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How often have | said to you, that when you have
eliminated the impossible, whatever remains
however improbable must be the truth.

Sherlock Holmes.
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CODE des AAs

Alanine

Cystéine

Acide Aspartique
Acide Glutamique
Phénylalanine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Lysine

Leucine
Méthionine
Asparagine
Proline
Glutamine
Arginine

Sérine

Thréonine

Valine

Tryptophane
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GLOSSAIRE

ADNc : copie d'ARN en ADN double brin.

ALV : Avian Leukemia Virus.

Banque d'ADNc : ensemble de cDNA représentant tous les ARNs messagers exprimés dans une
cellule.

cAMP : AMP cyclique.

CNR : Chicken Neuroretina Cell.

DAG : Diacylglycérol.

DLV : Defective Leukemia virus.

DM : Double minute (chromosome).

EGF : Epidermal Growth Factor.

FEP:  Fibroblastes embryonnaires de poulet.

FSBA : pFluoroSulfonylBenzoylAdenosine.

GTP: Guanosine TriPhosphate.

HSR: Homogenously Stained Region.

Ig: Immunoglobulines.

1P3: Inositol Triphosphate.

kb : Kilobase (millier de bases) ; unité de taille.

kbp : Kilobase-paire (millier de paire de base) ; unité de taille.

kd: Kilodalton (unité de masse moléculaire).

LTR: Long Terminal Repeat (promoteur fort de transcription viral).

MMTY : Mouse Mammary Tumour Virus.

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide.

NR: Neurorétine.

PIP2: Phosphatidyl Inositol Biphosphate.

PK: Protéine-Kinase.

PKA : cAMP dépendante protéine-kinase.

PKC: Protéine Kinase C.

PLCII: Phospholipase II.

PTK: Protéine-Tyrosine-Kinase.

px: Protéine x mature.

ppx: Phosphoprotéine x.
Px: Protéine de fusion x.
Pr: Protéine précurseur.
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QNR : Quail Neuroretina Cell.

RSV : Rous Sarcoma Virus.

Suppression : dans le sens "suppression du phénotype transformé".

T3/T4: Hormones thyroidiennes (Tyroxine et Tyronine).

ts : Thermosensible.

UDPG : Uridyl Diphosphate Glucose.

UTP:  Uridyl Triphosphate.

Western Blot : Technique d'étude des protéines par transfert sur une feuille de nitrocellulose
fixant les protéines et permettant leur quantification.




13

PRESENTATION DU MEMOIRE
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AVANT-PROPdS

Le sujet de ce mémoire est I'étude de la fonction biochimique du produit de traduction de
l'oncogene v-mil et de I'importance de cette fonction pour les propriétés biologiques qui sont
associées a l'expression de cet oncogeéne dans différents systemes cellulaires. v-mil a été trouvé
dans le génome d'un rétrovirus aviaire, MH2, qui contient en plus de v-mil un deuxiéme
oncogene, v-myc.

Dans la premiere partie des résultats, nous montrons que le produit de traduction de
l'oncogéne v-mil (P100838-mil) posséde une activité protéine-kinase spécifique de résidus sérine
et thréonine et que cette activité est indispensable  la protéine pour les propriétés biologiques qui
sont associées a son expression.

Dans la seconde partie des résultats, nous décrivons un isolat particulier de MH2 dont le
produit de traduction (P100848-mil) présente une activité kinase faible dans des expériences
d'autophosphorylation in vitro alors que les propriétés biologiques classiquement associées a
I'expression de v-mil sont conservées.

Pour pouvoir situer l'oncogéne v-mil dans le contexte des oncogenes, nous avons divisé
l'introduction de ce mémoire en trois chapitres.

Dans le premier chapitre nous avons tenté de résumer briévement ce qu'est un oncogene,
comment il est devenu transformant et comment on peut le mettre en évidence. Ce chapitre se
termine sur la description de génes dont le role est de contrer 'action des oncogénes dans une
cellule normale : ce sont les anti-oncogénes.

La P1008a8-"il possédant une activité kinase, le second chapitre est réservé  cette classe
d'enzymes. Apres quelques généralités, nous avons décrit les deux groupes de kinases dans
lesquels on trouve des oncogenes : les protéine-tyrosine-kinases et les protéine-sérine-kinases. Il
€tait trés difficile d'étre exhaustif et de poser un modele général dans lequel on aurait pu faire
entrer tous les oncogeénes dont les produits de traduction sont des kinases. Aussi, nous avons
préféré prendre dans chaque classe de kinase un exemple et & chaque fois que cela a été possible
nous avons généralisé les observations a tous les membres de la catégorie concernée.

Le troisieme chapitre est consacré au rétrovirus qui héberge 1'oncogéne v-mil : MH2. Dans
ce chapitre, nous décrivons les différents systémes biologiques que nous utilisons dans 1'étude
de v-mil. Cette partie se termine sur la description de différentes observations sur l'implication du
locus c-RAF, I'homologue cellulaire humain de v-mil, dans différents cancers humains.




15

PLAN



16

INTRODUCTION . ieeeeeeteeeesesenseeseeens

- GENERALITES e

A - INTRODUCTION.
1) ALV (Avian Leukemia Viruses).
2) DLV (Defective Leukemia Viruses).

B - ONCOGENES.
1) CONSERVATION PHYLOGENETIQUE DES ONCOGENES.
2) CLASSIFICATION DES ONCOGENES.
a) Protéines homologues a des facteurs de croissance.
b) Protéines de la famille ras.
¢) Protéines nucléaires.
d) Protéines homologues a la phospholipase C.
3) MODES D'ACTIVATION DES PROTO-ONCOGENES.
a) Insertion rétrovirale.
b) Mutation ponctuelle.
¢) Translocations chromosomiques.
d) Amplification génique.
4) COMMENT TROUVER DE NOUVEAUX ONCOGENES ?
a) Test NIH 3T3.
b) Transfection d'ADN de LTR.
¢) Utilisation de sondes oligonucléotidiques.
5) ONCOGENESE : PROCESSUS MULTI-ETAPE.

C - LES GENES SUPPRESSEURS : EMEROGENES.
a) Suppression de la tumorigénicité par formation d'hybrides somatiques.
b) Sélection de Révertants.
¢) Court circuit (By Pass) du blocage de la différenciation (par un oncogéne).
d) Description d'un candidat a la fonction de géne suppresseur : RB1.
€) Suppression par des produits diffusés par des cellules.
f) Oncosuppression par les parvovirus.
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- PROTEINE-KINASES .. ettt eeveie e sseans

A - INTRODUCTION.

B - CARACTERISATION DU DOMAINE CATALYTIQUE.

C - LES DIFFERENTES CLASSES DE PROTEINE-KINASES.
1) CLASSIFICATION.
2) COMMENT DETECTER DE NOUVELLES KINASES ?

D - MODES DE REGULATION DES PROTEINE-KINASES.
1) REGULATION AU NIVEAU DES GENES.
a) "Muld gene family".
b) Epissage alternatif.
2) REGULATION AU NIVEAU BIOCHIMIQUE.
a) Les seconds messagers.
b) Régulation par phosphorylation/déphosphorylation.

E - LES PROTEINE-TYROSINE-KINASES.

1) LES PROTEINES CYTOPLASMIQUES : Un exemple : src.
a) Synthése et modifications post-traductionnelles de la protéine virale.
b) Sites de phosphorylation de pp60V-57C
c) Organisation de la protéine pp60Y-57C
d) La protéine cellulaire src.

2) LES PROTEINES TRANSMEMBRANAIRES : un exemple erbB.
a) La protéine virale.
b) La protéine cellulaire.
¢) Phosphorylation du récepteur de 'EGF.

d) Le domaine catalytique du récepteur de 'EGF.
3) GENERALISATION.

F - LES PROTEINE-SERINE-KINASES.
G - CONCLUSION.
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- LE RETROVIRUS AVIAIRE MH2........cccoovmiiieiererrnee. P78

A - STRUCTURE et EXPRESSION du PROVIRUS.

B - PROPRIETES BIOLOGIQUES de MH2.
1) LES MACROPHAGES.
a) Le systéeme.
b) Le cMGF.
2) LES NEURORETINES.
3) LES FIBROBLASTES.

C - ORGANISATION GENOMIQUE DE L'EQUIVALENT CELLULAIRE DE
v-mil : c-mil,

D - HYPOTHESES SUR LA GENESE DE MH2.
E - PROTEINES "mil" VIRALE ET CELLULAIRES.

F - raf : HOMOLOGUE MURIN DE mil.
1) 3611 MSV.
2) FAMILLE DES GENES raf.
3) LOCALISATIONS CHROMOSOMIQUES.

G - MODES D'ACTIVATION DES GENES c-mil / raf
1) LTR ACTIVATION
2) ACTIVATION AU COURS DU TEST NIH3T3
3) MODELE

H - IMPLICATION DU LOCUS RAF DANS DES CANCERS HUMAINS
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R E S UL T A TS e P 96

PRESENTATION DU TRAVAIL

1ére PARTIE : Démonstration de la nature intrinséque de l'activité kinase de la P1008@g-mil,
Etude de son rdle dans les propriétés biologiques associées i l'expression de v-mil.
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GENERALITES

A-INTRODUCTION.

Le pouvoir de certains virus (les rétrovirus oncogenes aigus) a4 provoquer de fagon
reproductible des cancers chez les animaux a soulevé la question : les cancers humains peuvent-ils
étre d'origine virale ? Il semblerait, en effet, que certains virus soient associés de maniére
significative avec le développement de certains cancers. Cependant, l'expérience montre que
d'autres événements sont requis, en plus de la présence du virus, pour qu'un cancer se développe
chez un individu particulier. Les virus pour lesquels il existe de trés fortes présomptions sur leur
implication dans des développements malins sont, entre autres, le virus de I'hépatite B, le virus
d'Epstein Barr (EBV), les virus de papillomes et depuis récemment le virus HTLV1 (Human T cell
Leukemia/LLymphoma Virus).

Le virus de I'hépatite B est responsable d'une forme de jaunisse. Dans un nombre de cas
relativement faible, la jaunisse induite par ce virus devient chronique et, dans un petit nombre de
cas, cette hépatite chronique conduit & un cancer du foie. Il y a de fortes raisons de penser que la
présence du virus seule soit insuffisante et que celle d'autres facteurs (tels que des carcinogénes
chimiques) soit requise pour aboutir 3 I'étape de cancérisation.

Le virus EBV provoque en principe une maladie bénigne du sang, la mononucléose
infectieuse. Cependant, dans certains pays, il est étroitement associé avec le développement d'une
forme de leucémie (lymphome de Burkitt) dans un contexte que I'on commence 2 connaitre : il
faudrait apparemment que des lymphocytes infectés par le virus EBV, trés tdt dans la vie du sujet,
soient stimulés 4 se diviser de manié¢re continue sous l'action d'un agent, tel que celui responsable
du paludisme, et que parmi ces lymphocytes, il y en ait un qui ait subi des altérations
chromosomiques particuliéres (translocation chromosomique).

Les papillomavirus induisent généralement des tumeurs bénignes de la peau et des
muqueuses (verrues, papillomes). Ces lésions se stabilisent en général, régressent
occasionnellement, cependant certaines évoluent parfois vers la malignité.

Le cas dHTLV1 est un peu plus particulier. Ce virus est étroitement associé i des leucémies
ou lymphomes des cellules T matures dont l'issue est trés rapidement fatale. A I'heure actuelle,
certaines observations font qu'il n'est pas exclu que le déterminisme des leucémies et lymphomes T
par HTL V1 fasse intervenir un ou plusieurs co-facteurs qui sont encore 2 identifier.

Cette liste ne cite que quelques exemples de virus impliqués dans le développement de
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certains cancers et n'est pas exhaustive, on n'y trouve pas, par exemple, le virus HIV (Human
Immunodeficiency Virus) qui favorise l'apparition de cancers "opportunistes”.

Chez I'homme, on ne connait pas (encore ?) de virus capables d'induire des cancers avec
une efficacité comparable a celle des virus oncogeénes chez les animaux. Ces virus sont capables de
provoquer la mort de I'animal quelques semaines aprés l'infection. 11 était difficile d'imaginer que
les virus qui induisent de maniére si spécifique et si reproductible des cancers chez les animaux
puissent un jour servir de modeles d'étude des mécanismes impliqués dans le phénomene de
cancérisation chez I'homme. C'est pourtant ce qui est arrivé grice a l'essor de la biologie
moléculaire qui a permis d'identifier, au sein de ces virus particuliers que sont les rétrovirus
oncogenes, une information génétique spécifique a chaque virus et de montrer que cette méme
information génétique existait également dans le génome d'animal non infecté et dans le génome
humain aussi ! Cette découverte fut d'une importance capitale car elle jeta les bases d'une
hypothese génétique unificatrice de la cancérogénese qu'elle soit virale, chimique ou physique.

Ces virus animaux aux propriétés oncogenes font partie de la classe des rétrovirus. Le
groupe qui a sans doute été le plus étudié est celui des rétrovirus aviaires qui, selon leur aptitude a
se répliquer, se divisent en deux groupes : les ALV et les DLV.

1) ALVs (Avian Leukemia Viruses).

La plupart du temps les virus de ce premier groupe sont peu pathogeénes, cependant, ils sont
capables d'induire & long terme (6 mois & 1 an) des leucémies. Leur génome est diploide et est
constitué de deux ARN monocaténaires mesurant 8 a 9 kb contenant les capacités codantes pour 3
génes majeurs (figure 1A). )

- le géne gag qui code pour les protéines de la nucléocapside du virion.

- le géne pol qui code pour la réverse transcriptase dont le rdle est de copier
(rétrotranscrire) I'ARN simple brin en ADN double brin qui sera ensuite intégré sous forme de
provirus dans le génome de la cellule infectée.

- le géne env qui code, & partir d'un ARN sous-génomique, pour les protéines
d'enveloppe.

En outre, en 5' et en 3' de ces séquences, ' ARN génomique contient diverses séquences
essentielles pour la propagation de ces rétrovirus (par exemple, les signaux d'encapsidation de
I'ARN). Apres l'infection, les ARN de I'ALV sont rétrotranscrits en ADN double brin ; c'est sous
cette forme provirale que le virus s'integre dans le génome de la cellule hote (figure 1A) ol il sera
considéré par la cellule comme faisant partie de son propre matériel génétique. Le provirus utilise
alors la machinerie cellulaire pour produire de nouveaux ARN viraux ainsi que des protéines
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virales. Ces derni¢res seront assemblées pour former de nouvelles particules virales dans lesquelles
viendront s'encapsider les ARN viraux (figure 1B).

2) DLV (Defective Leukemia Viruses).

Ces virus sont les plus étudiés. Ce sont en fait des ALV qui ont transduit dans leur génome
des génes d'origine cellulaire (oncogenes) qui leur conférent des propriétés oncogeénes in vivo et
souvent transformantes in vitro. Cette recombinaison s'est généralement réalisée au détriment d'un,
ou plusieurs, des genes de structure gag, pol ou env. Ayant perdu une partie de leur information
geénétique virale, par délétion partielle ou totale (figure 2), ces virus sont devenus défectifs pour la
réplication et requierent pour leur propagation la présence d'un virus compétent (virus "helper” du
type ALV décrit dans le paragraphe précédent). La seule exception connue est le virus RSV qui a
transduit dans son génome l'oncogeéne src sans altérer aucun géne de structure (figure 2).

Chaque oncogene, et par extension le gene cellulaire correspondant ou proto-oncogéne, est
désigné par un code de 3 lettres qui dérive soit du nom du virus 3 partir duquel la séquence a été
isolée (par exemple I'oncogéne v-mil du rétrovirus MH2, Mill Hill N°2), soit du nom de celui qui
l'a identifié pour la premiere fois (abl : Abelson) ou encore qui correspond & une abréviation du
nom de la maladie induite (src : sarcome ; erb : rythroblastose). Lorsqu'il s'agit d'un oncogéne
humain les trois lettres s'écrivent en majuscule. Plusieurs oncogénes semblables ayant été trouvés
dans différents isolats, ce code de 3 lettres est souvent précédé par le nom ou le préfixe du virus
correspondant (ainsi, les oncogénes v-Ha-ras et v-Ki-ras ont été isolés respectivement des virus
Harvey et Kirsten). Les préfixes v- et ¢- indiquent s'il s'agit du géne viral ou de son équivalent
cellulaire, quand il n'y a pas de préfixe il s'agit toujours du géne viral.

B- ONCOGENES.
1) CONSERVATION PHYLOGENETIQUE DES ONCOGENES.

En 1976 Stéhelin et al. démontraient que I'oncogéne v-src provient d'une séquence d'origine
cellulaire qu'un rétrovirus aviaire a transduit dans son génome. Il s'est rapidement révélé que cette
séquence cellulaire existait aussi bien dans le génome humain que dans celui de poulet.

Depuis, tous les oncogenes isolés et étudiés montrent que la conservation phylogénétique
semble €tre une propriété intrinséque des oncogenes, ce qui suggére fortement que ces génes sont
importants sinon essentiels pour la vie de la cellule (Bishop, 1981).
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2) CLASSIFICATION DES ONCOGENES.

Sur la base de la fonction (parfois présumée par homologie avec la séquence peptidique de
protéines dont on connait la fonction) et/ou de la localisation cellulaire de leur produit, la plupart
des oncogénes peuvent étre classés en 5 groupes : les protéine-kinases, les protéines homologues
des facteurs de croissance, les protéines de la famille ras, les protéines nucléaires et vient de
s'ajouter une protéine oncogéne homologue a la phospholipase C (PLC). Le groupe des kinases est
actuellement, et de loin, celui qui contient le plus d'oncogénes ; il fera donc 1'objet de la II° partie
qui lui est exclusivement réservée. Dans ce paragraphe, nous n'aborderons donc que les oncogénes
dont les produits de traduction ne sont pas des kinases.

a) Protéines homologues a des facteurs de croissance.

Un archétype de situation pour les cellules transformées est la perte du contrdle de la
prolifération d'ott I'hypothése généralement admise que les équivalents cellulaires des oncogénes
interviennent trés probablement dans le processus de prolifération des cellules normales. La
découverte que 1'oncogeéne v-sis était homologue 2 la sous-unité B du PDGF (platelet-derived
growth factor) (figure 3A) n'a fait que renforcer cette idée (Doolittle et al., 1983 ; Waterfield et al.,
1983).

Le gene v-sis est traduit sous la forme d'une protéine de 28 kd, qui est assemblée en un
homodimere de 56 kd (figure 3B). Cet homodimeére est clivé pour donner un homodimére de 24 kd
(dont la structure est trés similaire 2 un homodimeére 8 du PDGF) puis excrété (Deuel et al., 1983 ;
Owen er al., 1984 ; Robbins et al., 1983). Une fois excrété, le produit de v-sis a une activité
mitogéne autocrine qui peut &tre bloquée par 1'addition d'anticorps anti-PDGF (Deuel ez al., 1983 ;
San Huang et al., 1984). Seules les cellules qui expriment le récepteur du PDGF peuvent étre
transformées par v-sis (Garrett ez al., 1984 ; Leal et al., 1985). Cependant, v-sis n'est pas obligé
de quitter la cellule pour induire la prolifération, dans ce cas de figure le produit de v-sis s'associe
avec son récepteur a l'intérieur méme de 1a cellule (Betsholtz et al., 1984 ; Keating et al., 1988).

b) Protéines de la famille ras.

3 types de génes ras ont déja été décrites : Ha-ras et Ki-ras qui ont été transduits dans des
rétrovirus murins (Chien ez al., 1979 ; Ellis ez al., 1981 ; De Feo et al., 1981) et N-ras qui a été
identifié comme géne transformant dans une lignée cellulaire provenant d'un neuroblastome
(Shimizu et al., 1983a). Les génes de la famille ras ont été trouvé activés dans 15 i 20 % des
tumeurs humaines qui ont été analysées (Cooper, 1982 ; Shimizu et al., 1983b ; 1983c).
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Le produit de traduction des genes ras viraux ou cellulaires sont des protéines situées sur la
face interne de la membrane cytoplasmique de la cellule. Cette localisation subcellulaire n'est pas
neutre dans le mode de transformation par ras. En effet, des mutations, empéchant l'attachement a
la membrane d'une p2174S activée, suppriment ses propriétés transformantes (Willingham et al.,
1980 ; Willumsen er al., 1984a ; 1984b).

Les propriétés biochimiques des protéines ras cellulaires ressemblent a celles des protéines
G qui interviennent dans la modulation de la transduction des signaux extracellulaires a travers la
membrane cytoplasmique (Gilman, 1984). La séquence peptidique de c-ras présente des
homologies avec la sous-unité a des protéines G telles que Gs (protéine qui active 1'adénylate
cyclase en réponse a des stimuli de type B adrénergiques), Gi (protéine qui inhibe 1'adénylate
cyclase et peut-€tre active la phospholipase C, Barbacid et al., 1987), Go (dont on ne connait pas la
fonction) et la transducine (une protéine qui régule l'activité cGMP phosphodiestérase : Itoh ez al.,
1986).

¢) Protéines Nucléaires.

Dans I'état actuel de nos connaissances on se trouve parfois devant 'impossibilité d'attribuer
une fonction 2 certaines protéines oncogenes. La localisation cellulaire peut alors apporter des
indices sur leur role dans la cellule. Les oncogénes qui codent pour des protéines qui migrent dans
le noyau ont été rapidement étudiés pour leur rdle éventuel en tant que trans-activateurs et
régulateurs de la synthése d'ADN ou d'ARN (Kingston et al., 1985). Bien que quelques
oncogenes dont les produits de traduction sont nucléaires (fos : Curran et al.,1984 ; myb :
Klempnauer et al., 1984 ; myc : Alitalo et al., 1983a ; Donner et al., 1982 ; Hann et al., 1983 ; ets :
Boulukos ez al., 1988 et ski : Stavnezer communication personnelle) aient été isolés et caractérisés,
les mécanismes biochimiques par lesquels le produit de ces génes fonctionne pour réguler
I'expression génique ne sont pas encore bien compris, sauf...

... pour 2 oncogénes, jun et erbA, pour lesquels on a récemment trouvé des fonctions (jun :
Bohmann et al., 1987 ; erbA : Sap et al., 1986 ; Weinberger et al., 1987).

Au niveau de sa séquence polypeptidique, le produit de traduction de v-jun présente une
similitude avec un facteur de transcription de la levure, GCN4, qui régule 'expression de génes
impliqués dans la biosynthése des acides aminés (Hope et Struhl, 1985 ; Arndt et Fink, 1987). La
région conservée est restreinte au domaine carboxyterminal de v-jun qui présente 44% d'homologie
avec le domaine de GCN4 responsable de la liaison 2 I'ADN ("DNA binding"). Le domaine "DNA
binding" de ces deux protéines est non seulement structurellement mais également
fonctionnellement similaire (Struhl, 1987). Une protéine chimérique constituée du domaine
aminoterminal de GCN4 et du domaine carboxyterminal de v-jun stimule en effet la transcription de




30

SR _—
pp60 % Domaine 3

e catalytique 33

BCBC A
EIEl v

pl4s

P47gag-crk

figure 6 :Domaines d’homologies entre la P475% ™ |3

p145 PLCIL ot | domaine non catalytique des
protéine-tyrosine-kinases qui ne sont pas des récepteurs

de facteurs de croissance (ex. pp60°-57°).




31

la méme maniére que la protéine GCN4 (figure 4).

