p58-p64 avec les autres protéines c-ets-1 (p54 C-ets-1

et p68 c-ets-1) et la partie v-ets de P135 &ag-myb-ets est limitée 3 deux
régions de 96 et 175 amino-acides situées respectivement du c6té N- et C-
terminal de ces molécules.

Ce locus est transcrit dans la plupart des tissus du poulet, en un
ARNm de 4 kb.

- Les travaux récents de Pognonec et al., 1988 ont apporté des
éclaircissements quant 3 la modification post-traductionnelle des protéines
c-ets-1 et 2 ainsi que leur rdle physiologique éventuel. L'hétérogénéité de
ces protéines en gel d'acrylamide-SDS est dlle a leur phosphorylation sur

des résidus de sérine ou, dans une proportion moindre, de thréonine. Ces
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phosphorylations peuvent &tre spécifiquement et rapidement stimulées par
traitement par [l'ionophore de calcium A23187 ou abolies en abaissant la
concentration en calcium extra-cellulaire. Ces modifications post-
traductionnelles sont conservées pour les différents membres (c-ets-1 et
c-ets-2) d'une mé&me famille de génes. Pognonec et al., ont observé que dans les
thymocytes ou l'expression de c-ets-1 est élevée comparativement aux autres
types cellulaires, la phosphorylation de la protéine p54 C-ets-1 peut &tre
induite par stimulation par la concanavaline A et dépend d'une facon stricte
de la concentration en Ca2+ extracellulaire. L'étude de Il'expression des
protéines c-ets-1 chez la souris, Mo-p63 c-ets-1_a montré que la maturation
des thymocytes ne s'accompagne pas de la synthése de Mo-pé3 c-ets-1, par
contre, le taux d'expression de cette protéine augmente dans une population de
thymocytes enrichie en cellules immatures. De plus, la stimulation de la
division cellulaire des lymphocytes T s'accompagne d'une augmentation du taux
d'ARN messagers et des protéines c-ets-1. Ces résultats suggérent que le
produit de c-ets-1 pourrait jouer un rdle dans les éveénements cellulaires
précoces liés a l'activation des cellules T.

Le fait que les produits des différents genes d'une méme famille
soient modifiés par phosphorylation en fonction de la concentration en Ca2+
indique le role important joué par ces modifications post-traductionnelles dans
la fonction de ces protéines. Ces modifications s'accompagnent de changements
de mobilité électrophorétique trés significatifs et laissent supposer leur rdle
important dans la modification conformationnelle de ces protéines. Cela
pourrait intervenir dans la modulation de la fonction des protéines c-ets-1 et c-
ets-2 ou d'autres membres de la famille c-ets.

CHEZ L'HOMME, existent également deux loci apparentés 3 v-ets ;

ils sont localisés sur deux chromosomes différents :

- ETS-1, sur le chromosome 11q23-24, transcrit en un ARNm de
6,8 kb codant pour une protéine de 51 kd, p51 ETS-1 de localisation
cytoplasmique (Fujiwara et al. , 1988).

- ETS-2, sur le chromosome 21 q22-1-22-3, transcrit en trois ARNm
de 4,2 ; 3,2 ; 2,7 kb. Une seule protéine a été mise en évidence, la p56 ET5-2, sa
localisation est nucléaire (Fujiwara et al., 1988).
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Cette localisation différente des protéines ETS-1 et ETS-2 suggere
des fonctions différentes pour chacune d'elles.

Récemment, un nouveau membre de la famille des oncogénes ETS a été
identifié dans une lignée cellulaire humaine COLO 320, il s'agit du géne ERG
trés apparenté & ETS-2 et localisé sur le chromosome 21 (Reddy et al., 1987 ;
Rao et al., 1987).

Deux transcrits ERG-1 et ERG-2 en dérivent par épissage alternatif.
ERG-2 différe de ERG-1 par un mécanisme d'épissage qui entraine un
changement de cadre de lecture dans la région 5', provoquant l'insertion de 99
amino-acides dans la partie N-terminale de la protéine. L'expression in vitro des
ADNc des ARNm ERG-]1 et ERG-2 donne naissance a deux polypeptides de 4] et
52 kd respectivement,

Hu-ETS-1 et Hu-ETS-2 sont impliqués dans des translocations
chromosomiques spécifiques de certains types de leucémies aigués (Sacchi et
al., 1986).

Dans notre Institut, le groupe de J.P. Kerckaert s'intéresse plus
particuliérement a un cas de leucémie aigu& monocytaire avec translocation
réciproque t(9,11) dans lequel l'oncogene ETS-1 pourrait &tre impliqué. Cet
oncogene a été cloné sur environ 120 kbp. Pour l'instant un site de
polymorphisme de restriction a été mis en évidence. Il est situé dans la partie 3'
du géne et correspond a la disparition d'un site de restriction Xbal par simple
mutation T (normal) — C (leucémique). L'analyse détaillée de la séquence
environnante suggére la possibilité d'un mécanisme d'épissage alternatif dans
cette région qui représente une séquence consensus accepteur d'épissage. Si une
étude statistique plus large apportait une certitude quant au rdle de cette
mutation dans la pathogénése et venait étayer l'hypothese d'un épissage
alternatif dans ce locus ETS-1, une remarquable filiation entre nos travaux de
recherche fondamentale et la compréhension d'une pathologie humaine podrrait

&tre établie.
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