Le produit de traduction du proto-oncogene humain ¢-JUN code pour une protéine qui se lie
a I'ADN et qui posséde des propriétés structurales et fonctionnelles comparables a celles de AP1
(Bohmann et al., 1987), une protéine qui a été récemment purifiée a la fois dans les groupes de
Michael Karin (Angel et al., 1987) et de Robert Tijian (Lee et al., 1987). AP1 est un facteur de
transcription qui se lie spécifiquement a des séquences du contrdle en cis de SV40 et du géne
humain de la métallothionine IIA. La stimulation de la transcription par AP1 peut étre augmentée
d'environ 4 fois apres traitement par un ester de phorbol. Etant donné que les esters de phorbol
sont des promoteurs tumoraux, il était tentant de penser que v-jun se comporte comme une version
de AP1 activée en permanence.

L'équivalent cellulaire de 1'oncogéne cellulaire erbA a été aussi récemment isolé. La
localisation de la protéine c-erbA mais surtout sa capacité a fixer I'hormone T3/T4 suggérent qu'il
s'agit d'un récepteur des hormones thyroidiennes, une protéine nucléaire qui se lie 8 I'ADN et qui
active la transcription (figure S). Bien que le produit de traduction de I'oncogeéne v-erbA ne soit pas
capable de se lier & 1'hormone (le site de fixation de I'hormone est absent de la protéine oncogéne :
figure 5), il est toujours localisé dans le noyau. Les différences qui existent entre v-erbA et c-erbA
(absence du site de fixation de I'hormone et mutations ponctuelles) pourraient rendre compte de
modifications structurales qui activeraient de maniére constitutive la protéine virale, comme cela a
déja été€ montré pour le récepteur des glucocorticoides (Hollenberg er al., 1985 ; Weinberger ez al.,
1985), et dont les conséquences se traduiraient au niveau d'un déréglement du contrdle de la
division cellulaire.

d) Protéines homologues a la phospholipase C

Un nouvel oncogéne, v-crk, n'appartenant a aucune des classes que nous venons de décrire
vient d'étre isolé au sein d'un virus transformant et tumorigéne de poulet : CT10 (Mayer et al.,
1988). Son produit de traduction est une protéine de fusion gag-crk de 47 kd. Etant donné que les
codons d'initiation et de fin de synthése peptidique sont fournis par les génes viraux, il est probable
que v-crk représente une version amputée au moins des séquences aminoterminales et
carboxyterminales de son équivalent cellulaire : c-crk.

La comparaison des séquences peptidiques de v-crk (Mayer et al., 1988) et de la
phospholipase CII (PLCII : Stahl ez al., 1988) révele de fortes similitudes entre les deux protéines.
Ces régions d'homologies sont concentrées dans 3 blocs peptidiques nommés A, B et C (figure 6).
Treés curieusement des régions similaires sont retrouvées, mais dans un ordre différent, dans le
domaine non catalytique des protéine-tyrosine-kinases non homologues 2 des récepteurs de facteur
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de croissance (figure 6). Les phospholipases sont des enzymes qui dégradent des phospholipides,
par exemple le phosphatidyl inositol biphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et en inositol
triphosphate (IP3). Le DAG et I'IP3 font partie des molécules qu'on appelle les "seconds
messagers" et qui sont des intermédiaires dans des cascades d'événements en réponse a des stimuli
externes. Ce sont, entre autres, des activateurs de protéine-kinases (voir figure 19 pour plus
d'informations).

Bien que p47848-Crk ne posséde aucune similitude avec le domaine catalytique de
protéine-kinases connues, elle peut apparemment moduler 1'activité de protéine-kinases cellulaires
et induire la phosphorylation de diverses protéines sur des résidus tyrosines in vivo et in vitro
(Mayer et al., 1988), ceci explique le choix de son nom : crk, CT10 regulator of kinase.

Une des premiéres hypothéses envisagées est que la protéine crk correspond a une version
tronquée d'une phospholipase dépourvue de son domaine régulateur. Comme le domaine
régulateur des phospholipases n'est toujours pas identifié, on ne peut pas encore exclure ce
modele. Cependant, une autre hypothése beaucoup plus intéressante, si elle se révele exacte, vient
de l'observation que la séquence peptidique de crk présente des homologies avec le domaine
régulateur des protéine-tyrosine-kinases. En effet, on peut imaginer que p47848-CT% détourne en
quelque sorte des inhibiteurs de protéine-kinases en les fixant précisément sur les régions
peptidiques communes avec celles du domaine régulateur des protéine-tyrosine-kinases. Ce
détournement serait le résultat d'une simple compétition due a la quantité de protéine crk présente
dans la cellule. De plus, ceci expliquerait par la méme occasion pourquoi on observe une
augmentation de la phosphorylation sur des résidus tyrosines dans les cellules transformées par
v-crk. Dans ce modele, le produit de 'oncogéne v-crk détournerait la régulation négative de
l'activité des protéine-tyrosine-kinases.

L'étude des oncogenes viraux a permis d'entrevoir quelques mécanismes possibles de
transformation maligne (phosphorylation, initiation de la synthése d'ADN, régulation de la
transcription,...). Il était alors tentant d'aller voir dans des cancers humains non viro-induits si des
proto-oncogenes n'avaient pas subi des modifications (activations) qui auraient pu leur conférer des
propriétés transformantes comparables a celles des oncogénes viraux (v-oncs).

3) MODES D'ACTIVATION DES PROTO-ONCOGENES.
a) Insertion rétrovirale.

Les ALV sont des rétrovirus qui ne contiennent pas d'oncogénes pourtant il arrive qu'ils
induisent des tumeurs : le mécanisme proposé dans ce cas est l'insertion d'un provirus a proximité
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figure 8 : Activation d'un proto-oncogéne par mutation
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d'un proto-oncogeéne. On observe généralement une augmentation de la transcription du géne qui
est passé sous le contrdle des séquences promotrices et activatrices contenues dans les LTR
(promoteur puissant de transcription des rétrovirus) de I'ALV: c'est une LTR activation (figure 7).

Six proto-oncogenes, que 1'on connaissait déja en tant que v-onc, ont ainsi été retrouvés
(c-erbB, c-mos, c-myb, c-myc, c-Ha-ras, c-fms ; Payne et al., 1982 ; Shen Ong et al., 1986 ;
Westaway et al., 1986 ; Gisselbrecht et al., 1987). Deux génes codant pour des facteurs de
croissance (IL1 ; IL2) ont été trouvés activés et surproduits de cette fagon avec pour conséquence
une indépendance des cellules vis a vis d'addition exogéne de ces facteurs (Chen er al., 1985 ;
Ymer et al., 1985).

Un grand nombre de pathologies induites par ce processus de LTR activation est maintenant
connu. On peut parfois associer une pathologie bien typée avec 1'activation d'un proto-oncogéne
défini. Les cas les plus documentés a ce sujet sont des érythroblastoses et des lymphomes
développés chez une race de poulets prédisposés a développer ce type de tumeurs. Selon les
expériences, 45 2 90% des poulets développant des érythroblastoses possédent dans leur génome
une version activée du proto-oncogene c-erbB (Raines et al., 1985) tandis qu'il s'agit d'une
version activée de c-myc dans 85% des cas de poulets développant des lymphomes viro-induits
(Hayward er al., 1981).

Il existe également des zones d'intégration particulierement "efficaces” pour le virus MMTV
(Mouse Mammary Tumour Virus) qui induit des carcinomes chez la souris. Curieusement ces sites
sont différents d'une espece de souris 2 l'autre, il s'agit de int 1 (souris C3H) et int 2 (souris BR6)
qui sont désormais considérés comme des proto-oncogénes (Garcia et al., 1986 ; Peters et al.,
1986). On sait maintenant que inz/ est similaire A un géne de drosophile, wingless (Rijsewijk et al.,
1987), important dans le développement embryonnaire de la drosophile (Cabrera et al., 1987). int2
code, quant 2 lui, pour une protéine présentant des similitudes avec les FGFs (Fibroblast Growth
Factors) (Smith et al., 1988).

b) Mutations ponctuelles

Un des modes d'activation d'un géne ras normal est le résultat de modifications ponctuelles
changeant un AA en position 12, 13, 59 ou 61. La forme activée du géne ras la plus fréquente est
une modification ponctuelle substituant la glycine en position 12 pour une alanine ou un acide
aspartique (Reddy er al., 1982 ; Tabin er al., 1982 ; Taparowsky et al., 1982) (figure 8). Des
expériences de mutation dirigée ont montré que n'importe quel AA substituant la glycine en
position 12 (a I'exception de la proline) est capable d'activer le géne (Mac Grath ez al., 1984 ;
Seeburg et al., 1984). Cette glycine fait partie de la séquence consensus [Gly X Gly X X Gly]
caractéristique des protéines qui possédent un site de fixation de nucléotide (Gay et Walker, 1983 ;
Wierenga et Hol, 1983). De fait, les protéines ras normales lient le GTP et le GDP et possedent une
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activité GTPasique in vitro (Gibbs et al., 1984 ; Mc Grath ez al., 1984 ; Sweet et al., 1984) alors
que les protéines ras activées ont en général une activité GTPasique tres réduite.

¢) Translocations Chromosomiques.

Les translocations, qui avaient été considérées comme des événements génétiques mineurs a
une €poque, ont connu un regain d'intérét lorsqu'on s'est apergu que les cassures, spécifiquement
associées a certaines tumeurs, se produisaient quelquefois a4 proximité du locus d'un
proto-oncogene. Par extrapolation, 'ADN au voisinage des points de cassure est devenu
susceptible de recéler de nouveaux génes postulant au titre de proto-oncogene. Les conséquences
des translocations peuvent étre une modification de l'expression du proto-oncogéne ou une

altération de sa fonction biochimique ou les deux 2 1a fois.

Modification de l'expression.

Les exemples les plus célebres sont les translocations qui ameénent le géne c-myc au
voisinage des génes d'immunoglobulines dans les lymphomes de Burkitt (Klein, 1983) ou dans
des plasmocytomes (Shen-Ong er al., 1982). Ces assemblages (myc/Ig) ont pour conséquence une
dérégulation de la transcription du géne myc (figure 9). Pour expliquer ce phénomene plusieurs
hypotheses, non généralisables, ont été avancées :

- ayant €t€ séparé de ses séquences régulatrices par translocation, le géne c-myc peut étre

transcrit & une période inappropriée au cours du cycle cellulaire.

- les séquences régulatrices des /g peuvent prendre le controle de 1'expression de ¢c-myc.

- les altérations subies par le géne au cours de la translocation peuvent augmenter la stabilité

de I'ARN.

- la perte du 1°T exon du géne c-myc, qui est un événement fréquent dans ce type de cancer,

peut augmenter le taux de traduction.

Au cours des translocations c-myc a subit quelques mutations ponctuelles dont I'importance
n'est pas connue (Rabbits et al., 1983 ; Taub ez al., 1984).

Pour montrer que la perte du contrdle de l'expression de c-myc dans des lymphocytes
pouvait €tre un événement causal dans le développement des lymphomes, une expérience de
reconstitution de translocation a été réalisée (Adams et al., 1985). Le géne ¢-myc complet ou
tronqué a été mis sous contrdle de promoteurs d'/g (ces promoteurs ont été choisis dans le but de
faire s'exprimer c-myc spécifiquement dans les lymphocytes). Ensuite, des souris transgéniques
ont €té obtenues avec ces constructions. Aprés la naissance, un grand nombre de souris
développerent des lymphomes faisant ainsi peser plus que des présomptions sur l'implication de
c-myc dans le développement de ces tumeurs.




38

myc_,' protéine
8 kbp —> surabondante

figure 10 : Amplification d'un proto-oncogéne.




39

Altération de la fonction. B

Le chromosome Philadelphie, qui est caractéristique des leucémies myéloides chroniques,
concrétise parfaitement ce type d'altération (Nowell et Hungerford, 1960). Par échange entre les
chromosomes 9 et 22, le domaine catalytique (domaine kinase) du proto-oncogeéne c-abl a été
tronqué puis accolé au géne ber (break point cluster region) (Shtivelman ez al., 1985 ; Bartram et
al., 1983 ; Groffen et al., 1984 ; Grosweld et al., 1986). Ce réarrangement est a 1'origine de
l'expression d'une protéine chimérique (bcr-abl) possédant une activité kinase trés supérieure a

celle du produit de traduction de c-abl (Konopka et al., 1984 ; 1985 ; Ben Neriah ez al., 1986b).

d) Amplification Génique.

Des amplifications géniques ont été décrites chez certaines espéces en tant que processus
normal intervenant dans les étapes du développement embryonnaire (drosophile : Spradling et
Mahowald, 1980) et aussi en tant que mutation accidentelle conférant un avantage sélectif (par
exemple chez les insectes, un géne codant pour des enzymes dégradant certains pesticides
Mouches er al., 1986).

Chez les mammiferes, on a constaté que des amplifications géniques de nombreux

?

proto-oncogenes étaient associ€es avec des développements malins (figure 10) : par exemple,
c-myc dans des leucémies promyélocytiques humaines (Collins et Groudine, 1982 ; Dalla Favera et
al., 1982) et dans des carcinomes du colon (Alitalo ez al., 1983b).

Au niveau du caryotype, I'amplification génique se manifeste sous deux formes :

- DM chromosomes (double minute chromosomes) : petits chromosomes acentriques et
autonomes contenant les s€quences amplifiées.

- HSR (homogeneously staining regions) : bandes, révélées sur des chromosomes, qui
apparaissent beaucoup plus larges que la normale aprés coloration, localisant ainsi la zone
amplifiée.

(Pour revue voir Schimke, 1984).

Nous avons vu qu'il y avait plusieurs fagons de repérer les génes dont les altérations sont
probablement impliquées dans le développement de cancer. L'approche la plus utilisée est 1'étude
des rétrovirus oncogenes qui sont allé "pécher" dans le génome de 1a cellule des proto-oncogénes et
les ont transduits dans leur génome sous une forme activée. Deux autres techniques ont également
contribué a la découverte de nouveaux oncogénes : ce sont les recherches de translocations et
d'amplifications (détectées par étude caryotypiques). Cependant, il est possible que des
proto-oncogenes activés aient échappé a la capture par des rétrovirus (ou que les rétrovirus qui les
ont transduits n'aient pas encore €t€ isolés ou étudiés) ou encore qu'ils ne puissent pas étre mis en
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. évidence par les techniques dont nous venons de parler, c'est pourquoi de nouvelles méthodes ont

été €laborées pour rechercher de nouveaux oncogenes.

4) COMMENT TROUVER DE NOUVEAUX ONCOGENES ?
a) Test NIH 3T3.

L'hypotheése de départ est que I'ADN des cellules tumorales contient des geénes
transformants. L'idée est de transfecter ' ADN tumoral total sur des cellules : les plus utilisées étant
les NIH 3T3. Une fois intégré, "le géne actif” devrait trahir sa présence par son aptitude 2
transformer les NIH 3T3 (figure 11).

Parmi les oncogenes isolés de cette fagon on retrouve des génes qui avaient déja été isolés en
tant que v-onc dans des rétrovirus. Entre autre, les génes de la famille ras, que l'on retrouve
souvent activés sur les AA 12 ou 61, ce qui les rend particuliérement réactifs dans le test NIH 3T3.

Le test NIH 3T3 a été beaucoup critiqué dans le sens oil les cellules ne sont pas "normales”.
De plus, on a trouvé des génes qui ont été activés au cours de la transfection (ex : mas ; D. Young
et al., 1986). Mises a part ces deux restrictions, le test NIH 3T3 reste, pour la détection de
proto-oncogenes activés, un bon outil dont le principe a d'ailleurs été étendu a d'autres types
cellulaires (Garcia er al., 1986a).

b) Transfection d'ADN de LTR.

Tout au long du paragraphe précédent ("Modes d'activation des proto-oncogénes") nous
avons décrit divers modes d'activation de proto-oncogénes. L'un d'entre eux, la LTR activation, a
inspiré des chercheurs qui ont voulu forcer le destin en cotransfectant, sur des cellules NIH 3T3,
I'ADN de cellules NIH 3T3 normales avec 'ADN de LTR de virus murins dans l'espoir que ces
derniers (les LTR) s'intégreront prés d'un oncogéne encore inconnu (Miiller et Miiller, 1984).
Théoriquement, une telle approche peut conduire 2 la transformation de plusieurs maniéres
possibles :
- LTR activation d'un géne voisinant le site d'intégration du LTR.
- activation de séquences provenant de 'ADN transfecté par juxtaposition avec 'ADN d'un
LTR murin.
- synthese, a partir de I'ADN cotransfecté, de protéines "aberrantes”, ou bien tronquées, ou
bien réarrangées (exemple : protéines de fusion), ou encore mutées.
Quatre geénes, capables de transformer les NIH 3T3 et attachés 2 un LTR ont ainsi été
trouveés (Miiller et Miiller, 1984). Parmi ceux-ci se trouvent trois nouveaux proto-oncogénes (ne
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correspondant 2 aucun oncogéne connu) dont la caractérisation est en cours. Le quatriéme
proto-oncogeéne correspond 4 une LTR activation de c-raf qui est un géne connu pour avoir été
transduit dans un rétrovirus murin.

c) Utilisation de sondes oligonucléotidiques.

La plupart des oncogeénes sont classés au regard de leur fonction et présentent fréquemment
des homologies. Souvent, de courtes séquences 2 l'intérieur méme d'un des domaines, domaine
catalytique par exemple (voir le chapitre sur les kinases), sont plus conservées que d'autres et
peuvent étre utilisées pour préparer des sondes oligonucléotidiques de synthése qui serviront
ensuite a cribler des banques d’ADNc. Cette technique a été pratiquée avec succes pour ajouter de
nouveaux membres aux groupes des génes ras (Chardin ez al., 1986) et des protéine-sérine-kinases
(Hanks, 1987).

De fagon trés résumée nous avons vu que les proto-oncogeénes peuvent agir essentiellement
par 4 mécanismes biochimiques : la phosphorylation sur des résidus tyrosine ou sérine ou
thréonine (cf II° partie: Protéine-Kinases), la régulation métabolique par des protéines qui lient le
GTP a la maniére des protéines G, le controle de l'expression génique (controle de la transcription)
et la participation dans la réplication de ' ADN.

Nous avons également disserté sur le fait que les proto-oncogenes sont susceptibles de
devenir des oncogénes 2 la suite d'événements génétiques tels que les translocations (activation
constitutive d'un proto-oncogeéne, c-myc ; altération de la fonction biochimique, c-abl), les
amplifications géniques (c-myc) ou les mutation somatiques (c-ras).

La cancérogénése est décrite comme un processus multi-étape comprenant schématiquement
initiation, promotion et progression/développement de cancer (Cairns et Logan, 1983) (figure 12).
Il existe des indications pour dire que la transformation par un oncogéne viral n'est peut étre pas
aussi indépendante et directe qu'il n'y parait.

5) ONCOGENESE : PROCESSUS MULTI-ETAPE

En 1982, Grunwald et al. ont rapporté la description de cellules de lymphomes transformées
par v-abl. Apres une culture prolongée in vivo dans des ascites de souris, ces cellules ont perdu le
gene transformant v-abl tout en conservant le phénotype malin (transformation, tumorigénicité).
Cette observation suggere que l'expression de v-abl a peut-étre été nécessaire pour 'initiation, mais
n'est pas indispensable pour le maintient de la transformation. Selon toute vraisemblance, la
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conservation du phénotype malin serait assurée par des génes cellulaires induits par l'expression de
v-abl au cours d'une étape d'initiation.

On ne connait pas le géne cellulaire qui coopérerait avec le produit de v-ab! dans I'exemple
précédent, cependant on connait un géne cellulaire dont le produit est un partenaire dans une
coopération avec d'autres produits d'oncogenes : le géne qui code pour la p53, une protéine
cellulaire qui est souvent trouvée de mani¢re abondante dans les cellules transformées (Wolf et al.,
1984 ; Mowat et al.,1985). Une démonstration de la participation de la p53 2 la transformation a été
faite par cotransfection d'un ADNc de la p53 avec un géne ras activé (EJ-ras) dans des fibroblastes
embryonnaires de rat. Des cellules morphologiquement transformées et tumorigénes ont ainsi été
obtenues. Ceci suggere une coopération entre les 2 geénes quand on sait que ni I'ADNc¢ de p53 seul
ni le géne ras seul ne sont capables d'induire la transformation de ces cellules (Eliyahu ez al., 1984 ;
Parada ez al., 1984 ; Jenkins et al., 1984).

Dans I'étude des synergies entre oncogenes, les rétrovirus aviaires ont souvent servi de
modeles expérimentaux. En effet, certains d'entre eux ont transduit dans leur génome non pas un
mais deux oncogeénes : AEV (Avian érythroblastosis virus : erbA + erbB) ; E26 (Virus

érythroblastosant : myb + ets) ; MH, (Mill Hill n°2 virus : mi/ + myc). Une coopération entre les 2

oncogenes d'un méme rétrovirus peut se traduire in vivo par une augmentation de la pathogénicité
(MH; qui contient les oncogenes mil et myc posséde une pathogénicité plus aigué que des
rétrovirus qui ne contiennent que myc). C'est surtout le développement de systémes biologiques in
vitro qui a permis de disséquer plus finement la contribution de chaque oncogeéne au sein du

rétrovirus. Tout ceci sera discuté plus longuement dans la ITI° partie qui est consacrée 2 I'un de ces
rétrovirus "riches" : MH2.

Une coopération entre au moins deux pfoto-oncogénes a déja été suggérée dans certaines
tumeurs (Cooper et Neiman, 1981; Peters er al., 1986). In vitro, 1a transfection des oncogenes myc
ou ras seuls dans des fibroblastes embryonnaires de rat ne transforme pas ces cellules (figure 13)
alors qu'elles deviennent transformées lorsque les deux oncogénes sont transfectés et exprimés
simultanément dans les mémes cellules (Land et al., 1983a ; 1983b). Le méme genre d'expérience a
été réalisé avec Ela et ras (Ruley, 1983).

Finalement, il n'est pas exclu que méme la tumorigénicité obtenue par coopération entre myc
et ras puisse requérir des événements cellulaires en plus de I'action des oncogenes (par exemple la
perte d'un chromosome spécifique comme cela a été vu dans un certain cas : Oshimura et al., 1985)
et qu'un méme oncogene puisse jouer selon les circonstances tantdt un rdle d'initiation tantdt un
r6le de promotion. C'est le cas de ¢-myc qui est considéré comme un initiateur dans certains
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lymphomes aviaires (Hayward ez al., 1981) et comme un géne de progression (Little et al., 1983)
dans des SCLC (Small Cell Lung Carcinoma).

Les oncogenes représentent une classe de génes dont la fonction semble jouer un role de
régulation positive dans le développement tumoral ou plus simplement dans la transformation
maligne. Cependant, depuis quelques années, une autre classe de génes qui cette fois joueraient un
rdle de régulation négative dans ces mémes processus (développement tumoral) commence 2
émerger : ce sont les génes suppresseurs (tumor suppressor genes) ou émérogenes qui sont
capables d'inhiber 1'expression de phénotype transformé et tumorigéne.

C-LES GENES SUPPRESSEURS : EMEROGENES.

Le terme émérogene a été proposé par G. Todaro. La racine grecque emero qui signifie
domestiquer, apprivoiser dévoile le role que l'on attribue a ces génes qui est de maitriser
(domestiquer) I'action des (proto) oncogeénes dans une cellule. Ces génes, qu'on appelle parfois
anti-oncogenes, sont capables de supprimer le phénotype transformé ou la tumorigénicité et ont
sans doute des fonctions au moins aussi diverses que celles des oncogénes.

En effet, prenons 'exemple d'une production constitutive d'un facteur de croissance suite a
l'expression d'un oncogene dans une cellule. Cet effet qui, selon la plus simple hypothése, a pour
but de faire proliférer la cellule, peut étre bloqué par le produit de traduction d'un géne suppresseur
qui inhiberait la synthése du récepteur adéquat ou qui dérégulerait le fonctionnement de ce récepteur
(altération de sa fonction par phosphorylation par exemple) ou bien encore qui agirait en modifiant
les cibles du récepteur de telle fagon qu'elles ne puissent plus étre reconnues. Dans la suite de cet

exposé, nous allons voir comment des génes candidats a la fonction de suppression ont été mis en
évidence.

a) Suppression de la tumorigénicité par formation d'hybrides somatiques.

L'idée d'utiliser cette technique pour la détection de génes suppresseurs est basée sur le fait
qu'un certain nombre de cellules transformées (chimiquement ou par des virus oncogénes)
deviennent peu ou non tumorigénes aprés fusion avec des cellules normales (fibroblastes,
lymphocytes, macrophages) (Klinger et Shows, 1983) (figure 14). Plusieurs hypothéses peuvent
€tre émises A partir de cette observation. La premiére est que la transformation résulte de I'absence
dans la cellule transformée d'un (ou de plusieurs) géne(s) qui serai(en)t apporté(s) par la cellule
normale dans I'hybride somatique. La réapparition de la tumorigénicité 2 la suite de la perte d'un
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chromosome apporté par la cellule normale permet dans certains cas d'identifier LE chromosome
qui contient le géne "complémentaire-suppresseur”. C'est ainsi qu'on a découvert que le
chromosome 4 de la souris contenait un (ou des) geéne(s) suppresseur(s) capable(s) de "supprimer”
des cellules de carcinomes, de mélanomes ou de lymphomes originaires de différentes especes (il
faut prendre le terme "supprimer” dans le sens : suppression du phénotype transformé). Une
deuxiéme hypoth¢se peut étre que la transformation est le résultat d'un blocage de la maturation
(différenciation). Dans ce cas, le retour au phénotype normal s'effectue grice 2 la cellule normale
qui impose son propre programme de différenciation a la cellule hybride.

Un exemple intéressant est celui de 1a fusion de deux cellules tumorigénes (HeLa et HT
1080) qui donne un hybride non tumorigéne, résultat sans doute, d'une complémentarité génétique
entre les cellules qui posséderaient chacune des 1ésions différentes dans leur génome (Weissman et
al., 1983).

La technique de recherche des génes suppresseurs par hybrides somatiques est relativement
lourde et commence 2 laisser place & une méthode plus directe qui consiste A transférer dans une
cellule transformée un seul chromosome grace a des minicellules. C'est ainsi qu'on a découvert que
les cellules de tumeurs de Wilm's peuvent étre supprimées par fusion avec une minicellule
contenant le chromosome 11 (Weissman et al, 1987).

b) Sélection de Révertants.

11 s'agit cette fois, & partir de cellules transformées par un oncogéne, de sélectionner des
révertants c'est-a-dire des clones cellulaires phénotypiquement normaux, non tumorigénes et
exprimant toujours la protéine oncogéne fonctionnelle. En effet, trouver des révertants dont le
produit de traduction de l'oncogene est altéré n'implique pas forcément l'expression d'un géne
suppresseur. )

Afin de diminuer la probabilité d'obtenir des révertants qui sont en fait des clones dans
lesquels 'oncogéne n'est plus actif, Noda ez al.(1983) ont travaillé avec des NIH 3T3 qui ont
intégré dans leur génome 2 génes ras activés. Ils ont sélectionné des cellules ayant une apparence
quasi-normale, non tumorigénes, ol ils notaient cependant une augmentation du nombre de
chromosomes. Une des conséquences de la transformation par ras est la production de maniére
autocrine d'un facteur de croissance : le TGF a (Transforming Growth factor o). La production de
TGF « ainsi que I'expression de la p21745 dans les cellules dont le phénotype est réversé étant
comparable & celle des cellules transformées de départ, on pourrait imaginer que la suppression
résulte dans ce cas d'un probléme au niveau des récepteurs de TGF .

Une approche beaucoup plus directe, proposée par Noda, consiste a transfecter 'ADN
d'une banque d'’ADNc humaine sur des NTH 3T3 transformées par ras (figure 15).
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L'histoire se complique lorsque l'on découvre que l'intersection entre l'ensemble des
oncogenes et celui des anti-oncogeénes n'est pas vide : un méme géne peut agir en tant qu'oncogene
ou anti-oncogeéne selon le systéme dans lequel il se trouve. Noda toujours (1985), avec son
groupe, a montré en effet que si ras est capable de transformer des fibroblastes, il est également
capable de supprimer le phénotype transformé des cellules PC 12 (cellules dérivées d'un
phéochromocytome de rat)...

c¢) Court circuit (By Pass) du blocage de la différenciation (par un oncogene)

Les cellules transformées exhibent souvent des caractéristiques de cellules immatures peu ou
non différenciées. En fait, elles sont souvent bloquées a un stade de maturation précoce qui leur
donne un phénotype similaire & celui des cellules souches dont elles proviennent.

Des myoblastes infectés par un virus ts de RSV (Rous Sarcoma Virus) deviennent
transformées et immortalisées. Lorsque ces cellules sont transferées, méme pour un temps tres
court, a la température non permissive, des myotubes (cellules différenciées) apparaissent. A ce
stade, les cellules ont été commises de facon permanente vers une différenciation terminale
irréversible méme si elles sont remises a température permissive (Fiszmann et Fuchs, 1975).

On trouve dans la littérature d'autres exemples similaires. Ainsi, des cellules de type
érythroide, transformées par un virus thermosensible (ts) 'AEV (Avian Erythroblastosis Virus) et
qui proliféerent sous forme blastique a température permissive, commencent i exprimer 2
température non permissive des caractéres d'érythrocytes matures (tels que 1'hémoglobine) au bout
de quelques jours. Elles sont alors commises dans une voie de différenciation irréversible
indépendamment de la température a laquelle elles se trouvent (je permissive ou non) (Weintraub et
al., 1981).

Certains oncogénes possédent donc apparemment une fenétre d'action trés étroite.
Lorsqu'un certain nombre de geénes de différenciation sont activés, ces derniers agissent en quelque
sorte comme des génes suppresseurs puisque, dés leur expression, I'oncogeéne n'est plus capable
de transformer la cellule.

d) Description d'un candidat a la fonction de géne suppresseur : RB1.

La perte des deux alleles du méme locus (RB1 sur le chromosome 13 en position 13q14) est
associ€e a l'apparition d'un rétinoblastome. Dans des familles 2 risque, un enfant qui posséde une
délétion RB1 (sur un des alltles) est susceptible de développer un rétinoblastome, souvent au cours
de la premitre année de sa vie. Heureusement, si le deuxi&me allgle n'est pas modifié avant I'dge de
5 ans, tous les rétinocytes étant différenciés, le risque de développer cette tumeur devient
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statistiquement nul.

Récemment un ADNc hybridant avec la région 13q14 (Fung ez al., 1987) a été cloné. II
pourrait correspondre au geéne dont 'absence est responsable du développement du rétinoblastome.
En effet, il a été trouvé exprimé dans des cellules tumorales ne provenant pas de rétinoblastomes
ainsi que dans des cellules de rétine foetale et il est absent ou alors exprimé sous une forme
aberrante (tronquée), dans des cellules de rétinoblastomes ou d'ostéosarcomes (o RB1 semble
€galement €tre impliquée ; Hansen et al., 1985).

1l reste maintenant & démontrer que ce géne est capable de "supprimer” des rétinoblastomes
ou des ostéosarcomes quand il est réintroduit dans la cellule sous une forme correcte (si le
processus est réversible bien entendu).

Ces observations rejoignent I'hypotheése de Comings (1973) qui suggére que les cellules
contiendraient des génes "transformants”, actifs pendant 'embryogénése, qui seraient contrdlés au
cours de la différenciation par des génes dominants suppresseurs ou par des génes régulateurs.
Dans ce sens RB1 apparait comme un g#ne dominant (puisqu'un seul allele suffit) participant a la
différenciation des cellules de rétine et dont la présence est indispensable pour la suppression des
genes transformants actifs pendant le rétinogénése.

e) Suppression par des produits diffusés par des cellules.

Des protéines impliquées dans la croissance cellulaire, capables d'inhiber la réplication de
certaines cellules, ont été décrites dans différents systémes expérimentaux. Une diminution de
I'immunité cellulaire avait été observée par exemple chez des patients développant un glioblastome.
Cette activité immunodépressive est présente dans les liquides d'ascites des sujets concernés et
disparait quand la tumeur est excisée (Roszmann et Brooks, 1980 ; Kikuchi et Neuwelt, 1983). En
fait, la diminution de l'immunité est la conséquence de l'expression d'un peptide
immunodépresseur produit par les cellules du glioblastome. Ce peptide a été récemment purifié et
appelé G-TsF (Glioblastoma cell derived T suppressor Factor) (Wrann et al., 1987). La séquence
des 20 derniers acides aminés de G-TsF révele une forte homologie avec TGF8 (Transforming

Growth Factor B) qui posséde également selon les systemes des propriétés anti-prolifératives (R. de
Martin, 1987).

f) Oncosuppression par les parvovirus.

Les parvovirus figurent parmi les plus petits virus 8 ADN connus. Une condition obligatoire
pour leur réplication virale est la prolifération cellulaire car les parvovirus sont dépendants de
mécanismes cellulaires, en particulier de fonctions exprimées pendant la phase S (étape de synthése
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d'ADN au cours de la mitose). La propriété la plus intéressante et qui justifie la présence des
parvovirus dans ce chapitre est leur capacité d'inhiber de fagon spectaculaire la formation de
tumeurs spontanées ou induites chez les rongeurs de laboratoire.

Des études épidémiologiques réalisées chez 1'homme, suggérent qu'une infection
parvovirale latente pourrait étre associée a une réduction de l'incidence de certains carcinomes. Bien
que le mécanisme de cet oncosuppression ne soit pas connu, le fait que les parvovirus aient souvent
€t€ isolés de tumeurs a amené I'hypothése que la transformation maligne pourrait &tre une condition
pour rendre permissive des cellules qui étaient résistantes aux parvovirus.

Diverses expériences semblent suggérer que les parvovirus peuvent détruire
préférentiellement les cellules cancéreuses. Cette hypothese, dite d'oncolyse sélective, est
compatible avec le fait que 1'état de différenciation des cellules détermine leur permissivité au
déroulement du cycle lytique des parvovirus. Si I'hypothese d'oncolyse sélective est correcte, il est
concevable d'imaginer que la transformation 1&ve une (ou des) barriere(s) cellulaire(s) qui limite(nt)
le développement de 'une ou I'autre étape du cycle viral et qui proteége(nt) les cellules normales de
I'effet lytique des parvovirus. Existerait -il dans les cellules normales des génes suppresseurs vis a
vis de l'expression des parvovirus ?...
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PROTEINE-KINASES

A - INTRODUCTION

Par définition les protéine-kinases (PK) sont des enzymes capables de transférer le
phosphate yd'un ATP (ou d'un GTP) sur un (ou des) substrat(s) polypeptidique(s). Les premiéres
kinases qui ont été purifiées furent la phosphorylase kinase, un enzyme du métabolisme du
glycogéne, (Krebs er al., 1959) et la protéine-kinase dépendante d'AMPc (PKA : Walsh er al.,
1968). Ce sont toutes deux des PK spécifiques de résidus sérine et il fallut attendre 1979 pour que
la premicre kinase spécifique de résidus tyrosine (pp60V-S7C) soit isolée (Erikson et al., 1979).
Depuis, grice & I'étude des rétrovirus et a 'amélioration des techniques de biologie moléculaire,
nous assistons a une expansion rapide du groupe des protéine-kinases.

La phosphorylation de protéines (ou de substrats divers) par des kinases est un mécanisme
biochimique trés utilisé dans les régulations des métabolismes cellulaires. Cependant, pour qu'il
puisse y avoir régulation il faut que la réaction soit réversible. Aussi, dans les chaines
métaboliques, les réactions contrdlées par des kinases (phosphorylation) sont également contrdlées
par des phosphatases (déphosphorylation). Les facteurs capables d'activer une protéine-kinase
peuvent avoir des localisations et des fonctions trés diverses. Le facteur peut étre un ligand qui se
fixe sur son récepteur, c'est le cas par exemple de I'EGF (Epidermal Growth Factor) qui, lorsqu'il
se fixe sur son récepteur (une protéine transmembranaire), stimule 'activité kinase de ce dernier et
la prolifération cellulaire. Le facteur peut étre lui méme une kinase qui phosphoryle, pour l'activer,
une autre kinase ou bien encore un régulateur de l'adénylate cyclase (figure 16).

La structure, les spécificités de substrats et la localisation cellulaire des protéine-kinases
isolées et caractérisées sont hétérogénes. Cependant, la plupart de ces enzymes présentent une
certaine homogénéité (des similitudes de séquences peptidiques) au niveau de ce qu'on a appelé le
domaine catalytique, c'est a dire la région incluant le site actif de ces enzymes.

B - CARACTERISATION DU DOMAINE CATALYTIQUE

Les premiéres recherches sur les sites potentiels de fixation d'ATP ont été faites sur la
protéine-kinase dépendante d'AMPc (PKA). La PKA est composée de deux sous-unités
régulatrices (R) et de deux sous-unités catalytiques (C) assemblées en tétramére lorsque I'enzyme
est inactif. L'AMPc joue un réle d'effecteur sur la PKA en provoquant une libération des
sous-unités catalytiques selon le schéma suivant :

R2C2 (inactif) + 4 cAMP  (R-cAMP2)2 + 2C (actif)
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La sous-unité catalytique est capable de fixer de 'ATP (donneur de phosphate) et du
magnésium (Mg : sans doute en tant que cofacteur). L'enzyme peut étre inactivé par un analogue de
I'ATP, le FSBA (p-fluorosulfonylbenzoyl-5'-adénosine), dont la structure est similaire a I'ATP a
I'exception des trois phosphates qui sont remplacés par une chaine de taille semblable contenant a la
place du phosphate yun groupement fluorosulfonyl. Ce groupement est réactif et peut se fixer de
maniere covalente sur une protéine : dans le cas de la PKA, il s'attache spécifiquement sur la lysine
en position 71 de la sous-unité catalytique, ce qui a pour conséquence de bloquer l'activité
enzymatique de la protéine. Cette expérience indique que la Lysine 71 de la sous-unité catalytique
de la PKA est indispensable pour la fixation de ' ATP (Shoji ez al., 1981).

Aprés avoir comparé les séquences peptidiques de PKA et de v-src, Barker et Dayhoff
(1982) montrérent que le produit de l'oncogéne src posséde 1'équivalent de la lysine 71 de la PKA :
une lysine en position 295 se trouvant dans un environnement d'AA également conservé entre les
deux protéines (figure 17). La preuve directe de la fixation d'ATP par la lysine 295 dans src fit
apportée deux années plus tard par une expérience de fixation avec le FSBA (Kamps et al., 1984).

Dans la séquence des protéine-kinases, la lysine impliquée dans la fixation de I'ATP est
précédée par un groupe de glycines réparties de la maniére suivante : (Gly X Gly X X Gly)
(figure 17). Cette configuration de glycines est retrouvée dans des protéines qui lient des
nucléotides et qui ne sont pas des kinases telles que la lactate deshydrogénase (qui fixe le NAD :
Nicotinamide Adénine Dinucléotide), la p217a5 (qui fixe le GTP) (Wierenga et al., 1983) ou des
protéines bactériennes qui se lient & ' ADN et sont des facteurs d'élongation ou d'initiation (Rec A,
Sancar et al., 1980 ; Uvr D, Finch et Emmerson, 1984). Par cristallographie aux rayons X, la
région contenant ce groupe de glycines dans la lactate deshydrogénase apparait comme une
charniere entre deux structures B plissées créant en quelque sorte une poche dans laquelle viendrait
se nicher le NAD (Adams ez al., 1973). On peut alors penser que, dans les protéine-kinases, cette
région riche en glycines intervient trés probablement en synergie avec la lysine pour positionner
I'ATP de maniére a permettre le transfert du phosphate v sur le substrat.

D'autres séquences trés conservées sont retrouvées dans le domaine catalytique des kinases.
Ce sont :

(Arg Asp Leu) ... (16AA) ... (Asp Phe Gly) ... (24AA) ... (Ala Pro Glu) soit selon le code lettre :
(RDL) .. (16AA) ... (DFG) .. (24AA) ... (APE)

Les espaces qui séparent les différents triplets sont eux-mémes relativement bien conservés dans

tous les cas (figure 17) et il est vraisemblable que ces AA sont importants pour la catalyse. Des

expériences, dont les conclusions vont dans ce sens, ont été faites pour pp60V-S7C (Bryant et

Parsons, 1983; 1984)

C - LES DIFFERENTES CLASSES DE PROTEINE-KINASES

1) CLASSIFICATION

Le nombre de kinases recensées dépasse aujourd’hui soixante dix. Elles sont regroupées
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essentiellement dans deux sous-ensembles : les protéine-kinases spécifiques des résidus tyrosine
qui connaissent leurs heures de gloire depuis la découverte des oncogénes et les protéine-kinases
spécifiques des résidus sérine et thréonine que 1'on connaissait déja quand src a été isolée pour la
premiére fois. Il existe d'autres kinases dont nous ne parlerons pas dans ce mémoire : ce sont, chez
les procaryotes, des protéine-kinases qui ne possédent pas la séquence canonique du domaine
catalytique "classique" décrite plus haut (Ninfa et Magasanik, 1986 ; Nixon et al., 1986) et chez les
mammiferes des protéine-kinases spécifiques des résidus lysine et histidine dont on ne connait pas
encore la structure (Smith et al., 1974).

2) COMMENT DETECTER DE NOUVELLES KINASES ?

Nous avons vu dans la premiere partie de ce mémoire que, dans certaines tumeurs, de
nouveaux proto-oncogeénes avaient été repérés en raison de leur amplification (King er al., 1985 ;
Kohl et al., 1983 ; Schwab et al., 1983), identifiés 3 cause de leur ressemblance avec des
oncogenes connus, puis rassemblés en familles (ex : famille des génes ras). Dans le but d'ajouter
aussi de nouveaux membres au club des protéine-kinases, des stratégies de clonage ont été
€laborées sur la base des homologies de séquences décrites dans le paragraphe précédent.

Une premiére stratégie consistait & faire une sonde radioactive avec I'ADN d'un des
membres déja reconnu de la famille (ex : src) pour cribler des banques d'ADNc dans des conditions
d'hybridation non stringentes. Cette technique a été utilisée avec succes pour la découverte de
nouvelles kinases (syn : Semba er al., 1986 ; slk : Kawakami et al., 1986 ; abl-related : Kruh et al.,
1986 ; fps-related : Foster ez al., 1986). Il est raisonnable de penser que le criblage de banques
d'ADNCc avec des sondes encore plus spécifiques du domaine catalytique ajoutera tres certainement
de nouveaux membres 2 la "famille kinase".

En fonction de leur spécificité de substrats les protéine-kinases présentent quelquefois un
motif peptidique qui leur est propre. C'est le cas par exemple du groupe des protéine-kinases
spécifiques des résidus sérine et thréonine dont les membres possédent en particulier deux
enchainements peptidiques conservés de 6 et 9 AA (figure 25). Une stratégie consistait donc 2
utiliser ces deux séquences comme modgles pour la synthése de deux sondes oligonucléotidiques.
Ces derniéres ont permis la détection de nouvelles kinases potentiellement spécifiques de résidus
sérine et thréonine (Hanks, 1987).

D - MODES DE REGULATION DES PROTEINE-KINASES

La régulation d'une enzyme (ou d'une protéine quelconque) dans une cellule peut s'effectuer
2 deux niveaux : soit au stade transcriptionnel (régulation au niveau des genes) soit aprds la
transcription, ce sont les modifications post-traductionnelles (régulation au niveau biochimique).
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1) REGULATION AU NIVEAU DES GENES

a) "multi gene family" -

Certaines protéine-kinases, que l'on imaginait étre des entités enzymatiques uniques, sont en
réalité des familles de protéines. C'est le cas de la protéine-kinase C (PKC) qui appartient au
groupe des kinases spécifiques des résidus sérine et thréonine. En effet, ce que 'on appelle
généralement la PKC, représente en réalité au moins 4 formes de polypeptides similaires, mais
distincts, obtenus par traduction de 4 génes différents (Knopf et al., 1986).

Avoir, dans son génome, plusieurs copies de génes apparentés codant pour des peptides
similaires est & la portée des cellules procaryotes aussi bien que des cellules eucaryotes. Cependant,
les cellules eucaryotes ont un mécanisme supplémentaire qui leur est exclusif puisqu'il faut que le
gene soit en structure éclatée (présence d'introns) : c'est le mécanisme d'épissage alternatif,

b) épissage alternatif

L'épissage alternatif est un mécanisme qui permet la maturation de plusieurs ARN
messagers a partir d'un ARN prémessager. Par ce mécanisme peuvent étre générés plusieurs
especes d'ARN dont la traduction permettra la synthése de protéines semblables mais différentes. II
existe plusieurs modeles d'épissage alternatif (figure 18). Dans le "systéme cassette”, un exon
(représenté en clair sur la figure) peut étre alternativement €pissé ou non selon les espéces d'ARN
messagers. Dans le "modele de mutuelle exclusion”, la présence d'un exon dans une espéce
d'ARN exclut la présence d'un autre exon au sein du méme ARN et réciproquement. Ce dernier
modele s'applique aussi bien a4 des exons qui se trouvent a l'intérieur de I'ARN qu'a des exons
contenant les signaux de promotion ou de polyadénylation (figure 18).

Un des 4 génes de la PKC dont nous parlions dans le paragraphe précédent code, par un
mécanisme d'épissage alternatif, pour deux protéines qui différent seulement dans leur domaine
carboxyterminal (Ohno et al., 1987), ce qui ameéne 4 au moins 5 le nombre d'isoenzymes PKC.

La synthése de plusieurs protéine-kinases, 2 partir d'un seul géne par un mécanisme
d'épissage alternatif, a été observée également pour le géne c-abl (Ben Neriah ez al., 1986a ;
Shtivelman ez al., 1986) et pour le géne c-src (Martinez et al., 1987). Toutefois, ce mécanisme
n'est pas une exclusivité des génes qui codent pour des PK mais a déja été décrit pour d'autres
genes, par exemple celui qui code pour la calcitonine (Amara et al., 1982).

2) REGULATION AU NIVEAU BIOCHIMIQUE

Les protéine-kinases sont souvent des protéines oligomériques (constituées de plusieurs
sous-unités). Généralement les sous-unités sont spécialisées dans une fonction soit régulatrice soit
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catalytique. Par extension, on peut penser que les protéines monomériques (constituées d'une seule
chaine peptidique) possédent, en plus de leur domaine catalytique, un domaine de régulation.
Parmi les kinases, certaines, telles que des récepteurs transmembranaires comme le récepteur
de I'EGF, voient leur activité (tyrosine-kinase) stimulée par la fixation du ligand (EGF) ; d'autres
sont activées par ce qu'on appelle des seconds messagers :

a) les seconds messagers

Ce sont des molécules qui servent de relais entre les signaux extracellulaires et l'intérieur de
la cellule (figure 19). L'un deux, ' AMPc, régule directement l'activité de la PKA en se fixant sur la
sous-unité régulatrice.

La PKC est stimulée par le diacylglycerol (DAG) et la concentration de calcium (Catt). Le
DAG est I'un des deux seconds messagers produit par I'hydrolyse enzymatique du phosphatidyl
inositol biphosphate (PIP2 = phospholipide membranaire) par une phospholipase C, en réponse 2
un signal transmembranaire. L'autre messager, 1'inositol triphosphate (IP3) a probablement un rdle
dans la mobilisation du calcium intracellulaire dont la concentration régule un ensemble de kinases
calcium-dépendantes.

b) Régulation par phosphorylation/déphosphorylation

La présence de phosphates sur certaines protéines est connue depuis plus de 100 ans mais
son importance n'a vraiment été comprise que depuis la découverte de la régulation de certains
enzymes par des mécanismes réversibles de phosphorylation. Le premier modéle du genre fut établi
dans les années 1955-70 par Krebs, Fisher et Larner. C'est & cette époque qu'ils découvrirent que
le contrdle neuronal et hormonal du métabolisme du glycogéne dans le muscle squelettique est régi
par des modifications de phosphorylation des enzymes que sont la glycogéne phosphorylase, la
phosphorylase kinase et la glycogéne synthétase. Sur la figure 20 (trés simplifiée), on peut voir que
la synthése et la dégradation du glycogéne sont contrdlées par les enzymes que nous venons de
citer, que celles-ci sont contrdlées par des kinases et des phosphatases et que ces derniéres sont
elles-mémes contrdlées par des métabolites du métabolisme du glycogéne (pour revue voir Cohen,
1982).

Ce modele était & peu prés unique dans les années 1960 mais il s'est trés rapidement
généralisé aprés la découverte de la PKA. La phosphorylation des protéines est probablement le

-mécanisme le plus usité pour des événements intracellulaires en réponse a des stimuli externes.

E - LES PROTEINE-TYROSINE-KINASES

La pp60Y-57¢ fut la premi¢re protéine pour laquelle une activité kinase spécifique de résidus
tyrosine a ét€ démontrée (Brugge et Erikson, 1977 ; Collett et Erikson, 1978 ; Levinson et al.,
1978). Alors que la phosphorylation sur des résidus tyrosine est un événement rare dans une
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cellule normale (moins de 1 % de la phosphorylation sur des AA), on s'est apergu, au cours d'un
recensement des protéines oncogeénes, que prés de la moitié possede cette activité. Toutes ces
protéine-tyrosine-kinases (PTK) ont en commun un domaine d'environ 30 kd qui contient le
domaine catalytique dont nous avons parlé dans un paragraphe antérieur.

Selon leur localisation on peut séparer les membres de cette famille en 2 groupes :
* les protéines associées a la face interne de la membrane cytoplasmique.
* les protéines transmembranaires (dont les homologues cellulaires sont souvent des
récepteurs de facteurs de croissance).

1) LES PROTEINES CYTOPLASMIQUES

Un exemple : src
a) Synthése et modifications post-traductionnelles de la protéine virale

Les capacités du virus RSV a ransformer des fibroblastes in vitro et a étre tumorigéne in
vivo résident dans l'expression de la PTK virale : pp60Y-S7C. pp60V-S7C est un polypeptide de
526AA qui s'associe aux membranes (Courtneidge et Bishop, 1982) et ceci grice A une
modification post-traductionnelle que subit la protéine : 1a myristylation du résidu glycine 2 (Sefton
et al., 1982 ; Buss et Sefton, 1985) (figure 21). Par diverses techniques, il a été constaté que la
fraction des protéines qui sont associées aux membranes est concentrée aux points de contact entre
deux cellules (tight junctions) (Rohrschneider, 1980 ; Willingham er al., 1979 ; Krueger et al.,
1980 ; Nigg et al., 1982).

La substitution de la glycine 2 par un autre AA (alanine, acide glutamique) empéche la
myristylation de la molécule (Kamps et al., 1985). Cette mutation n'altére pas la fonction
biochimique de la protéine in virro (activité kinase) pourtant, elle supprime les propriétés
transformantes de I'oncogéne (Kamps et al., 1986a) indiquant que la présence de pp60V-S7C 3 la
surface interne de la membrane plasmique est indispensable pour la transformation par RSV.

La plupart des autres protéine-kinases de ce groupe sont des polypeptides de fusion
gag-onc. Certaines (provenant de rétrovirus mammiferes) sont myristylées, d'autres (provenant de
rétrovirus aviaires) sont acétylées. On ne connait pas encore les conséquences de ces modifications
post-traductionnelles et il n'est pas évident que l'importance que revét la myristylation pour
pp60Y-S7C puisse Etre étendue a d'autres kinases. En effet, prenons l'exemple de 'oncogéne v-fps :
selon les isolats viraux, ce géne est traduit soit sous la forme d'une protéine de fusion qui est
myristylée et associée aux membranes (P140848+Ps ; FVS (Fujinami Sarcoma Virus) ; Feldman et
al., 1983 ; Moss et al., 1984) soit sous la forme d'une protéine cytoplasmique (p9 VDS ; virus F36 ;
Foster et Hanafusa, 1983). Dans les deux cas, les protéines sont transformantes in vitro et les virus
tumorigeénes in vivo. De plus, I'addition des 14 premiers AA de v-src (site de myristylation) 2 la
pOUPS modifie sa localisation mais n'altére pas de manié¢re détectable l'activité biologique de la
protéine (Pellman er al., 1985).
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En plus de la myristylation pp60Y-57C subit une autre modification post-traductionnelle : 1a
phosphorylation. Deux sites majeurs de phosphorylation ont été identifié : 1'un sur la sérine 17
l'autre sur la tyrosine 416 (figure 21).

b) sites de phosphorylation de pp60QY-src

Tyrosine 416 :

Il est plus que probable que la phosphorylation de la tyrosine 416 soit catalysée par
pp60Y-STC elle-méme puisque des mutants de pp60Y-S7C, dépourvus d'activité kinase (par mutation
du site de fixation d'ATP : lysine 295 ; Snyder et al., 1985 ; Kamps et Sefton, 1986b), ne sont pas
phosphorylés sur ce résidu que ce soit in vivo ou in vitro.

En fait, la tyrosine 416 fait partie des AA conservés caractéristiques des PTK. Elle se
retrouve dans toutes les PTK connues, quelque soit leur classe (Neil ez al., 1981), entourée du
méme contexte peptidique que dans pp60V-S7¢C,

Pour comprendre le rdle et 'importance de ce site d'autophosphorylation de pp60V-S7C, un
mutant, dans lequel le résidu tyrosine 416 a été remplacé par un résidu phénylalanine (non
phosphorylable), a été construit (Snyder et al., 1983). Alors que in vitro, la protéine mutée posséde
une activité kinase comparable & celle d'une protéine sauvage, vis 2 vis d'un substrat exogéne, et
qu'elle est toujours capable de transformer des fibroblastes (Snyder et al., 1983), in vivo, elle n'est
plus tumorigene (Snyder et Bishop, 1983). La mé&me mutation a également été introduite dans la
protéine virale P140848/Ps (Tyr 1073: Weinmaster et al., 1984). Dans ce cas l'activité kinase
observée in vitro est réduite par rapport a celle d'une protéine sauvage et la transformation des
fibroblastes est plus longue a obtenir qu'avec un virus sauvage.

11 apparait donc que la phosphorylation de la tyrosine 416 (ou de son équivalent dans
d'autres protéine-kinases) joue trés certainement un rdle de régulation positif. Ce role n'est pas
détecté (pp60Y-S7C : Snyder et al., 1983), ou peu détecté (P140848/PS ;: Weinmaster et al., 1984),
au cours d'un test kinase in vitro ou dans un systéme de culture cellulaire (transformation de

fibroblastes embryonnaires) mais est entrevu dans des systémes plus complexes comme le test de
tumorigénicité.

Sérine 17 :

pp60V-S7C est également phosphorylée sur des résidus sérine. Le site majeur de ce type de
phosphorylation est localisé sur la sérine 17 qui se trouve dans une séquence peptidique possédant
toutes les caractéristiques d'un site de phosphorylation de la PKA (Collett et al., 1979 ; Cross et
Hanafusa, 1983). Dans ce sens, le traitement de cellules transformées par RSV par des agents qui
augmentent la concentration intracellulaire de cAMP (stimulation de la PKA) accroit la
phosphorylation de cette sérine (Roth ez al., 1983). Dans des expériences réalisées in vitro, la PKA
est capable de phosphoryler pp60V-57C précisément sur cette sérine (Collett ez al., 1979).

On ne comprend pas encore le role de cette phosphorylation dans pp60V-57€ puisque des
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mutations dans cette région n'altérent ni les propriétés biochimiques (activité kinase) ni les
propriétés biologiques (transformation et tumorigénicité) de pp60V-57¢ (Cross et Hanafusa, 1983).

¢) organisation de la protéine pp60QY-src

On peut distinguer deux domaines dans pp60V-S7C : une partie carboxyterminale, qui
correspond au domaine catalytique, et un domaine aminoterminal, qui n'est pas indispensable pour
I'activité kinase, puisque des mutants de délétion de cette région possédent toujours une activité
kinase (Oppermann et al., 1981). De méme, le domaine carboxyterminal (26 kd) obtenu par
digestion protéolytique est toujours capable de s'autophosphoryler in vitro (Levinson et al., 1981).

Dans le domaine catalytique, on retrouve tous les AA typiques dont nous parlions dans le
paragraphe "caractérisation du domaine catalytique” (figure 17) :

* un groupe de glycines suivi d'une lysine en position 295.

Cette derniere a été remplacée par mutation dirigée par différents AA (arginine ou histidine : Kamps

et Sefton, 1986b ; méthionine : Snyder et al., 1985). Cette mutation entraine la perte concomitante

de l'activité kinase et des propriétés biologiques de pp60V-57¢C (transformation et tumorigénicité).

* les groupes Arg Asp Leu (position 385 a 387), Asp Phe Gly (Résidus 404 i 406) et Ala
Pro Glu (résidus 430 a 432).
Des mutations indépendantes (Ala 430-->Val ; Pro 431-->Ser ; Glu 432-->Lys ; Ala 433-->Thr)

suppriment la tumorigénicité et diminuent fortement l'activité kinase de pp60V-57C (Bryant et
Parsons, 1983 ; 1984).

L'organisation de pp60V-57C peut éwre généralisée A toutes les PTK de cette famille. Elles
présentent toutes une région carboxyterminale contenant le domaine catalytique et une région
aminoterminale dont 1'élimination ne supprime pas l'activité kinase de la protéine (Brugge et
Darrow, 1984 ; Weinmaster er al., 1983). La région aminoterminale des protéines cellulaires
possederait peut-étre un role de régulation qui serait absent dans les protéines virales puisqu'elles
en sont dépourvues.

d) la protéine cellulaire src

La protéine cellulaire pp60¢-57C est structurellement proche de pp60V-S7¢ (Collett et al.,
1978 ; Opperman et al., 1979). pp60¢-57¢, comme pp60V-S7C, est une protéine-kinase spécifique
des résidus tyrosine (Hunter et Sefton, 1980). Les deux protéines (virale et cellulaire) sont
phosphorylées sur des résidus serine (Collett et al., 1979) et tyrosine (Hunter et Sefton, 1980 ;
Karess et Hanafusa, 1981). Cependant pp60¢-57C est incapable de transformer des cellules méme
lorsqu'elle est exprimée & un taux qui est suffisant & pp60V-57C pour induire la transformation
(Parker et al., 1984 ; Iba et al., 1985).

La séquence peptidique de pp60¢-57¢ est quasiment identique 2 celle de pp60Y-57¢€ (T: akeya et
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Hanafusa, 1983) (figure 21), pourtant I'activité kinase de pp60¢-57C est environ 10 fois plus faible
que celle de pp60V-S7€ (Iba er al., 1985) (figure 22). La plus grande différence, entre la protéine
virale et la protéine cellulaire, se situe dans la partie carboxyterminale des protéines ot les 19
derniers AA de pp60¢-57C ont été remplacés par 12 AA différents dans pp60V-S7C (Takeya et
Hanafusa, 1983). Chez le poulet, pp60¢-S7¢€ et pp60Y-S7C sont phosphorylées sur la méme sérine
17 (Collett et al., 1979 ; Karess et Hanafusa, 1981 ; Cross et Hanafusa, 1983). Au contraire, les
sites de phosphorylation des résidus tyrosine in vivo sont différents (Karess et Hanafusa, 1981).
pp60Y-STC est phosphorylée principalement sur la tyrosine 416, 2 la fois in vivo et in vitro (Smart et
al., 1981) alors que la tyrosine 416 de pp60€-57C peut &tre phosphorylée in vitro mais l'est trés peu
in vivo (iba et al., 1985).

Le principal site de phosphorylation de pp60¢-57¢ est une tyrosine en position 527 qui est
absente de pp60V-57C (Cooper ez al., 1986a ; 1986b) (figure 22). Pour analyser le rdle de régulation
qui avait été proposé pour la phosphorylation de la tyrosine 527 (Courtneidge, 1985 ; Cooper et
al., 1986a ; 1986b), ce résidu a été remplacé par un résidu phénylalanine (Piwnica-Worms et al.,
1987 ; Cartwright et al., 1987 ; Kmiecik et Shalloway, 1987). La pp60¢-S7C ainsi mutée devient

capable de transformer des fibroblastes embryonnaires et de les rendre tumorigénes. De plus, son

activité kinase est considérablement augmentée et devient comparable a celle de la protéine virale
(figure 22).

Dans le but de supprimer son activité kinase, la lysine 295 de 1a protéine cellulaire a été
mutée en méthionine (Jove et al., 1987). Cette mutation n'empéche pas la tyrosine 527 d'étre
phosphorylée in vivo. Il est donc probable que ce résidu est phosphorylé en trans par une
protéine-kinase cellulaire autre que c-src.

2) LES PROTEINES TRANSMEMBRANAIRES
un exemple erbB

a) la protéine virale

Le produit de traduction de l'oncogéne v-erbB est une protéine transmembranaire (Privalsky
et al., 1983) de 74 kd phosphorylée et glycosylée (Hayman et al., 1983). La séquence peptidique
de v-erbB présente les séquences consensus des protéine-kinases (Yamamoto et al., 1983 ;
Privalsky et Bishop, 1984) : la protéine est d'ailleurs associée 2 une activité kinase spécifique de
résidus tyrosine (Gilmore et al., 1985 ; Kris et al., 1985).

D'apres sa séquence peptidique, la protéine v-erbB correspond 2 une version tronquée du
récepteur de 'EGF auquel il manquerait le domaine aminoterminal qui lie 'EGF (Downward et al.,
1984b) ainsi qu'une portion du domaine carboxyterminal. Les deux protéines possédent en
commun le domaine transmembranaire et le domaine carboxyterminal (domaine catalytique)
(Ullrich ez al., 1984b). C'est pourquoi il a été suggéré que v-erbB pourrait correspondre 3 une
version activée de maniére constitutive du récepteur de I'EGF (figure 23).
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b) la protéine cellulaire

Comme la protéine virale erbB, le récepteur de I'EGF est une glycoprotéine
transmembranaire qui posséde une activité tyrosine-kinase (Kris er al., 1985). Sa séquence
peptidique a été déduite de la séquence nucléotidique de différents ADNc (Ullrich ez al., 1984 ; Xu
et al., 1984 ; Lin et al., 1984) et montre que la protéine commence par un signal peptidique
hydrophobe de 24 AA qui est éliminé de maniére post-traductionnelle (figure 23).

Dans la protéine c-erbB se distinguent deux domaines, séparés par une séquence
hydrophobe de 26 AA (domaine transmembranaire).

* un domaine aminoterminal riche en cystéines qui correspond au domaine qui fixe
I'EGF. On peut présumer que le rdle des cystéines est de former des ponts disulfures et de
stabiliser le domaine extracellulaire.

* un domaine carboxyterminal qui reste a l'intérieur de la cellule. Ce domaine contient
le domaine catalytique et un peptide carboxyterminal supplémentaire de 28 AA par rapport 2 la

protéine virale. Ce peptide contient une tyrosine (en position 1173) dont nous discuterons

I'importance ultérieurement.

Le récepteur de 1'EGF est une molécule qui est phosphorylée in vivo 2 la fois sur des résidus
sérine, thréonine et tyrosine. Aucune kinase connue n'étant capable d'avoir une telle diversité de
substrat, il est probable que 'accomplissement de la phosphorylation du récepteur de I'EGF passe
par l'intermédiaire de plusieurs kinases.

¢) Phosphorylation du récepteur de I'EGF

In vivo, l'utilisation d'agents chirniqués qui activent la PKC, tel que le TPA, inhibe
l'induction de la prolifération en dépit de la présence d'EGF. L'activité kinase du récepteur de
I'EGF est diminuée et l'analyse biochimique de la protéine dévoile une augmentation de la
phosphorylation sur un résidu thréonine en position 654 (Hunter et al., 1984). Cette thréonine se
trouve dans la portion de la molécule qui reste a l'intérieur de la cellule, A 9 résidus du domaine
transmembranaire, dans une région trés basique (figure 23). Elle pourrait donc &tre dans une
position ou elle peut moduler le signal entre le domaine interne et le domaine externe du récepteur.
Ceci est bien corrél€ avec la diminution de l'activité tyrosine-kinase du récepteur observée apres
phosphorylation de la thréonine 654. La phosphorylation de la thréonine 654 pourrait &tre un
mécanisme physiologique faisant partie d'une régulation négative.

Au contraire de ce qui a été décrit pour pp60V-S7C, le récepteur de 'EGF ne semble pas
s'autophosphoryler sur la tyrosine 845 (1'équivalent de la tyrosine 416 dans pp60V-S7C). Ceci est
peut-€tre dii & l'environnement de la tyrosine 845 qui est basique et différent de celui de la tyrosine
416. Par contre, la fixation de 'EGF sur son récepteur induit une phosphorylation de ce dernier
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dans son domaine carboxyterminal sur des résidus tyrosine (Downward er al., 1984a), le site
majeur étant une tyrosine en position 1173 (absente de la protéine virale : figure 23). La
signification de cette phosphorylation a longtemps été débattue (Downward er al., 1984a). Il a été
suggéré que son rdle pouvait étre d'augmenter l'activité tyrosine-kinase du récepteur vers des
substrats exogénes comme cela a déja été montré pour le récepteur de l'insuline (Ellis ez al., 1986).

d) Le domaine éatalytique du récepteur de I'EGF

Le domaine catalytique du récepteur de I'EGF présente toutes les caractéristiques des
protéine-tyrosine-kinases : la séquence (Gly X Gly X X Gly) suivie d'un résidu lysine en position
721 et des autres séquences dont nous avons déja parlé. I1 y a tout de méme une petite exception : le
résidu proline (en position 431 dans pp60V-57C) qui est remplacé par une leucine (figure 17).

Pour connaitre I'importance de la fonction kinase en tant qu'intermédiaire entre la fixation de
I'EGF, qui est le message, et la prolifération cellulaire, qui est la réponse, a été créé un mutant dont
l'activité kinase a été abolie par substitution de la lysine 721 en alanine (Honegger et al., 1987).
Cette mutation n'empéche pas la fixation de 'EGF sur son récepteur mais a des conséquences sur
le devenir de la molécule dans la cellule comme cela est représenté sur la figure 24. La fixation de
I'EGF sur son récepteur (non muté) augmente 'activité kinase de ce dernier qui phosphoryle divers
substrats dans la cellule qui interviennent probablement dans une cascade d'événements qui
conduisent & la mitose. Une régulation négative intervient alors par internalisation du couple
EGF/Récepteur dans le compartiment intracellulaire ol les deux protagonistes sont dégradés. Dans
ce cas, la demi-vie d'un récepteur est d'environ 1 heure. Lorsque ce récepteur est dépourvu
d'activité kinase, le mécanisme d'internalisation reste le méme (bien qu'il n'y ait pas d'induction de
la prolifération cellulaire), mais une fois internalisés, seul I'EGF est dégradé tandis que le
récepteur, dont la demi-vie est de maintenant 8 heures (comme celle d'un récepteur qui n'a pas fixé
de molécule d'EGF), peut étre recyclé a la surface de la cellule (figure 24).

3) GENERALISATION

Quelque soit leur localisation (cytoplasmiques ou transmembranaires), les
protéine-tyrosine-kinases présentent des propriétés communes :

* un domaine catalytique qui caractérise leur état de kinase.

* une tyrosine qui est présente dans la protéine virale comme dans la protéine cellulaire. Elle
correspond souvent a un site d'autophosphorylation (Tyr 416 : pp60V-57C) bien qu'elle ne soit pas
toujours usitée (Tyr 845 : récepteur de I'EGF). Utilisée ou non, elle est la signature que la kinase
qui la posséde est spécifique de résidus tyrosine.

* une tyrosine dans le domaine carboxyterminal de la protéine cellulaire qui est absente de la
protéine virale soit parce que la protéine est tronquée (gp 74V-€70B) soit parce qu'elle posséde une
autre séquence a la place (pp60YV-57C). Cette tyrosine posséde trés certainement un rdle de régulation
négative qui est supprimée pour les protéines virales.
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Il n'y a apparemment pas de généralisations possibles sur les phosphorylations des résidus
sérine ou thréonine qui semblent appartenir A des métabolismes spécifiques de chaque protéine
(qu'elle soit virale ou cellulaire).

F- LES PROTEINE-SERINE-KINASES

Les protéine-sérine-kinases sont sans doute 'espéce de kinases la plus représentée dans une
cellule. Pourtant, il n'y a que 3 oncogeénes possédant cette activité qui ont été décrits et isolés
jusqu'alors : v-mos, chez le poulet (Kloetzer et al., 1983 ; 1984), v-mil, chez le poulet et son
homologue murin, v-raf (Moelling et al., 1984). Nous discuterons de v-mil et v-raf dans les
chapitres réservés au rétrovirus MH2 et aux résultats.

On connait assez peu de choses sur l'oncogene v-mos mis a part le fait que c'est un gene
transformant dont le produit de traduction posséde un domaine catalytique typique de
protéine-kinase entourant une lysine en position 121.

Pour connaitre I'importance de cet AA dans la transformation, des mutants de p3770S dans
lesquels la lysine 121 a été remplacée (par un acide aspartique ou une arginine) ont été construits
(Hannink et Donoghue., 1985). Cette substitution, étant toujours accompagnée de la perte de la
transformation, démontrait que l'activité kinase de p37/05 est indissociable de la transformation.

L'analyse de la séquence peptidique des protéines mos, mil et raf d'ailleurs, ne révele aucun
des résidus tyrosine qui caractérisent la famille des tyrosine-kinases. A l'exception du domaine
catalytique les protéine-sérine-kinases ne semblent présenter qu'assez peu d’homologies entre-elles
et apparaissent comme un groupe plus hétérogéne que celui des PTK.

Cependant, il existe deux régions conservées de 6 et 9 AA dans la famille des sérine-kinases
se trouvant au voisinage des séquences (RDL)... (16AA)... (DFG)... (24AA)... (APE) (figure
17). Ces régions ont été utilisées pour préparer des sondes oligonucléotidiques (Hanks et al.,
1987) (figure 25). Ces sondes ont servi i cribler des banques d'ADNCc et 2 isoler des ADNc :
PSK-C3 (Putative protein Serine Kinase C3), PSK-H1, PSK-J3 et PSK-KS5.

La premiére sonde est un mélange d'oligonucléotides codant pour les AA ;
Asp-Leu-Lys-Pro-Glu-Asn (DLKPEN). Cette séquence commence i la position 166 dans PKA et
est aussi présente dans 3 autres protéine-sérine-kinases : la PK cGMP dépendante, la sous-unité o
de la phosphorylase kinase et la MLCK (myosin light chain kinase). Dans les
protéine-tyrosine-kinases, ce sont les séquences Asp-Leu-Arg-Ala-Ala-Asn (DLRAAN) ou
Asp-Leu-Ala-Ala-Arg-Asn (DLAARN) qui sont caractéristiques de cette région (figure 25).

La seconde sonde est un mélange d'oligonucléotides correspondant 2 la séquence
Gly-Thr-Pro-Glu-Tyr-Leu-Ala-Pro-Glu (GTPEYLAPE). Cette région se trouve A environ 29
résidus (AA) du cdté carboxyterminal de la premiére séquence. Cette région est un peu moins
conservée que la séquence (DLKPEN). Dans les tyrosine-kinases, cette séquence est complétement

divergente et est caractérisée par la séquence Lys-Pro-lIle-Lys-Trp-Thr-Ala-Pro-Glu
(KPIKWTAPE) (figure 25). ’
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Taple 1. Mammatian, Orosopmiia. and Yeast Protein Kinases

Mammais (total = 79)

Protein-sarine/threonming kinases (50)

Cyclic nucleotide-requiated )
cAMP-dependent protein kinases (C,, Cy)
cGMP-dependent protein kinase

Caimodulin-regulated
Phosphorylase kinase (distinct liver and muscle forms?)
Myosin ight chain kinases (sketetal, smooth muscie)
Type il-caimodulin dependent protein kinase
(brain a. B, B’ subunits; liver a, a’ subunits; muscie 8, B’ subunits)
Caimoduiin-dependent protein kinasaes | and lil

Diacylgiycerol-reqguiated
Protein kinase Cs (a, § ang §', v, 5 [RP14})

Others
Casein kinases | and i
Nuclear protein kinases N1 and N2
Protease-activated kinases | and il
Giycogen synthase kinases 3 and 4
Heme-requiated protein kinase
Double-stranded RNA reguiated protein kinase
Double-stranded DNA requiated protein kinase
S6 kinase
3-adrenergic receptor kinase
Rhodopsin kinase
Histone H1 kinase
Hydroxymethygiutaryi-CoA reductase kinase
Pyruvate denydrogenase kinase
Branched chain ketoacid dehydrogenase kinase
Polypeptide-dependent protein kinase
Polyamine-stimutated protein kinase
c-mas, c-raf, A-raf, pks, pim-1 proteins
CDC-R (PSK-J3), CDC2Hs, PSK H1, PSK-C3

Protein-tyrosine kinases (29)
src gene family
pPp60°** (fibroblast, neuronal forms)
PPB2-Ye, ppSEes
fgr. hck, fyn, lyn proteing
abl gene family
p150%* (Type | and Type It N-terminus)
arg protein
fps gene family
pgac-lns
NCP94 .
c-fps-related proteins (TKR11 and TKR186)
Growth factor receptors
EGF receptor family
EGF receptor (c-erb8 protein)
neu protein (erbB2 protein)
Insulin receptor family
Insulin receptor
IGF-1 receptor
<-ros, met, trk proteins
POGF receptor family
POGF receptor
CSF-1 receptor (c-fms protein)
C-kit protein
c-sea. ret proteins
Others
p75 (liver)
P120 (brain)

Drosophiia (total = 18)

Protein-serine/threonine kinases

Cyclic nucieotide-regulated
cAMP-dependent protein kinase-related (C0, C1, C2)
cGMP-dependent protein kinase-related (GO [2 genes], G1)
Diacylglycerol-requiated
Protein kinase C
Others
Casein kinase Il
ral protein

Protein-tyrosine kinases

DOsrc648 protein

Dsrc28C protein

Dash protein

ps-related protein

EGF receptor (Types |, {l, lIl N-terminus)
Insuiin receptor

saveniass protein

Yeast (total = 14)

Cyclic nucteotide-reguiated
cAMP-dependent protein kinase-related
TPK1, TPK2, TPK3, SRA3 (S. ceravisiae)
Others
CDC28 (S. cerevisiae (zcde2™ in S. pombe)
CDC7 (S. cerevisiae)
KIN28 (S. cerevisiae)
wee!™ (S. pombe)
nim1* (S. pombe)
STE7, STE11 (S. cerevisiae)
KIN1, KIN2 (S. cerevisiae)
SNF1 (S. cerevisiae)
ran1* (S. pombe)

figure 26 : protéine-kinases qui on été isolées chez la
levure, la drosophile et I'homme
extrait de "A thousand and one Protein Kinases® T.HUNTER , (1987), Cell , vol 50 , 821-822
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G- CONCLUSION

A T'heure actuelle une vingtaine de protéine-sérine-kinases ont été isolées chez la levure
(figure 26). Cependant, bien qu'une activité tyrosine-kinase puisse étre détectée dans des extraits
de levure (Schieven et al., 1986), aucun enzyme ayant cette spécificité de substrat n'a été isolé en
dépit des efforts poursuivis dans ce sens. Chez la drosophile, quelques protéine-tyrosine-kinases
ont été isolées. Sur la base de ces observations, on peut penser que les protéine-tyrosine-kinases
sont une famille de génes qui est apparue plus tard que celle des protéine-sérine-kinases. Ces
derniéres pourraient, d'ailleurs, trés bien €tre a l'origine de ce nouvel embranchement.

Dans les organismes supérieurs (métazoaires), un certain nombre de
protéine-tyrosine-kinases sont utilis€ées en tant que récepteurs d'hormones peptidiques ou de
facteurs de croissance (quelques fois produits par d'autres cellules de I'organisme). Chaque cellule
de cet organisme doit avoir une croissance qui s’harmonise avec celle de ses congénéres dans le

méme tissu ou dans les tissus avoisinants. Alors que, méme si leur croissance dépend quelques

fois des autres cellules avec lesquelles ils vivent, des organismes unicellulaires comme la levure,
n'ont trés certainement pas besoin de régulations aussi sophistiquées. Dans ce cas, on peut
imaginer que la présence de tyrosine-kinases et leur nombre dans le génome d'une cellule
pourraient définir son niveau d'évolution.
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Provirus LTR r——r A LTR
N4 228 N\ mil 7 —{IThAAA
M H2 \\.. V/Am/ : ADN
S.D S.A cellulaire
ARN
Génomique {1
5,5 kb
-mil
COTOSINOTITOOL00PCD P100gag m
Cytoplasmique
ARN
Sous-génomique
2,8 kb
p57myc
Nucléaire

S.D et S.A: signaux d'épissage nécessaires a la formation de I'ARN sous-génomique.

figure 27: structure et expression du provirus MH2.
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LE RETROVIRUS AVIAIRE MH2

A- STRUCTURE et EXPRESSION du PROVIRUS.

Le rétrovirus aviaire MH2 fait partie des rétrovirus leucémogenes défectifs (DLV) qui ont
transduit 1'oncogéne v-myc dans leur génome et dont le prototype est MC29. Les deux autres
membres de cette famille sont CMII (myelocytomatosis virus) et OK 10 (Oker Blom's isolate). En
plus de 'oncogene v-myc, le génome de MH2 héberge un second oncogéne (qui a été baptisé deux
fois) : v-mil (ou v-mht) (Saule et al., 1983 ; Kan er al., 1983 ; Coll et al., 1983 ; Jansen et al.,
1983).

L'expression des oncogénes v-mil et v-myc (schématisée par la figure 27) passe par

lintermédiaire de 2 ARN distincts (Pachl ez al., 1983 ; Saule ez al., 1983). v-mil est traduit 2 partir '

d'un ARN génomique de 5,5 kb sous la forme d'une protéine de fusion de 100 kd contenant des
déterminants gag dans sa partie aminoterminale : la P100848-mil (Hu ez al., 1978 ; Haymann et al.,
1979) qui est cytoplasmique. C'est a partir d'un ARN sous-génomique (de 2,8 kb) que v-myc est
exprimé€ en une protéine nucléaire de 57 kd (Pachl er al., 1983 ; Hann ez al., 1983) qui se lie &
I'ADN dans des expériences réalisées in vitro (Bunte et al., 1983).

Les propriétés biologiques de MH2 étant quelque peu différentes des propriétés biologiques
des rétrovirus qui ne contiennent que v-myc dans leur génome, on pouvait supposer que cette
différence était due 2 l'expression de v-mil seul ou alors 2 l'expression de v-mil en coopération
avec celle de v-myc.

B- PROPRIETES BIOLOGIQUES de MH2.

In vivo, la présence de v-mil confeére 3 MH2 une pathogénicité plus aigué que celles des
autres rétrovirus qui ne contiennent que v-myc dans leur génome (Linial, 1982) : l'infection de
cailles japonaises agées de 2 & 3 semaines par le virus MC29 ne provoque I'apparition de tumeurs
que dans 2 cas sur 29 (7%) tandis qu'avec le rétrovirus MH2, 50 sur 67 (75%) des oiseaux
infectés présentent des développements de cellules malignes (au moins aux sites d'injections).

Invitro, les modeles cellulaires les plus couramment étudiés pour 1'étude de MH2 sont les
macrophages, les neurorétines et les fibroblastes. La construction de mutants de dé€létion soit dans

v-mil soit dans v-myc a permis d'étudier le role de chacun des deux oncogénes dans ces différents
systeémes.
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Macrophage

v-myc

cMG

MH2
v-myc
g
v-mil
Macrophage
transformé
v-src
v-mil ou vy-erbB
v-yes

Macrophage transformé
(produisant du cMGF de maniere autocrine)

figure 28: Systéeme macrophages.
(schéma)
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1) LES MACROPHAGES.
a) Le systeme.

Des cellules myéloides de poulet transformées par 'oncogéne v-myc exigent pour proliférer
in vitro la présence d'un facteur de croissance : le cMGF (chicken Myelomonocytic Growth
Factor). Cette dépendance disparait si les cellules transformées sont surinfectées par un rétrovirus
qui contient un oncogéne de la famille des protéine-kinases dont le représentant est v-src (v-erbB,
v-yes, v-src) (Adkins et al., 1984) (figure 28). Dans cette situation, un facteur similaire
(biologiquement et immunologiquement) au cMGF est relargué dans le milieu et utilisé de fagon
autocrine. Le milieu conditionné de telles cultures est d'ailleurs capable d'induire la prolifération,
sans addition exogéne de cMGF, de cellules transformées seulement par v-myc.

Le rétrovirus MH2 est capable de transformer des macrophages de poulet in vitro et de les
faire proliférer en absence de cMGF (figure 28). Les mutants de délétion n'exprimant que I'un ou
l'autre des 2 oncogeénes de MH2 ont permis de démontrer que v-myc transforme les macrophages
alors que v-mil, qui a été classé par homologie de séquence dans la famille src (Galibert et al.,
1984), est I'inducteur de l'indépendance vis a vis du cMGF (Graf et al., 1986 ; Weizsaeker et al.,
1986). 11 faut noter toutefois que v-mil seul est incapable de faire proliférer ce type de cellules et
qu'il faut que les cellules soient transformées par v-myc pour que v-mil puisse jouer son role.

Nous avons donc, avec les macrophages, un mod¢le biologique in vitro o la présence 2 la
fois de v-mil et de v-myc au sein d'un méme rétrovirus "se justifie" puisqu'il montre une
coopération entre deux oncogénes dans 1'établissement d'un systéme autocrine de croissance de
cellules de type my€loide, systeme dans lequel v-myc stimule la transformation cellulaire tandis que
v-mil induit la production de facteur(s) de croissance(s) (en 'occurrence le cMGF).

b) Le ¢cMGF.

Le cMGF est un facteur de croissance hématopoiétique qui stimule la prolifération de cellules
de type myéloide transformées par v-myc (ou par v-myb) et de cellules myéloides normales mais
pas celle de cellules de type érythroblastique ou fibroblastique (Beug et al., 1982). Aprés
purification, le ¢cMGF apparait dans des conditions réductrices (ie en présence de
B mercapto-éthanol) sous la forme d'une protéine de 25 kd ou de 29 kd (respectivement en
présence ou en absence d'inhibiteur de la glycosylation : tunicamycine) et dans des conditions non
dénaturantes sous la forme d'une protéine de 23 kd ou de 27 kd (en présence ou en absence de
tunicamycine) (Leutz et al., 1984).

Le ¢cMGF est donc composé d'une seule chaine peptidique glycosylée présentant une
structure compacte due a la présence de ponts disulfures.
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figure 29:

Systéme neurorétines.
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2) LES NEURORETINES.

Le systeme de neurorétines (NR) mis au point par Georges Calothy a Paris (pour le
rétrovirus MH2 ; Béchade ez al., 1985) est constitué de cellules prélevées dans I'oeil d'un embryon
de caille (QNR : quail embryo neuroretina cells) ou de poulet (CNR : chicken embryo neuroretina
cells) 4gé de 7 jours (figure 29). Il s'agit essentiellement de cellules gliales et neuronales qui, a ce
stade de développement embryonnaire, sont quasiment quiescentes : cultivées en BEM (Basal Eagle
Medium) complété avec 5 % de sérum de veau foetal, elles ne sont plus capables que de 1 2 3
divisions in vitro (figure 29).

Suite & une infection par MH2, les NR se mettent 2 proliférer et sont méme transformées
selon certains critéres (formation de colonies en agar semi-solide). Des virus mutants de délétion,
(obtenus par biologie moléculaire in vitro ou spontanément in vive), n'exprimant que 1'un ou
l'autre des oncogeénes de MH2, ont été utilisés afin de déterminer l'implication de chacun des deux
oncogenes dans la prolifération et la transformation. Les résultats résumés sur le tableau de la
figure 29 montrent que l'expression de v-mil est nécessaire et suffisante pour faire proliférer les
NR sans toutefois les transformer alors que v-myc seul n'est capable d'induire ni 1a transformation
ni la prolifération (dans les conditions de culture décrites ci-dessus). Cependant, dans une
expérience de reconstitution, v-myc peut par surinfection transformer les NR lorsqu'elles sont au
préalable induites a proliférer par v-mil.

Nous disposons donc, avec les NR, un second systeme biologique mettant en évidence une
coopération entre v-mil et v-myc. 11 est intéressant de noter qu'une fois encore (comme pour les
macrophages), v-myc est impliqué dans la transformation et v-mil dans la prolifération. Cependant,
la chronologie des événements semble différente : dans le systtme macrophage, il faut que les
cellules soient transformées par v-myc pour qu'on puisse observer 'action de v-mil tandis que
dans le systtme NR, présenté ici, il faut apparemment que les cellules soient induites a proliférer
sous l'effet de v-mil pour qu'on puisse observer la transformation par v-myc. Des études sont en
cours dans I'équipe de Georges Calothy afin de savoir si le mécanisme d'induction de la
prolifération des NR par v-mil est comparable 2 celui que cet oncogéne utilise dans le systéme
macrophage, c'est a dire la production d'un facteur de croissance particulier.

Toutes les considérations sur les propriétés biologiques de MH2 sur le syst®me NR que
nous venons de voir dans ce paragraphe ne sont valables que dans les conditions de culture décrites
ci-dessus (ie BEM contenant 5 % de sérum de veau foetal). En effet, dans d'autres conditions, un
groupe de chercheurs italiens (Casalbore et al., 1987) montre que l'oncogéne v-myc seul peut
transformer des NR de poulet. Dans leurs expériences les boites de culture sont pré-traitées au
collagene et les cellules sont mises dans un milieu plus riche : DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) contenant 10 % de sérum de veau foetal, 1 % de sérum de poulet et 10 % de
bactotryptose. Au premier abord, les conclusions de Casalbore et al. semblent en contradiction avec
les résultats qui ont été obtenus par Béchade ez al. Cette différence peut cependant s'expliquer si on
imagine que dans les conditions de culture utilisées par 1'équipe italienne, le milieu étant plus

“riche" il contient peut-&tre des facteurs (de croissance ?) que l'expression de v-mil induit dans les
conditions de culture de I'équipe francaise.
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epissage alternatif.

figure 30
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3) LES FIBROBLASTES.

v-myc est capable de transformer in vitro des fibroblastes embryonnaires de poulet (clonage
en agar mou). Pour connaitre les propriétés de v-mil, il fallait disposer d'un mutant de MH2
n'exprimant pas v-myc. Ceci est le cas du virus PA 200 qui est un mutant de délétion du g&ne myc.
Ce mutant a été obtenu spontanément sur NR et n'exprime que v-mil. C'est précisément ce virus
qu'ont utilisé Palmieri et Vogel (1987) pour étudier I'action de v-mil sur les fibroblastes.

Des fibroblastes embryonnaires de poulet infectés par PA 200 présentent une morphologie
altérée (ies cellules sont plus réfringentes que des cellules normales et, n'ayant plus d'inhibition de
contact, elles se chevauchent). Cette altération s'explique par une désorganisation des cibles
d'actine et une diminution de la quantité de fibronectine 2 la surface des cellules. Ces derniéres sont
capables de pousser avec de faible quantité de sérum, néanmoins elles sont quasiment incapables de
cloner en agar mou.

Ces résultats ont été récemment confirmé par Béchade er al.(1988) dont les conclusions sont

cependant plus modérées sur le pouvoir transformant de 1'oncogéne v-mil que Palmieri ef al.. En

effet, les fibroblastes infectés par le virus PA200 présentent bien une désorganisation des cibles
d'actines mais qui est beaucoup moins marquée que lorsque les cellules sont infectées par MH2 ot
la désorganisation est totale. Les auteurs en concluent que le pouvoir transformant de v-mil est
limit€ et que le principal géne de transformation dans MH2 est v-myc.

v-mil se distingue donc de son homologue murin, v-raf, qui est capable de transformer des
fibroblastes de souris (transformation morphologique et clonage en milieu semi-solide) et dont
nous parlerons dans un paragraphe ultérieur

C- ORGANISATION GENOMIQUE DE L'EQUIVALENT CELLULAIRE DE
v-mil : c-mil.

Le génome de 1'équivalent cellulaire de v-mil (c-mil) est organisé en 17 exons (figure 30A).
Le géne c-mil est exprimé (chez le poulet) 2 partir d'un ARN de 4 kb que l'on retrouve dans la
plupart des tissus. Les régions homologues 2 la séquence de v-mil sont réparties sur 14 kbp et
correspondent aux 11 derniers exons de c-mil (E7 a E17: domaine carboxyterminal).

En 1983, plusieurs groupes (Kan ez al., 1984a, 1984b ; Jansen et al., 1984 ; Sutrave et al.,
1984) ont montré que v-mil était 1'équivalent chez le poulet d'un oncogene qui avait été isolé dans
un virus de souris (3611 MSV) : v-raf. L'organisation génomique compléte (structure
exons/introns)de c-raf a la fois chez 'homme et chez la souris présente une configuration exonique
semblable 2 celle du poulet (Bonner et al., 1985; Jansen et Bister, 1985).

Deux ADNCc hybridant avec v-mil ont été isolés au laboratoire (Dozier et al., 1988). L'un
d'eux est colinéaire & v-mil et hybride avec 'ARN de 4 kb décrit chez le poulet. L'autre ADNc
présente une insertion d'un exon supplémentaire de 60 bp entre ce qui correspond aux exons 7 et 8
sur la figure 30B. Cet ADNc hybride avec un ARN de 4 kb également. Ceci explique qu'une seule
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figure 31: sites de recombinaisons impliqués dans

la transduction de c-mil au sein de MH2.




86

espéce d'ARN ait €té décrite jusqu'alors sans que l'on puisse soupgonner l'existence d'un
mécanisme d'épissage alternatif pour l'expression du géne c-mil. Grice  une sonde radioactive de
ces 60 bp nous avons constaté que cet exon est phylogénétiquement conservé chez la caille, le rat
ou I'homme. Les deux ADNc mis sous contrdle d'un promoteur fort de transcription et de
traduction (pSV2 : Knopf et al., 1986) dirigent la synthése de 2 protéines de respectivement 71 et
73 kd (Dozier et al., 1988). De la comparaison de la séquence du peptide supplémentaire (20 AA)
avec différentes banques de données (Genbank, EMBL) ne ressort aucune homologie avec des
protéines connues. ’

Le mécanisme d'épissage alternatif avait déja €té décrit pour des génes tels que la calcitonine
(Amara et al., 1982) mais aussi pour les équivalents cellulaires des oncogénes abl/ (Shtivelman ez
al., 1986), Ki-ras (Shimizu ez al., 1983b) et src (Martinez et al., 1987 ; Wang er al., 1987).

D- HYPOTHESES SUR LA GENESE DE MH2.

La séquence nucléotidique de ¢-mil a permis I'étude des sites de recombinaison impliqués

dans la transduction de c-mil au sein du rétrovirus MH2. La comparaison de la séquence de gag et
de c-mil entourant le point de jonction A gag-mil ne montre aucune homologie significative
(figure 31). Ceci rend peu probable 1'hypothése que la transduction de mil dans le virus MH2 soit
le résultat d'une recombinaison 1égitime comme cela avait é1é observée dans certains cas de
transduction d'oncogéne comme fos dans le virus FBJ-MuSV (Van Beveren ez al., 1983) ou myc
dans le virus CMII (Walther et al., 1985). De méme, aucune homologie entre les génes c-mil et
c-myc n'a €té€ mise en évidence au point de recombinaison v-mil/v-myc (figure 31).

Le fait que v-mil et v-myc soient directement adjacents dans le génome de MH2 (qu'il n'y ait
donc pas de séquence virale entre les 2 génes) suggére que l'un des 2 oncogénes est venu
"s'encastrer” dans l'information génétique de l'autre. Ceci aurait pu se passer, par exemple, au
cours d'une translocation chromosomique qui se serait peut-étre méme produite dans la tumeur 2
partir de laquelle MH2 a été isolé. Une autre hypoth&se pourrait &tre qu'il s'agit en fait de 2
événements successifs et indépendants. Dans ce cas, on pourrait imaginer qu'un rétrovirus
contenant déja I'un des deux oncogenes ait dérobé 2 la cellule (par un mécanisme de recombinaison
illégitime) le deuxiéme oncogéne, ou alors, imaginer qu'il y ait recombinaison entre deux rétrovirus
possédant chacun un des protagonistes.

E- PROTEINES mil VIRALE ET CELLULAIRES.

La protéine virale mil est une protéine de fusion de 100 kd : la P1008ag-mil qui, par
immunofluorescence, a été localisée dans le cytoplasme. Une des propriétés biochimiques de cette
protéine est d'étre capable de se lier in vitro 2 de 'ADN ou A de 'ARN (Bunte ez al., 1983). La
séquence, réalisée en 1983 par F.Galibert, révéle que v-mil posséde des homologies avec la famille
des protéine-kinases dont le représentant est src (figure 32). En particulier, apres la séquence
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consensus [Gly X Gly X X Gly], se trouve un résidu lysine en position 622 qui est équivalent au
résidu lysine 295 de la tyrosine-kinase src (figure 32). Alors que la plupart des oncogénes de la
famille src (excepté mos : Kloetzer et al., 1983; 1984) sont associés 2 une activité tyrosine-kinase
in vitro, la phosphorylation de la protéine v-mil in vitro (Sutrave et al., 1984 ; Moelling ez al.,
1984) ainsi qu'in vivo (Ramsay er al., 1982) se fait sur des résidus sérine et thréonine.

Assez peu d'informations sont connues sur les protéines cellulaires mil. Par
immunoprécipitation avec un anticorps monoclonal dirigé contre la partie carboxyterminale de v-raf
(homologue murin de v-mil) un doublet de protéines de 71 et 73 kd a été décrit (Patchinsky et al.,
1986). In vivo, ce doublet est capable d'incorporer du phosphate radioactif et sur la base de cette
observation Patchinsky a émis 'hypothese que le doublet de protéines peut représenter divers degré
de phosphorylation de la méme protéine. Nous avons des raisons de penser que cette différence de
taille peut s'expliquer avec les 2 ADNc (résultant d'un €pissage alternatif du géne c-mil) que nous
avons mis en €vidence au laboratoire (Dozier et al., 1988).

La séquence compléte d'un ADNc mil de poulet est maintenant disponible (Koenen er al.,
1988). En se basant sur des comparaisons de séquences avec la séquence d'autres protéines on
peut distinguer deux domaines dans la protéine c-mil : un domaine carboxyterminal qui contient le
domaine kinase et qui correspond en fait a l'information génétique prise par MH2 (v-mil) et dans la
partie aminoterminale de c-mil, un domaine qui contient une séquence riche en cystéines [Cys X,
Cys Xg Cys X5 Cys X7 Cys Xy Cys] présentant une trés forte similitude avec une région répétée
deux fois dans la PKC [Cys X5 Cys X3 Cys X, Cys X7 Cys X5 Cys] (Parker et al., 1986 ;
Coussens er al., 1986 ; Knopf et al., 1986 ; Ohno et al., 1987). De telles séquences, riches en
cystéine, ont €t€ trouvées dans des protéines qui peuvent attacher un ion métallique, ce sont en
général des protéines qui interagissent avec 'ADN via la formation d'une "structure en doigt". Les
~plus connues sont le facteur de transcription III A, les récepteurs d'hormones stéroides ou
thyroidiennes et des protéines qui se lient 2 'ADN (Miller ez al., 1985 ; Weinberger et al., 1985,
1987 ; Greene et al., 1986 ; Berg, 1986 ; Sap er-al., 1986 ; Mc Donnell et al., 1987).

Les protéines cellulaires mil seraient-elles des protéines nucléaires ? Ce n'est pas évident car
des résultats préliminaires obtenus au laboratoire sont en faveur d'une localisation cytoplasmique.
On peut cependant essayer de comprendre pourquoi une protéine qui serait cytoplasmique
posséderait une telle séquence (qui est apparemment la signature de protéines nucléaires) en prenant
'exemple de la PKC qui est une enzyme un peu plus connue. La PKC a été décrite essentiellement
dans le cytoplasme ; toutefois elle a déja été vue nucléaire dans des cellules du cerveau (Wood et
al., 1986). Une premieére hypothese sur le rdle de la région cystéine peut donc suivre le modéle
classique, c'est & dire lier la protéine a I'ADN lorsqu'elle est dans le noyau. Une autre explication,
qui n'exclut pas la premiére, pourrait étre que cette région, riche en cystéine, a un rdle 2 jouer en
dehors du noyau, par exemple dans la fixation de l'ion divalent calcium (Ca**) qui est
indispensable & la PKC pour s'associer A 1a membrane cytoplasmique et étre active. Une dernidre
possibilité est que cette région posséde tout simplement un réle structural dans la protéine qui
pourrait étre un vestige du rdle qu'elle pouvait avoir dans des organismes peu évolués, sans
compartimentation cellulaire, dans lesquels les protéines étaient multifonctionnelles, tantot
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associées aux membranes cytoplasmiques pour une fonction X (kinase, par exemple), tantdt liées A
I'’ADN pour une fonction Y (régulateur de transcription, par exemple).

F- raf : HOMOLOGUE MURIN DE mil.

1) 3611 MSV.

3611 MSV est un rétrovirus murin qui transforme les fibroblastes embryonnaires et les
cellules épithéliales de souris in vitro (Rapp et al., 1983). In vivo, il induit des fibrosarcomes avec
une efficacité de 100 % en moins de 4 semaines apres infection. 3611 MSV a transduit dans son
génome l'oncogene v-raf (version tronquée en 5' de son homologue cellulaire c-raf : figure 30A)
dont l'expression se concrétise sur un gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) sous la forme de 2
protéines: une P758a8-raf (myristylée, donc membranaire, mais non glycosylée) qui est associée a
une activité sérine-thréonine-kinase in vitro (Moelling et al., 1984) et une gp9084a8-r af (glycosylée

mais non myristylée) qui n'est sans doute pas indispensable pour la transformation puisqu'il n'est

pas rare de la voir disparaitre quelques temps apres infection (Schultz ez al., 1985). Ces deux
modifications post-traductionnelles (myristylation et glycosylation) correspondent & une maturation
classique des protéines gag des rétrovirus murins et n'ont par conséquent rien de surprenant dans la
mesure ou raf est traduit sous la forme d'une protéine de fusion gag-raf. La myristylation a été
proposée comme un important facteur dans la transformation par les protéines gag-onc des
rétrovirus oncogénes mammiferes (Schultz ef al., 1984) ainsi que pour le produit de traduction de
l'oncogeéne v-src du rétrovirus aviaire RSV (Kamps er al., 1985; 1986a) qui n'est plus
transformant si la pp60V-$7C n'est plus myristylée donc plus membranaire.

2) FAMILLE DES GENES raf.

Différents ADNc hybridant avec une sonde v-raf ont été isolés dans différentes espéces
(homme, A-RAF : Beck et al., 1986 ; pks : Mark et al., 1986 ; rat, A-raf : Ishikawa et al., 1987b ;
souris, A-raf : Huleihel et al., 1986 ; drosophile, D-raf : Mark et al., 1987). C'est ainsi qu'on a
découvert que c-raf était le représentant d'une famille de protéines possédant toutes un domaine
carboxyterminal (domaine catalytique : figure 33C) quasiment identique.

Les génes de la famille raf se répartissent en deux classes : celle des génes A-raf et celle des
genes c-raf. Les protéines, correspondant a ces différents genes, différent essentiellement dans leur
domaine aminoterminal mais possédent des séquences conservées dans leur domaine
carboxyterminal. Toutefois, elles possédent une séquence trés semblable d'une trentaine
d'acides-aminés du coté aminoterminal des molécules (figure 33A) i environ 50 AA en aval d'une
région présentant un motif particulier de cystéines également trés conservée (figure 33B).
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ESPECE NOM DU GENE| CHROMOSOME ARN REMARQUES
- protéine 648 AA
c-raf 1 3 Bonner et al., 1983
HOMME isi &
se trouve au voisinage du génef
c-raf 2 4 responsable de laChorée de
Hutington - pseudogéne
ka X 2,7kb
pks-related 7
- 2, 6kb |protéine 606 AA
A-taf 1 X ’ Huebner et a., 1983
A-raf 2 ? pseudogéne
RAT c-raf 1 ? protéine 648 AA
A-raf ? 2, 3kb |protéine 604 AA
SOURIS C_raf 1 6 3,1kb Kozak et al., 1984
A-raf 1 2, 4kb |Huebneretal., 1986
A-raf 2 7 pseudogene
- 3, 2kb |protéine 656 AA
prosoprILe| D-raf 1 X ’ Mark et al., 1987
D-raf 2 2 pseudogeéne

Mark et al., 1987

figure 34: Localisations chromosomiques des génes de

la famille raf.
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3) LOCALISATIONS CHROMOSOMIQUES.

La localisation chromosomique des genes et des pseudogénes de la famille raf est résumée
sur la figure 34. Signalons que chez la souris il n'y a pas de pseudogeéne c-raf 2 ce qui situe donc
son apparition apres la divergence phylogénétique entre les rongeurs et les primates. Chez I'homme
c-raf 2 se trouve sur le chromosome 4 au voisinage avec le locus du géne impliqué dans la Chorée
de Hutington. |

Connaissant la structure du géne c-mil (c-raf) ainsi que les différents membres de la famille,
il est maintenant possible d'étudier quels peuvent étre les modes d'activation du géne mil (raf).

G - MODES D'ACTIVATION DES GENES mil/raf

1) LTR ACTIVATION

Chez le poulet, les exons 10 & 17 du géne cellulaire mil ont été placés sous le contrdle des
LTR de MH2 (figure 35 ; Dozier ez al., 1987). Cette construction dirige la synthése d'une protéine
de 35 kd qui contient tout le domaine kinase et dont I'expression permet la prolifération des NR
alors que dans les mémes conditions (mise sous contrdle de LTR) aucun des 2 ADNc¢ mil isolés au
laboratoire n'est capable d'induire la prolifération des NR (C.Dozier, communication personnelle).
Ces résultats suggerent d'une part, que le domaine aminoterminal de c-mil doit &tre supprimé pour
que le geéne soit actif et d'autre part, que les séquences gag présentes dans la P1008428 -mil ne sont
pas nécessaires pour les propriétés biologiques associées a v-mil, dans le systéme NR tout au
moins. Le méme genre d'observations avait été faite chez certaines protéines de fusion gag-onc
pour lesquelles I'amputation des séquences gag n'altére pas leurs propriétés transformantes (v-fps :
Foster et Hanafusa, 1983 ; v-myc : Shaws et al., 1985 ; v-fins : Wheeler et al., 1986).

Chez la souris, plusieurs clones de cellules NIH 3T3 transformées ont été obtenus par
cotransfection d ADN de NIH3T3 avec ' ADN de LTR de MoMuLV (Moloney Leukemia Virus)
(Miiller et Miiller, 1984 ; Molders et al., 1985). Dans un de ces clones les auteurs se sont apergus
qu'au cours de la transfection un LTR s'était intégré entre les exons 5 et 6 du géne cellulaire raf
(figure 35) prenant ainsi le contrdle des exons 6 A 17 et dirigeant la synthése d'une protéine mil
tronquée d'environ 45 kd.

Le géne A-RAF (humain) qui correspond en quelque sorte 2 une version tronquée de c-raf
contenant le domaine kinase avec en 5' une séquence différente a été placé sous le contrdle de LTR
(Beck et al., 1987). Cette construction est capable de transformer les fibroblastes embryonnaires de

souris alors que le ADNc complet de ¢-raf mis sous contrdle de LTR en est incapable (Ishikawa er
al., 1987a).
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MOLDERS et al.,198S5

~ MULLER et al.,1984

activation par PROMOTION INSERTION
Transfection de LTR de MOMULYV :

expression d'une protéine c-rgf tronquée de 45kd

- FUKUI et al., 1985;1987
ransfection d’'ADN de glioblastome
humain sur NIH3T3

(activation au cours de la transfection)

 DOZIER et al., 1987
EX10 2 EX17 mis sous le
contrfle des LTR de MH2

ISHIKAWA et al., 1986;1987
transfection d’ADN d'un carcinome du

foie (rat) sur NIH3T3

(activation au cours de la transfection)

L.STANTON et . al., 1987

transfection d'ADN de tumeurs

humnaines sur NIH3T3 : Carcinome du sein
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— SHIMIZU et al., 1985
transfection d'ADN d'un cancer de
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Activation du génec-mil/RAF.
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2) ACTIVATION AU COURS DU TEST NIH3T3

Différents ADN de tumeurs (humaines et de rat) ont été transfectés sur NIH3T3 afin de
rechercher des oncogenes activés. Dans ce paragraphe, nous allons décrire 6 cas d'activation ou
I'oncogene qui a été caractérisé est raf. Cependant il faut noter que dans ces 6 cas, l'activation a eu
lieu pendant la transfection ; par conséquent, le locus raf n'est pas modifié dans les tumeurs
d'origine.

Ishikawa (1986 ; 1987a) a montré, au cours d'une transfection d'ADN de carcinome du foie
de rat, un réarrangement de c-raf (de rat) dans l'intron entre les exons 7 et 8 (figure 35) en 5'
desquels est venue se greffer une séquence inconnue de rat.

Des transfections d'ADN de tumeurs humaines cette fois, d'un carcinome du sein, d'un
carcinoide du poumon, d'un carcinome du rein (Stanton et Cooper, 1987) et d'un glioblastome
(Fukui ez al., 1985 ; 1987) montrent également le méme modele d'activation, c'est a dire,
réarrangement dans l'intron situé entre les exons 7 et 8 (figure 35), avec en 5' la présence d'une
séquence d'origine humaine. |

Une derniere description est celle de la transfection d'ADN d'un cancer primaire de
l'estomac (humain) (Shimizu ez al., 1985) qui donne également une activation du ¢-RAF (humain)
avec réarrangement, mais autour des exons 6 ou 7 (cf figure 35).

3) MODELE

En résumé, nous avons vu qu'il n'existe, & I'heure actuelle, aucune description d'activation
de c-raf sans réarrangement en 5', la présence d'une séquence en 5' n'étant d'ailleurs pas
indispensable (Molder et al., 1985 ; Dozier et al., 1987). Tout porte donc 2 croire que le domaine
aminoterminal de c-mil a un role de régulation qu'il faut éliminer pour que le géne soit activé.

H - IMPLICATION DU LOCUS RAF DANS DES CANCERS HUMAINS

Chez I'homme, le géne cellulaire RAF se trouve sur le chromosome 3 (3p25). Son locus a
€t¢ impliqué dans une tumeur mixte de la parotide dans laquelle a été repérée une translocation
1(3;8) (p25;921). En 1985, Drabkin décrivit un carcinome du rein apparemment héréditaire dans
une famille dont I'étude du caryotype révéle une translocation du g&ne myc (chromosome 8) sur le
chromosome 3.

Une autre description de carcinome de rein, retrouvé sur 3 générations, avec une
translocation cette fois (3:11) a été faite par Pathak en 1982. Curieusement, cette fois-ci, la
translocation n'existait que dans la tumeur. Ceci fiit un peu moins surprenant 2 la lumiére du
signalement d'un site fragile en 3p14, inductible par des agents chimiques.

Enfin, des carcinomes du poumon 2 petites cellules (SCLC) ont été associés de maniére
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caractéristique avec une délétion de la région (3p14--->3p23) (Whang Peng er al., 1982).

11 apparait donc que des altérations du petit bras du chromosome 3 semblent critiques pour le
développement de carcinomes de rein ou de SCLC. Peut-étre avons nous 12 les prémices d'un
diagnostic précoce (tout au moins pour les familles a risque). Cette recherche de diagnostic est
d'autant plus importante que 1'on sait pertinemment que les chances de guérison sont étroitement
lies A la précocité du dépistage. En fait, des expériences récentes suggérent que ce ne sont
probablement pas des altérations du géne RAF lui-méme qui seraient responsables des cancers
décrits ci-dessus mais l'éiimination, par réarrangement chromosomique, d'un géne suppresseur se
trouvant dans le voisinage trés proche du locus RAF (Seizinger et al., 1988).
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PRESENTATION du TRAVAIL.

Mon travail a essentiellement porté sur I'oncogene v-mil. Cet oncogene a été€ mis en évidence
au laboratoire (Coll er al., 1983) ainsi que dans deux autres groupes (Jansen et al., 1983 ; Kan ez
al., 1983) au sein du génome du rétrovirus aviaire MH2. Thomas Graf & Heidelberg (Allemagne),
Georges Calothy a Paris et leurs équipes respectives, ont élaboré des modeles de culture cellulaire
in vitro, respectivement le syst¢éme macrophage et le systéme neurorétine, que nous avons déja
évoqué au cours de l'introduction de ce mémoire. A la suite de collaborations avec notre
laboratoire, nous pouvons maintenant associer l'expression de v-mil avec des propriétés
biologiques particulieres dans ces différents systémes cellulaires. Ces propriétés sont
respectivement :

* I'indépendance de maniére autocrine, vis a vis du cMGF (chicken Myeloid Growth Factor),
de macrophages transformés par v-myc (Graf ez al., 1986).

* la prolifération de cellules de neurorétines d'embryons de poulet de 7 jours, cellules
normalement quiescentes a ce stade (Béchade ez al., 1985).

Francis Galibert et son groupe ont montré que la séquence de 1'oncogéne v-mil avait une
homologie avec la famille des tyrosine-kinases (Galibert ez al., 1984). Plus tard, le groupe de Karin
Moelling (1984) montrait que, in vitro, la P100838 -mil semblait bien &tre associ€e avec une activité
kinase mais dont la spécificité se porte sur les résidus sérine et thréonine. v-mil venait alors
rejoindre v-mos dans les exceptions : ce sont les deux seuls oncogénes décrits jusqu'ici pour

lesquels la fonction kinase qui leur est associée n'est pas spécifique des résidus tyrosine mais des
résidus sérine/thréonine.

Nous avons voulu répondre 2 la question : I'activité kinase de la P100838-mil observée par
Moelling et al. in vitro, est-elle seulement associée 2 la protéine ou bien est-elle intrinséque ? Et, si
la propriété est intrinseéque, 1'activité de cette protéine-kinase est-elle importante dans les propriétés
biologiques qui sont associ€es a 1'expression de 'oncogeéne v-mil ?

La description de ce travail comporte deux parties :

Dans la premiére partie, nous démontrons la nature intrinséque de la fonction biochimique de la
P1008ag-mil ; yactivité protéine-kinase. Nous démontrons également que cette activité kinase est
indispensable aux propriétés biologiques qui sont classiquement associées A l'expression de
l'oncogéne v-mil : I'indépendance, vis a vis du cMGF, de macrophages transformés par v-myc et
la prolifération de cellules de neurorétine.

Finalement, dans cette partie, nous mettrons en évidence que la phosphorylation de la
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P100848-mil jn vivo ne résulte probablement pas d'une autophosphorylation mais de la
phosphorylation par d'autres protéine-kinases cellulaires. _

Dans la seconde partie, nous décrivons un mutant de MH2, MH2-Hd (Coll et al., 1983), dont
l'activité kinase du produit de traduction de son géne v-mil, la P10083@8-mil, st considérablement
diminuée. Pourtant, les propriétés biologiques associées a 1'expression de v-mil, dans les systémes
macrophages et neurorétines, sont conservées. Ces résultats montrent qu'un haut taux d'activité
kinase dans les cellules infectées par un virus MH2 n'est pas requis pour obtenir les effets
biologiques associés a I'expression du gene v-mil.

Ce mutant, MH2-Hd, nous a permis de mettre en évidence, dans toutes les
phosphotransférases, une région trés conservée qui joue probablement un role dans la fixation de
I'ATP (donneur de phosphate dans la réaction de phosphotransfert).
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1ére PARTIE.

DEMONSTRATION DE LA NATURE INTRINSEQUE DE
L'ACTIVITE KINASE DE LA P100848-mil,

ETUDE DE SON ROLE DANS LES PROPRIETES BIOLOGIQUES
ASSOCIEES A L'EXPRESSION DE v-mil.

(Résumé de 1'Article 1).

INTRODUCTION

En 1983, la séquence nucléotidique de v-mil, réalisée en collaboration avec le groupe de
Francis Galibert (Paris), révélait l'affiliation de ce géne a la famille des protéine-kinases. En
particulier, en position 720 dans v-mil se trouve un résidu lysine équivalent au résidu lysine 295
de v-src connu pour étre le site de fixation de I'ATP dans la protéine-kinase pp60V-57¢ (figure 17)
(Kamps ez al., 1984). Cette lysine 720 est précédée par la séquence consensus [Gly X Gly X X
Gly] que l'on retrouve dans presque toutes les protéine-kinases connues.

En 1984, Karin Moelling et son groupe (Berlin) montraient que des préparations
partiellement purifiées de P100848-mil étaient associées a une (des) activité(s) kinase(s)
spécifique(s) de résidus sérine/thréonine.

OBJECTIF

Sachant que la phosphorylation de résidus sérine/thréonine représente plus de 99 % de la
phosphorylation sur des protéines dans une cellule, nous avons voulu analyser si 'activité kinase
détectée in vitro, dans cette expérience, représentait bien une propriété intrinséque  la protéine mil.
En effet, il n'était pas exclu que, dans les travaux de K. Moelling et al., une (ou plusieurs)
protéine-kinase(s) cellulaire(s) puisse(nt) étre présente(s) dans leur préparation de P100gag-mil,
Un précédent de cette nature s'est déja produit pour middle T de SV40 qui a longtemps été
considéré comme une kinase alors qu'il n'en est rien. En effet, middle T forme un complexe avec
la protéine-kinase cellulaire src lorsqu'on le purifie par immunoprécipitation.

L'activité kinase démontrée, nous avons étudié l'importance de cette activité dans les
propriétés biologiques classiquement associées A I'expression du gene v-mil.
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1) préparation des simples brin M13 contenant le géne v-mil muté ou non muté

2) hybridation avec I'oligonucléotide mutagéne marqué radioactivement en 5'
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figure 36 B : Principe de repérage des phages
possédant la mutation désirée
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CONSTRUCTION DES MUTANTS

Si la P1008ag-mil est bien une kinase et que la lysine 622 fait partie du site de fixation de
I'ATP, alors, on peut imaginer que la substitution de cette lysine par un autre AA (en l'occurrence,
une méthionine) doit abolir I'activité kinase de la protéine. Si cette mutation n'abolissait pas
l'activité kinase de la P1008498-mil in vitro, cela voudrait dire soit, que la lysine 622 n'est pas le site
de fixation de I'ATP ou alors, que I'activité kinase observée in vitro résulte d'une protéine-kinase
associée contaminant les préparations de P1008498-mi! purifiées.

Nous avons donc construit un mutant dans lequel la lysine 622 (site présumé de fixation de
I'ATP) a ét€ remplacée par une méthionine. Le choix de 1a méthionine en tant qu'acide aminé de
remplacement pour la lysine a été guidé par le fait que cet acide aminé ne porte pas de charge dans
une protéine et posséde quasiment le méme encombrement stérique que la lysine. De plus, il a déja
¢€t¢ utilisé dans d'autres mutations du méme style sans affecter la stabilité de la protéine mutée
(Snyder et al., 1985). Pour réaliser ce mutant, nous avons utilisé la technique de mutation dirigée a
l'aide d'oligonucléotides de synthése (Zoller et Smith, 1982). Dans ce but, la région du géne v-mil
contenant le codon de la lysine 622 a €t€ introduit dans un phage M13 (figure 36).

M13 est un phage 2 ADN simple brin (virus bactérien) dont le génome se réplique sous la
forme double brin dans les bactéries. Les deux brins d'ADN ne sont pas équivalents : 1'un est de
polarité positive, l'autre de polarité négative. C'est toujours le brin d'ADN de polarité positive qui
est pris par les particules infectieuses lorsqu'elles quittent la bactérie par extrusion.

Nous avons préparé une quantité importante d'ADN simple brin de M13 contenant la partie du
gene v-mil que nous y avions introduite. Un oligonucléotide de synthése a ensuite été préparé. Cet
oligonucléotide de synth&se est complémentaire de la région entourant le codon lysine sauf au
niveau précisément de cette lysine ol l'oligonucléotide posséde les nucléotides codant pour une
méthionine (figure 36A). Aprés hybridation, 1'oligonucléotide a servi d'amorce & une ADN
polymérase pour la synthése de I'ADN de polarité négative du M13. Nous avons obtenus ainsi des
ADN double brin de M13 que nous avons transfectés dans des bactéries. Apres la réplication de
I'ADN double brin du phage M13 dans les cellules, les bactéries étaient capables de produire deux
sortes de M13 : certains possédaient dans leur génome un codon lysine (AAA) en position 622, les
autres, un codon méthionine (ATG) (figure 36A). Pour identifier les phages, dont le génome
présentait un codon méthionine en position 622 dans v-mil, nous avons marqué 1'oligonucléotide
de synthése au phosphate radioactif en 5' en utilisant une préparation purifiée de la polynucléotide
kinase du phage T4. Environ deux cents clones ont été hybridés avec cette sonde dans des
conditions ol l'oligonucléotide hybride avec I'ADN sauvage et 'ADN muté (figure 36B). Par la
suite, nous avons réalisé des lavages en augmentant la température. La complémentarité de
l'oligonucléotide avec I'ADN possédant le codon méthionine étant totale (tous les nucléotides sont
complémentaires), cette structure est plus stable que celle de l'oligonucléotide avec 'ADN
possédant la lysine (ol il y a deux paires de nucléotides non appariés). Ainsi, les clones dont
I'hybridation semble plus stable en fonction de la température devraient &tre ceux qui possédent un
codon méthionine. Nous avons sélectionné de tels phages et vérifié, par séquence nucléotidique,
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que ceux-Ci contenaient bien la mutation voulue, c'est a dire, un codon méthionine en position 622
dans le gene v-mil.

Le fragment d'ADN contenant la mutation (lysine/méthionine) a été réintroduit dans le géne
v-mil du provirus de MH2. Nous avons ainsi obtenu deux types de provirus MH2 : un provirus
sauvage avec une lysine en position 622, MH2 (K622), et un provirus muté avec une méthionine
en position 622, MH2 (M622).

Nous avons transfecté ' ADN des deux provirus sur des fibroblastes embryonnaires de poulet.
Les fibroblastes, ainsi transfectés, ont €té sélectionnés sur le critére de transformation par
l'oncogéne v-myc. Les virus MH2, sauvage et muté, ont été directement récupérés dans des
surnageants de fibroblastes et utilisés pour infecter des cellules de neurorétines et des macrophages.

RESULTATS
Au niveau biochimique :

A partir de fibroblastes, dans lesquels €taient exprimés les produits du géne v-mil, soit
sauvage, soit muté, nous avons purifié la P100848-mil, par immunoprécipitation avec un anticorps
dirigé contre le domaine gag aminoterminal de la molécule. Nous avons comparé 'activité kinase
des produits de traduction des g&nes v-mil sauvage et muté, en ajoutant aux préparations de
P1008ag-mil purifiées de I'ATP radioactif marqué sur le phosphate vy (figure 37). Le principe de
I'expérience consiste a analyser la capacité des deux P1008ag-mil purifiées a s'utiliser comme
substrat de leur propre activité kinase. Les détails de cette expérience peuvent &tre trouvés en
annexe dans l'article 1 : "Replacement of Lys 622 in the ATP binding domain of P1008ag-mil
abolishes the in vitro autophosphorylation of the protein and the biological properties of the v-mil
oncogene of the MH2 retrovirus". Dans cette expérience d'autophosphorylation in vitro, nous
n'avons observé aucune incorporation de radioactivité dans les préparations de P1008@8-mil
possédant une méthionine en position 622 alors que dans les préparations de P10084g-mil sauvage
(avec une lysine en position 622) nous avons constaté une forte incorporation de phosphate
radioactif sur les protéines mil. Dans chaque test, la quantité de P100898-mil engagée dans la
réaction d'autophosphorylation est quantifiée par la technique de "Western Blot".

Nous avons vérifié dans des expériences de transphosphorylation que la P1008ag-mil
dépourvue d'activité kinase pouvait étre phosphorylée par une P1008ag-mil sauvage. En effet, il
€tait important de vérifier que la mutation lysine/méthionine affectait seulement la protéine en tant
qu'enzyme et non en tant que substrat dans la réaction d'autophosphorylation.

En résumé, ces expériences montrent que la substitution lysine/méthionine abolit totalement

l'activité autophosphorylante in vitro de 1a P100848-mil (figure 39) démontrant ainsi que la réaction
d'autophosphorylation refléte bien la nature intrinséque de 1'activité kinase de P1008ag-mil,
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D'autres résultats (non publiés) indiquent cependant que la phosphorylation de substrats exogénes,
par les préparations partiellement purifiées de P100838-! décrites par Moelling et al., ne résultent
pas de la phosphorylation par P100848 -mil mais résultent effectivement de l'activité d'une ou
plusieurs protéine-kinases cellulaires contaminantes. Il n'existe donc pas, a I'heure actuelle, méme
in vitro, de substrats connus pour la P100848-mil 3 part elle méme.

Avant de poursuivre nos expériences de phosphorylation et de biologie in vivo, nous avons
vérifié que la mutation lysine/méthionine n'affectait pas la stabilité de la protéine dans la cellule.
Pour cela, nous avons effectué des marquages radioactifs de 24 heures (marquages longs), qui
donnent des informations sur la stabilité dans le temps d'une protéine, et des "Western Blots" qui
donnent des informations sur la quantité de protéines présente 2 un moment donné dans une cellule.
Les deux techniques ont confirmées que la mutation lysine/méthionine ne semblait pas affecter de
maniére détectable la stabilité de la protéine in vivo.

In vivo, la P1008ag-mil s'autophosphoryle-t-elle ?

Nous avons démontré, d'autre part que P1008ag-mil st phosphorylée dans les cellules
transformées par MH2 sur des résidus sérine et thréonine. Cette phosphorylation affecte les mémes
sites indépendamment du type cellulaire transformé (macrophages ou fibroblastes). Les sites
phosphorylés in vivo sont différents de ceux phosphorylés in vitro. Par des cartes
phosphopeptidiques a deux dimensions, nous avons constaté que la P100838 -mil mutée (Kinase - )
est toujours phosphorylée in vivo a la méme intensité et aux mémes sites que la P1008ag-mil
sauvage (Kinase +) (figure 38). Nous en avons déduit que le produit de traduction de v-mil ne
s'autophosphoryle vraisemblablement pas in vivo mais se trouve étre la cible d'autres
protéine-kinases cellulaires.

Au niveau biologique :

Dans les systémes macrophages et neurorétines dont nous avons parlé dans l'introduction
de ce mémoire, la substitution lysine/méthionine supprime les propriétés biologiques associées a
I'expression de v-mil :

A linverse des macrophages transformés par MH2 (K622) (virus sauvage), les
macrophages infectés par MH2 (M622) (virus MH2 dont le géne mil est muté) requigrent pour leur
prolifération l'addition de cMGF exogene. Ils possédent en cela un comportement similaire 3 celui
de macrophages qui auraient été infectés par un virus ne contenant que l'oncogéne v-myc.

Nous avons également étudié la prolifération de cellules de neurorétines aprés infection
avec les virus MH2 (K622) (sauvage) et MH2 (M622) (muté). Alors que les neurorétines infectées
par le virus sauvage sont induites a proliférer, les neurorétines infectées par le virus MH2 (M622)
restent quiescentes.
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VIRUS MH2 (K622) MH2 (M622)

Activités

Autophosphorylation + —

IN VITRO

Prolifération des NR + —
c¢MGF indépendance de

macrophages transformés + —
par v-myc

figure 39 : Résumé des résultats de la | ®"® Partie.
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Ces résultats, résumés sur la figure 39, indiquent que les propriétés biologiques de v-mil
dépendent de la phosphorylation, par P100848-il, de substrats dont la nature reste  déterminer.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons démontré que le produit de traduction de l'oncogéne v-mil est une kinase et
que cette fonction est indispensable aux propriétés biologiques associées & 'expression de v-mil. Il
serait maintenant intéressant d'essayer de trouver des substrats pour la P100828-mil et tenter de
comprendre par quelle voie biochimique agit 'oncogéne v-mil. Un autre axe de recherche serait
d'identifier précisément les sites de phosphorylation et de regarder si la phosphorylation de ces
sites se fait par des kinases déja connues. Dans une étude ultérieure, ces sites pourront étre & leur
tour mutés afin d'étudier leur role dans un éventuel mécanisme de régulation de la P1008§28-mil,

Il est courant de constater une différence d'activité entre la protéine oncogéne et celle de
son équivalent cellulaire. Etant donné que nous possédons au laboratoire deux ADNc ¢-mil ainsi
que les moyens de les exprimer dans des cellules, notre prochain objectif est donc de transposer,
sur les protéines cellulaires, 1'étude que nous avons réalisée sur la protéine virale. En particulier, il
sera intéressant d'étudier le role du peptide supplémentaire (résultat d'un épissage alternatif) présent
dans une des deux protéines.
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VIRUS
MH2(K622)| MH2-Hd
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Activité autophosphorylante
de la P10083%-mil Haute Basse

figure 40 : comparaison des propriétés des produits de
traduction des geéenes v-mil des virus MH2-Hd et
MH2(K622)
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[IeMEPARTIE.

ETUDE D'UN "MUTANT " DE MH2 : MISE EN EVIDENCE D'UNE
REGION CONSERVEE DANS LES PROTEINE-KINASES.

(Résumé de 1'Article 2).

INTRODUCTION

Nous possédons au laboratoire deux isolats du virus sauvage MH2 : MH2-Hd et
MH2 (K622). Les produits de traduction de leur géne v-mil respectif sont phosphorylés, in vivo,
sur les mémes sites peptidiques et possédent des propriétés biologiques classiques (indépendance
vis 4 vis du cMGF et prolifération des neurorétines) (figure 40). MH2-Hd, présente cependant une
singularité. En effet, le produit de traduction du géne v-mil de ce virus posséde in vitro une capacité
d'autophosphorylation considérablement réduite si on la compare a celle de la P1008a8-mil gy
virus MH2 (K622) (figure 40). In vivo, la présence des mémes sites de phosphorylation sur les
produits de traduction des genes v-mil des deux virus (MH2 (K622) et MH2-Hd) indique que la
P100848-mil du virus MH2-Hd n'est pas mutée en tant que substrat mais en tant qu'enzyme.

Si on admet que le taux d'autophosphorylation observée in vitro est le reflet de 1'activité
kinase de P100848-mil dans les cellules transformées, ces résultats suggerent que l'activité
biologique de v-mil ne requiert pas de hauts taux d'activité kinase dans les cellules transformées par
MH2. 11 est intéressant de noter qu'il a déja été montré, pour des mutants de v-src, qu'une activité

kinase réduite ne modifiait pas son pouvoir mitogéne sur des cellules de neurorétine de poulet (Iba
et al., 1985).

OBJECTIF

Nous avons tenté de localiser la (ou les) mutation(s), dans le virus MH2-Hd,
responsable(s) de la diminution de l'activité kinase in vitro sans apparemment modifier les
propriétés biologiques liées 2 I'expression du géne v-mil ni les sites de phosphorylation de la
protéine.

Pour localiser la région responsable de cette baisse d'activité in vitro nous avons construit
des chimeres entre les provirus de MH2-Hd et de MH2 (K622) en profitant de la présence de 3
sites de restriction uniques : Bgl II 2 1a fin du géne gag, Sph1 au milieu du g&ne mil et Hpal 2 la fin
du gene mil (figure 41). ‘
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A - Construction de chiméres MH2-Hd / MH2 (K622).

720
Ser Asn Asn lle Phe Leu
Sphi.......... TCC AAT AAT ATA TTT CTT .......... Hpal MH2-K622
Sphi.......... coo ceo o0QGo oo o000 oo sessseses Hpal MH2-Hd
Ser

B - Comparaison de la séquence du fragment
Sphi-Hpa1l des provirus MH2-Hd et MH2 (K622).

figure 41

Recombinants
Activite
d'autophos-
A gag v-mil v-myc phorylation
| CIH l W//|/////l MH2-K622 haute
! SD SA
Bglll Spht1 Hpat
CIH MH2-Hd basse
CIH MH2-BgHp haute
[T MH2-BgSp basse
CIH_ d e MH2-SpHp haute
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CONSTRUCTION DES MUTANTS et RESULTATS

Trois nouveaux provirus ont ainsi été construits, transfectés sur fibroblastes
embryonnaires de poulet et des clones cellulaires sélectionnés pour la transformation par v-myc.
Les produits de traduction de leurs génes v-mil respectifs ont été analysés par des tests
d'autophosphorylation in vitro. La quantité de P10084ag-mil engagée dans chaque réaction
d'autophosphorylation a ét€ normalisée par la technique du "Western Blot".

La premiére construction chimérique (MH2-BgHp) a €té obtenue par insertion du fragment
Bgl II-Hpal du provirus MH2 (K622) dans le provirus MH2-Hd. Le produit de traduction de ce
géne v-mil est une P1008428-mil exhibant une forte activité kinase in vitro. Nous avons donc
identifi€ la région dans laquelle se trouvait la (ou les) mutation(s) responsable(s) de la diminution
de l'activité kinase observée in vitro. Pour localiser de maniére plus précise dans quelle partie du
fragment Bgl II-Hpal pouvai(en)t se localiser 1a (ou les) mutations, nous avons construit deux
autres chimeres.

La seconde construction chimérique (MH2-BgSp) a été obtenue par insertion du fragment
Bgl 1I-Sph1 du provirus MH2-K622 dans le provirus MH2-Hd. La P100828-mil obtenue par
traduction de cette chimére posséde une activité kinase faible comparable 2 celle de la P1008a8-mil
du provirus MH2-Hd.

La troisi¢me et derni¢re construction chimérique (MH2-SpHp) a été obtenue par insertion
du fragment Sphl-Hpal du provirus MH2 (K622) dans le provirus MH2-Hd. Ce fragment de
MH2 (K622) suffit pour restaurer a la P100848-mil du provirus MH2-Hd une activité
autophosphorylante in vitro comparable 2 celle de la P100838-mi! du virus MH2 (K622).

Nous en avons déduit que la (ou les) mutation(s) responsable(s) de la diminution de l'activité
kinase de la P100848-mil du virus MH2-Hd se trouvai(en)t dans le fragment Sph1-Hpal. La
séquence de ce fragment avait déja été publiée par Galibert et al. (1984). Il nous suffisait donc de
comparer cette séquence avec celle du fragment correspondant dans le virus MH2 (K622) pour
localiser la (ou les) mutation(s). Par conséquent, le fragment Sph1-Hpal du virus MH2 (K622) a
€t€ cloné dans un vecteur M13 et séquencé selon la méthode de Sanger.

La séquence du fragment Sph1-Hpal révele qu'en fait une simple substitution d'une base
changeant le codon (AAT), spécifiant une asparagine en position 720 dans MH2 (K622), en

codon (AGT) pour une sérine dans MH2-Hd est responsable de cette diminution d'activité in vitro
(figure 41).

Apres consultations de banques de données (Genbank, EMBL), nous avons constaté que
ce résidu fait partie d'une séquence de 6 2 8 AA trés conservés par de nombreuses kinases
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(figure 42) y compris des kinases spécifiques de substrats non protéiques et qui ne posseédent pas
la séquence consensus :
(Gly X Gly X X Gly) ... (12 a 15 AA)... (Lys). -

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos résultats suggérént que la haute conservation de la région, comprenant l'asparagine 720,
refléte probablement sa participation (directe ou indirecte) a la formation de la portion du site actif
de ces enzymes responsable de la fixation de I'ATP. 1l est intéressant de noter que cette région est
conservée dans des kinases qui utilisent d'autres substrats que les protéines (par exemple
I'aminoglycoside phosphotransférase, la viomycine phosphotransférase, la streptomycine
phosphotransférase et I'hygromycine phosphotransférase sur la figure 42)

Un développement possible de ce sujet pourrait étre I'étude de l'influence de cette région dans

la fixation de I'ATP. L'utilisation d'analogues de I'ATP nous permettrait d'évaluer l'affinité de la '

protéine mutée versus la protéine sauvage dans des expériences de compétition avec 'ATP
lui-méme.

Ne connaissant pas encore de substrats de P100848-mil il serait maintenant intéressant
d'introduire cette mutation dans une kinase dont certains substrats sont identifi€s. Nous pourrions
ainsi étudier d'éventuelles conséquences biologiques causées par cette substitution d'acide aminé.

Un modele possible pourrait étre le gene v-src. En effet, le produit de traduction de I'oncogéne
v-src est une protéine-kinase dont 'expression permet la transformation de fibroblastes. De plus,
quelques substrats phosphorylés par v-src sont connus. Nous pourrions donc réintroduire la
mutation dans la protéine src et étudier les conséquences de cette substitution sur 'aptitude de la
pp60Y-STC & s'autophosphoryler in vitro, a transformer les fibroblastes in vivo et & phosphoryler
ses substrats.
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DISCUSSION



116

DISCUSSION-CONCLUSION

Nous avons montré dans ce mémoire que le produit de traduction de 1'oncogene v-mil possede
une activité kinase intrinséque et spécifique de résidus sérine et thréonine. Ceci fut démontré par la
substitution du site présumé€ de fixation d'ATP (Lys622) par un résidu méthionine (AA isostérique
de la lysine mais qui ne peut pas se lier 2 I'ATP) et qui n'altére ni I'expression ni la stabilité de la
protéine.

Nous avons vu que l'abolition de la fonction kinase est accompagnée de la perte des propriétés
biologiques associée a l'expression de v-mil : prolifération des cellules de neurorétines et cMGF
indépendance de macrophages transformés par v-myc.

In vivo, les sites de phosphorylation sont les mémes pour une protéine sauvage (kinase +) que
pour une protéine mutée (kinase -) : ceci signifie, premi€rement, que la P100828 -mil pe
s'autophosphoryle pas in vivo mais qu'elle est phosphorylée par d'autres kinases cellulaires et
deuxiemement, que la perte des propriétés biologiques est une conséquence de la mutation de la
protéine mil en tant qu'enzyme (kinase) et non en tant que substrat pour d'autres protéine-kinases
cellulaires : la cascade d'événements dans laquelle v-mil est impliqué est donc coupée en aval de
I'oncogene v-mil.

I1 est intéressant de noter que les propriétés biologiques de v-mil sont étroitement liées 3 la
prolifération cellulaire. Lorsqu'on parle de prolifération cellulaire, on pense souvent, méme si cela
n'est pas toujours vérifié, a une production de facteur(s) de croissance.

Les études qui ont été faites dans le domaine de l'oncogénése ont souvent montré que les
oncogenes conferent aux cellules transformées une diminution de leur dépendance vis 2 vis de
facteurs de croissance soit en codant eux-mémes pour des peptides similaires a des facteurs de
croissance (ex : v-sis) soit en codant pour des versions de leurs récepteurs (ex : v-erbB) ou alors
en amplifiant les signaux mitotiques générés par la fixation du facteur sur son récepteur.

Dans le cas des neurorétines, mis a part le fait qu'on observe une prolifération, on n'a encore
aucune idée sur la manieére dont le programme de multiplication cellulaire s'est remis en route (ces
cellules sont normalement quiescentes : phase GO) ; dans le cas des macrophages la relation est

flagrante dans la mesure olt il y a mise en évidence de la production d'un facteur de croissance
(cMGF).
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I1 est peu probable que v-mil soit homologue A un facteur de croissance (aucun de ceux qui
sont connus ne présente d'activité kinase). Peut-il étre un récepteur ? ce n'est pas évident non plus,
et tous ceux qui ont une activité kinase semblent plutdt spécifiques de résidus tyrosine que de
résidus sérine et thréonine.

Deux hypothéses non exclusives peuvent étre émises sur le role de la P1008428-mil : elle peut
agir, par exemple, en tant que substrat en détournant l'activité de protéine-kinases et perturber ainsi
une cascade d'événements ou bien encore la P1008ag-mil peut perturber la physiologie normale de
la cellule en tant qu'enzyme, en phosphorylant des substrats normalement non phosphorylés dans
une cellule normale.

C'est pourquoi nous nous sommes proposés de poursuivre notre étude en nous tournant
maintenant vers 'identification des sites de phosphorylation de la P100848-mil in vivo. Une fois
ces sites rep€rés, nous pourrons alors les muter et déterminer s'il existe une régulation par
phosphorylation/déphosphorylation sur la protéine virale. Il sera également trés intéressant
d'essayer de trouver quels sont les cibles qui sont phosphorylées par la P1008ag-mil,

Au cours de l'introduction nous avons vu que la P100828-mil peut se lier in vitro 3 de 'ADN
et & de 'ARN (Bunte et al., 1983). Le deuxiéme oncogeéne qui posséde une activité kinase
spécifique de résidus sérine et thréonine, v-mos (Kloetzer et al., 1983; 1984), présente aussi une
aptitude a se lier a2 de ' ADN ; cependant cette aptitude est dépendante de 1a fixation d'ATP. Ainsi
une mutation du produit de traduction du géne v-mos du site de fixaton de I'ATP (lysine 121)
supprime non seulement son activité kinase (et son aptitude A transformer les cellules) mais
également ses propriétés "DNA binding" (Seth er al., 1987).

Des études biochimique supplémentaires seront donc nécessaires pour savoir si, comme
v-mos, v-mil se lic 2 I'ADN d'une fagon "ATP dépendante”. Si I'expérience se révéle positive, il
faudra déterminer la région responsable de la fixation de la protéine virale avec les acides
nucléiques. Nous pourrions alors muter, le plus précisément possible, cette région en essayant de
ne pas supprimer l'aptitude de la protéine a fixer I'ATP. Un tel mutant nous permettrait de savoir si
la perte des propriétés de I'oncogéne v-mil est due uniquement i la perte de son activité kinase ou 2
la perte de sa capacité a se fixer & de 'ADN ou 4 de 'ARN en conséquence de la mutation sur le
site de fixation de I'ATP.

La signification biologique de tels résultats est assez difficile 2 interpréter. Dans le cas de v-mil
et de v-mos, il pourrait s'agir de protéines multifonctionnelles comme par exemple la
protéine-kinase cellulaire de 67kd isolée dans les cellules HeLa qui est indispensable pour la
réplication, in vitro, du virus de la poliomyélite (Morrow et al., 1985). Cette protéine de 67kd
présente, in vitro, une activité autophosphorylante, une capacité 2 phosphoryler la sous-unité a du
facteur eucaryote d'initiation de la synthese peptidique (eIF-2) et une aptitude 2 stimuler la synthése
d'ARN de poliovirus en présence de l'enzyme virale, la réplicase. In vitro, I'activité kinase de cette
protéine peut étre stimulée par des concentrations faibles ' ARN double brin.
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Tous ces travaux seront poursuivis en parallele avec 1'étude des protéines cellulaires mil. Des
études préliminaires sont en cours pour mettre au point un test kinase in vitro. Dans les tests
kinases que nous avons fait sur les protéines virales, les polypeptides étaient immobilisés sur un
support solide (protéine A-sépharose) grice a un anti-corps gag-spécifique qui reconnaissait la
protéine dans sa partie aminoterminale (le produit de traduction de v-mil est une protéine de fusion
gag-mil) (figure 40). 11 est naturellement exclu que l'on puisse immobiliser les protéines cellulaires
avec un anticorps viral, il faut donc trouver maintenant des anticorps qui reconnaissent les protéines
cellulaires sans, et c'est 1a le point essentiel, altérer la fonction biochimique.

Nous essayons actuellement un anticorps dirigé contre la partie carboxyterminale de la
protéine. Comme ce domaine est présent et identique dans la protéine virale, les essais sont faits sur
la P10084g-mil dont on connait le niveau d'autophosphorylation. Nous essayons également de
savoir si les protéines cellulaires ont des sites de phosphorylation communs ou différents de ceux
de la protéine virale.

D'apres quelques résultats préliminaires, nous savons que les protéines cellulaires mil de 71kd
et de 73kd sont phosphorylées in vivo. Un des sites de phosphorylation est commun avec un site
de phosphorylation de la protéine virale, P100848-mil. Au moins deux autres sites majeurs
semblent uniques aux protéines cellulaires p71/p73. Afin d'identifier les protéine-kinases qui
phosphorylent (et peut-€tre régulent l'activité) des protéines mil cellulaires nous essayons
d'augmenter artificiellement la phosphorylation sur certains résidus en utilisant des activateurs de
protéine-kinases connues.

En conclusion, dans les expériences que nous avons décrites dans ce mémoire, nous avons vu
que I'étude des oncogeénes pouvait, dans certains cas, étre A l'origine de la détermination du réle
physiologique d'une protéine cellulaire. La démonstration que le produit de traduction de
l'oncogeéne v-mil est une protéine-kinase permet maintenant d'étudier la régulation de l'activité
kinase du produit de traduction de c-mil et ainsi éclairer les rdles physiologiques de ce
proto-oncogene.
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Lysine 622 in the ATP-binding domain of P100#%™!  the
translation product of the v-mil oncogene of MH2, has
been replaced with methionine using oligonucleotide site-
directed mutagenesis. This substitution results mn the in-
activation of the serine/threonine-specific autophos-
phorylation of P100%8%™" jn yitro, indicating that this
activity is an intrinsic property of the viral protein. This
substitution also suppresses two of the biological proper-
ties of MH2 which have previously been shown to be
dependant upon the expression of v-mil, namely, the pro-
duction of chicken myelomonocytic growth factor
(¢cMGF) by v-myc-transformed chicken macrophages and
the sustained proliferation of chicken neuroretina cells.
These data strongly suggest that the biological proper-
ties of v-mil are mediated by the phosphorylation at
serine/threonine residues of key cellular substrates. In
contrast to the in vitro situation, both the mutant and
wild-type proteins appear to be phosphorylated at the
same sites and to the same extent in either transformed
fibroblasts or macrophages. This, together with the fact
that the sites phosphorylated in vivo and in vitro are essen-
tially different indicate that most of the phosphate
associated with P100?% ™! jn transformed cells does not
result from an obligate autophosphorylation event but
from the phosphorylation by as yet uncharacterized
cellular kinase(s).

Key words: v-mil oncogene/protein kinase/protein phos-
phorylation

Introduction

Avian v-myc-containing retroviruses induce leukemias, sar-
comas and carcinomas in chickens and transform fibroblasts
and macrophages in tissue culture (for review, see Graf and
Beug. 1978). The Mill Hill No.2 (MH2) retrovirus is uni-
que among these viruses because its genome contains. in ad-
dition to v-myc, an additional oncogene, v-mil (Coll et al..
1983; Jansen er al., 1983 Kan ef al.. 1983). The presence
of v-mil confers an increased tumorigenicity of MH2 com-
pared to viruses containing v-mvc as sole oncogene (Linial
et al., 1982 Graf ¢r al., 1986). Expression of v-mil also
confers a distinct phenotype to MH2-transformed cells in
culture. Macrophages transformed by v-mive require the

®©IRL Press Limited, Oxford, England

presence of chicken myelomonocytic growth factor (cMGF)
for their growth (Leutz et al., 1984). Expression of v-mil
in these cells induces the production of cMGF and their
growth in an autocrine fashion (Graf et al., 1986). Viruses
containing only the v-mil oncogene are able to induce a par-
tially transformed phenotype to chicken embryo fibroblasts
(Palmieri and Vogel, 1987) and the sustained proliferation
of normally quiescent chicken embryo neuroretina (NR) cells
(Bechade er al., 1985).

The mammalian equivalent of the chicken cellular pro-
genitor of v-mil (c-mil) is c-raf-1 (Rapp et al., 1983). Trun-
cated versions of c-raf-1 isolated either from various human
tumors (Shimizu er al., 1985; Fukui et al., 1985; Ishikawa
et al., 1986) or as part of the v-raf oncogene of mouse sar-
coma virus 3611 (Jansen et al., 1983; Kan et al., 1984; Rapp
et al., 1983) have been found to fully transform mouse fibro-
blast cell lines in vitro.

The v-mil oncogene of MH2 is expressed as the carboxy-
terminal domain of a 100-kd cytosolic protein which deriv-
ed its amino-terminal region from a partial viral gag gene
(Hu er al., 1978; Ramsay et al., 1982; Bunte et al., 1983).
The amino acid sequence of v-mil, predicted from DNA se-
quence data, shows an important homology with members
of the src gene family of tyrosine kinases (Galibert et al.,
1984). Immunopurified P100¢%™!  however, fails to
display tyrosine-specific kinase activity but is associated with
an apparent autophosphorylating activity specific of serine
and threonine residues (Moelling er al., 1984).

In view of (i) the abundance of serine/threonine kinases
in cells, (ii) the fact that even the highly purified prepara-
tions of P100%% ™! ysed in the in vitro phosphorylation
assays are still contaminated by cellular kinases (unpublish-
ed observations), and (iii) the fact that the sites
phosphorylated in vitro in P100%¢™! are different from
those observed in vivo (see Results), additional experimen-
tal evidence is clearly needed to ascertain the intrinsic nature
of the protein kinase activity associated with P1008¢™,

In all known protein kinases there exists a glycine-rich
region located 13 —22 residues to the N-terminal side of a
lysine residue. Since ATP analogs specifically react with this
lysine residue in both the cAMP-dependent protein kinase
(lysine 72; Zoller er al., 1981) and pp60™™ (lysine 295;
Kamps et al., 1984) with the concomitant loss of the activi-
ty of these enzymes, this residue is believed to be instrumen-
tal in ATP binding by these kinases. Consistent with this
view, site-directed mutagenesis of this residue in several
tyrosine-specific kinases has been shown to abolish the ac-
tivity of these enzymes (Snyder ef al., 1985; Kamps and
Sefton, 1986; Weinmaster et al., 1986: Chou et al., 1987).
"~ We show here that the substitution of lysine 622 in
P100%2e™! which is the homolog of lysine 295 of pp60™,
for methionine suppresses both-the in vitro autophosphory-
lating activity and the biological properties of v-mil. We also
present evidence that most of the phosphate associated with
P10022¢™! ip vivo in either MH2-transformed fibroblasts or
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Fig. 1. Expression, phosphorylation and autophosphorylating activity of wild-type and mutant P10082¢™' Panel A: fibroblasts transformed by either wild-type
MH2 (K622) or the mutant MH2 (M622) were metabolically labeled for 24 h with 100-uCi/mi of L[**S]methionine in a medium containing 5% of its normal
methionine content. After lysis, immunoprecipitations were carried out with (a) non-immune serum, (b) anti-mil serum, (c) anti-mil serum adsorbed with an
excess of bacterially expressed mil protein, (d) anti-gag serum. Immunoprecipitated proteins were separated on a polyacrylamide-SDS slab gel followed by
fluorography. Panel B: fibroblasts transformed by either wild-type MH2 (K622) or the mutant MH2 (M622) were lysed and P100£%™! proteins were purified
by affinity chromatography. In virro autophosphorylation assays were carried out for 5 min (lane 1) and 10 min (lane 2) as described in Materials and
methods. Panel C: analysis by Western blot of the level of MH2 (K622) and MH2 (M622) P100¢4¢™! ysed in the autophosphorylation assay of panel B.
Panel D: fibroblasts transformed with either wild-type MH2 (K622) or the mutant MH2 (M622) were metabolicaily labeled for 24 h with 1 mCi/ml of [*P]-
orthophosphate in MEM medium containing 10% of its normal phosphate content and 5% of dialyzed calf serum. After lysis. immunoprecipitations were
carried out with (a) non-immune serum, (b) anti-mil serum, (c) anti-mil serum adsorbed with an excess of bacterially expressed mil protein. (d) anti-gag
serum.

macrophages results from the phosphorylation by cellular
kinases.

Results

Using oligonucleotide-directed mutagenesis, the AAA codon
for lysine 622 in the P100%™! protein encoded by a
biologically active molecular clone of an MH2 provirus
(pMH2LI1777) was replaced with an ATG coding for
methionine. Infectious wild-type MH2 (K622) and mutant
MH2 (M622) viruses were rescued from v-myc-transformed
foci after transfection of quail embryo fibroblasts with the
corresponding plasmids together with a plasmid containing
a helper RAV1 provirus.

Expression of P100%% ™ in transformed cells was analyz-
ed by immunoprecipitation of metabolically labeled cells and
by Western blotting using a gag-specific antiserum or a v-
mil-specific antiserum. The v-mil-specific antiserum used in
this study has been obtained from rabbits immunized with
a bacterially expressed v-mil protein (see Materials and
methods). The results of both types of analyses show that
cells infected with either MH2 (K622) or MH2 (M622) con-
tained similar amounts of P100#*¢™! (Figure 1A). This in-
dicates that substitution of lysine 622 for methionine does
not affect the stability of the mutant P1008*™! a5 compared
to the wild-type protein in transformed cells.

We next compared the ability of immunoaffinity-purified
wild-type and mutant P1008¢™/ to become phosphorylated

in vitro. As previously described (Moelling er al., 1984),
incubation of immunobeads containing wild-type P100#&-™!
in the presence of MnCl, and [7—32P]ATP results in a time-
dependent phosphorylation of P100%¢™! at both serine
and threonine residues (Figure 1B). In contrast to these
resuits, incubation of immunobeads containing a similar
amount (Figure 1C) of P100%¢™! isolated from MH2
(M622)-transformed cells did not demonstrate any signifi-
cant autophosphorylating activity (Figure 1B). The inabili-
ty of MH2 (M622)-encoded P1008¢™! (o become
phosphorylated in these in virro phosphotransfer reactions
is not due to its inability to act as a phosphoacceptor since
it can be phosphorylated when used in trans as a substrate
for wild-type P100%22™! (Figure 2). We conclude from
these results that replacement of lysinc 622 in the putative
ATP binding site of P100%%™' abolishes the autophos-
phorylating activity of P100#*¢™! jn virro, strongly suggest-
ing that this activity is an intrinsic property of P00z il

Wild-type P100%¢™! js heavily phosphorylated in
MH2-transformed fibroblasts labeled in vivo with [*P)-
orthophosphate (Figure 1. panel D). Comparison of the two-
dimensional tryptic phosphopeptides maps of Pr76#* and
P100%&™! shows that most of the phosphate associated with
P100%& ™! (mostly as phosphoserine. Figure 3, panel H) is
found in three major v-mil-specific phosphopeptides (Figure
3, compare panel A and panel C and mixing experiment in
panel D). The other phosphopeptides are also found in the
maps of Pr768% (Figure 3, panel C) and are therefore con-
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Fig. 2. Transphosphorylation of MH2 (M622) P10028 ™! by MH2
(K622) P10082-™_ [ ysates corresponding to the same number of cells
transformed by either MH2 (K622) or MH2 (M622) were
chromatographed singly or in combination and autophosphorylation
reactions performed as described in Materials and methods. Lane 3,
MH2 (K622) lysate: lane 4, MH2 (M622) lysate; lane 5, mixture
(1:1) of MH2 (K622) and MH2 (M622) lysates. Steady state levels of
P10083& ™l were estimated by immunoprecipitations of lysates of
L[*3S}methionine labeled MH2 (K622) (lane 1) and MH2 (M622)
(lane 2)-transformed cells.
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tributed by the aminoterminal p192% domain of P100&™!,

Comparison of the tryptic phosphopeptide maps of wild-
type P1008&™# phosphorylated in vivo and in vitro shows
that none of the major in vitro labeled phosphopeptides cor-
respond to those detected in vivo (Figure 3, compare panels
A and E and mixing experiment in panel F). It should be
noted however that long exposures of the autoradiograms
of the phosphopeptides maps of in vitro labeled P100g& ™
show a low level of radioactivity associated with the v-mil-
specific peptide identified in vivo. In cells transformed by
MH2 (M622), P100%™! is phosphorylated to the same ex-
tent (Figure 1, panel D) and at the same sites (Figure 3, com-
pare panels A and B) as it is in cells transformed by wild-
type MH2 (K622). Similar data were obtained for wild-type
and mutant proteins isolated from transformed macrophages
instead of fibroblasts (data not shown). We conclude from
these experiments that most (if not all) of the phosphate
associated with P100¢%¢™! in MH2-transformed cells does
not result from an obligate autophosphorylation event but
rather from the phosphorylation by cellular kinases(s).

Previous experiments have demonstrated that the expres-
sion of v-mil induces the production of cMGF and autocrine
growth of v-myc-transformed macrophages (Graf er al.,
1986) and the sustained growth of normally quiescent chicken
NR cells (Bechade et al., 1985). The results of Figure 4 and
Table I show that 10 out of 10 individual colonies of
macrophages transformed by MH2 (K622) or by a standard
MH2 stock grew independently of exogenous cMGF. In con-
trast, all macrophage clones transformed by MH2 (M622)
required exogenous cMGF for growth and were, in that
respect, indistinguishable from clones transformed by MC29,
a virus containing v-myc as sole oncogene (Figure 4 and
Table 1).

We next compared the growth of 7-day-old chicken em-
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Fig. 3. Two-dimensional tryptic phosphopeptide analysis of in vivo and in vitro phosphorylated wild-type and mutant P10082 ™! Fibroblasts
transformed by either wild-type MH2 (K622), mutant (M622) and RAV-1 helper virus were metabolically labeled with [*>Plorthophosphate and
P100%2¢ ™! and Pr76%%8 were isolated from gels similar to those of Figure 1. After trypsin digestion, the resulting peptides were separated in two-
dimensions using electrophoresis at pH 2.1 (anode to the right and cathode to the left) and chromatography. A, in vivo phosphorylated P10l of
wild-type MH2 (K622): B, in vivo phosphorylated P1008% ™} of mutant virus MH2 (M622): C, in vivo phosphorylated Pr7684¢ of RAV] helper
virus; D, mixing experiment using samples of panels A and C; E, in virro phosphorylated wild-type MH2 (K622) P1oogsemil. F, mixing of in vivo
and in vitro phosphorylated wild-type P1002¢™il: G schematic drawing of panel D displaying v-mil-specific phosphopeptides (filled symbols) and
gag-specific phosphopeptides (open symbols). Panels H and I: phosphoaminoacid analyses of in -vivo labeled wild-type MH2 (K622) P1ooeas-mil
(panel H) and mutant MH2 (M622) P100%%™ (panel I). After complete acid hydrolysis, phosphoaminoacids were separated in two dimensions as
described previously (Ghysdae! er al., 1981). Migrations of marker phosphoaminoacids are indicated by S (phosphoserine): T (phosphothreonine) and
Y (phosphotyrosine).
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Fig. 4. cMGF dependence of v-myc-transformed macrophages.
Chicken bone marrow cells were infected with MH2 (K622), MH2
(M622), a standard MH2 virus stock and MC29 and seeded in
methocel. Colonies of transformed macrophages were expanded in
growth medium containing cMGF and were then transferred into low-
serum ‘assay medium’ in the presence or absence of cMGF for

2 days, after which they were pulse-labeled with [PH]JTdR, as
described earlier (Leutz et al., 1984; Graf er al., 1986). Hatched bars:
cells incubated in the absence of ctMGF, filled bars: cells incubated in
the presence of cMGF. .

Table 1. Relative thymidine incorporation (plus factor/minus factor) in
transformed macrophages

Clone MH2(M622) MH2(K622) MC29 Standard MH2

1 53 0.24 4.13 0.90
2 8.7 1.01 2.19 0.16
3 7.3 0.62 2.69 0.62
4 5.5 0.20 3.78 0.41
5 8.3 0.62 2.59 0.89
6 4.7 1.32 2.59 0.03
7 8.0 2.80 0.25
8 4.5 3.00 2.00
9 37 2.07 0.43
10 7.4 0.70
X 6.34 0.67 2.87 0.64
S.D. 1.80 0.44 0.68 0.56

¢MGF dependence of v-myc transformed macrophages. [*H]Thymidine
labeling was performed on individual macrophage clones as described
in Figure 4.

bryo NR cells infected with either MH2 (K622) or MH2
(M622). Whereas cells infected with MH2 (K622) are in-
duced to proliferate, cells infected with MH2 (M622) failed
to do so (Figure 5). Both macrophages and NR cells infected
with either MH2 (K622) or MH2 (M622) expressed similar
amounts of P10022¢™! (data not shown).

We conclude from these experiments that substitution of
lysine 622 of P100%%™! abolished the v-mil-dependent
biological properties of MH2 and that these properties prob-
ably result from the P1008%2™_mediated phosphorylation at
serine/threonine residues of key cellular substrates.

Discussion

Two lines of evidence indicate that conversion of lysine 622
of P100%=™ o the isosteric amino acid methionine does
not affect the general structure of P100%¥™!_ First, both the
mutant and wild-type proteins appear to have the same
stability in either transformed fibroblasts or macrophages.
Second, both the mutant and wild-type proteins are phos-
phorylated at the same sites and to a similar level by cellular
kinases in transformed fibroblasts and macrophages.
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Fig. 5. Growth kinetics of infected chicken NR cells. Primary cultures
of 7-day-old chicken NR cells were infected with MH2 (K622) and
MH2 (M622) viruses. 20 days after infection NR cells were seeded
into 60 mm dishes at the density of 10° cells per plate. Cell number in
each plate was determined daily during 5 days.

This substitution, however, completely suppresses two of
the biological properties which have been associated with
the expression of v-mil (Bechade et al., 1985; Graf er al.,
1986). Unlike the wild-type protein, P1008¢™! encoded by
the v-mil gene of MH2 (M622) is unable to induce cMGF
production and autocrine growth of v-myc-transformed
chicken macrophages and unable to induce sustained growth
of chicken neuroretina cells. Since the homologous lysine
residue of the protein kinases encoded by other members
of the src gene family have been demonstrated to be directly
involved in ATP binding (Zoller e al., 1981; Hashimoto er
al., 1982; Kamps er al., 1984), it appears that these
biological activities of P100#*™ are dependent upon the
integrity of an ATP binding site. Purified P100®&™i
preparations have been shown to be associated in vitro with
an apparent autophosphorylating activity specific of serine
and threonine residues (Moelling er al., 1984). Substitution
of lysine 622 for methionine completely abolishes this ac-
tivity (Figure 1). indicating that this activity is an intrinsic
property of P100¢*™! and not the result of phosphoryla-
tion by associated cellular kinases.

These results strongly suggest that P100¥¢™! functions
in vivo by phosphorylating cellular proteins at serine/threo-
nine residues. Definitive evidence for the functioning of
P100%2¢™! 35 a protein kinase in vivo will require the iden-
tification of specific substrates in MH2-transformed cells.
Most, if not all. of the sites phosphorylated in P100g ™!
in vitro are not found in vivo after metabolic labeling of
P100%e ™! with [*Plorthophosphate. Since P10Q#e™i
molecules are bound to an affinity matrix for the in virro
assay of their kinase activity. it could be argued that con-
formational constraints induced by this binding are respon-
sible for the difference of site specificity observed in vivo
and in vitro. However, the in vivo phosphorylation sites of
the P100%¢™ encoded by either MH2 (K622) and MH2
(M622) appear indistinguishable. indicating that most of the




phosphate associated with P1008%&™! in transformed cells
does not result from an obligate autophosphorylation event
but rather from the phosphorylation by cellular kinase(s).
Taken together these results suggest therefore that
P100%¢™' may not autophosphorylate in vivo. In that
respect, this situation clearly differs from that of most
members of the viral tyrosine kinase family for which the
in vitro phosphotyrosine-containing peptides are usually a
subset of those observed in vivo (Neil ef al., 1981; Barbacid
et al., 1981) and where mutations suppressing the kinase
activity also suppress the tyrosine phosphorylation of the cor-
responding transforming proteins in vivo (Snyder et al.,
1985; Kamps and Sefton, 1986; Weinmaster er al., 1986).
The situation of the transforming proteins of Abelson murine
leukemia virus (A-MulLV) is slightly different since, although
the phosphorylation sites observed in vivo and in vitro are
different (Witte er al., 1981; Sefton er al., 1981), other ex-
perimental evidences suggest that A-MuLV proteins do
autophosphorylate in vivo (Ponticelli er al., 1982). Previous
observations have suggested that P100%¢™ can bind DNA

and RNA in vitro (Bunte er al., 1983). This situation also -

appears to apply for the mos gene product which has been
shown to be a serine-specific kinase in virro and in vivo
(Kloetzer er al., 1983, 1984; P.Donoghue, personal com-
munication) and to display ATP-dependent DNA-binding
properties in vitro (Seth et al., 1987). Additional biochemical
and genetic studies are required to assess whether these
nucleic acid binding activities are relevant to the biological
properties of P100¢¢™! and mos encoded products.

P1002%¢™! appears to be phosphorylated in transformed
cells at several serine residues by as yet uncharacterized
cellular kinase(s). The significance of these modifications
in the modulation of the activity of P100%&™! requires fur-
ther study.

Materials and methods

Oligonucleotide site directed mutagenesis

A 3.3-kb fragment containng the v-mil oncogene was obtained by Ssi diges-
tion of a plasmid (pMH2L.1777) containing a biologically active MH2 pro-
virus and subcloned into the SsiI restriction site of M13mp10 RF DNA.
By using the following synthetic oligonucleotide (5'-CCTTAATATCAT-
CACTGCTACA-3). the substitution of the lysine residue 622 (AAA) for
a methionine residue (ATG) was performed by oligonucleotide site-directed
mutagenesis according to published procedures (Zoller and Smith. 1982,
i984). Putative mutants were first identified by plaque hybridization and
confirmed by DNA sequence analysis (Zoller and Smith, 1984). The
mutagenized v-mil gene was excised from the replicative form of M13 us-
ing Bgfll and Hpal restriction endonucleases and reinserted into pMH2L1777.

Isolation of the infectious viruses and biological assays

Plasmids corresponding to the wild-type MH2 (K622) and the mutant MH2
(M622) proviruses were cotransfected together with a plasmid containing
a biological active RAV-1 provirus in quail embryo fibroblasts as describ-
ed by Graham and van der Eb (1973). Clones of v-myvc transformed celis
were picked and amplified. Virus stocks were harvested and tested for their
biological activities on 7-day-old chicken embryo neuroretina cells (Bechade
et ul.. 1985) and on bone marrow derived macrophages (Graf er al.. 1986).

Preparation of v-mil specific antisera

A v-mil specific Xholl to Hindlll fragment encoding the 267 carboxyter-
minal amino acids of v-mil was subcloned into the Py -based expression vec-
tor pPic24 (Remaut er al.. 1981). This fragment was expressed as a fusion
protein including the first 99 amino acids of the polymerase of phage MS2
at its amino-terminus linked 10 the 267 amino acids encoded by the v-mil
fragment. The recombinant polypeptide was purified from bacterial extracts
and used 1o immunize rabbits as previously described (Ghysdael ¢r al.. 1986).
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Cell labeling, immunoprecipitation and tryptic phosphopeptides
analysis

Labeling of cells with L-{**Sjmethionine and [*?Plorthophosphate. prepara-
tion of cell lysates, immunoprecipitation and SDS—PAGE have been
described (Ghysdael er al.. 1979). Tryptic phosphopeptides analyses were
performed essentiaily as previously described (Ghysdael et al.. 1981) ex-
cept that separation of the phosphopeptides by electrophoresis in the first
dimension was run for 40 min at 1000 V at pH 2.2 in water:formic acid:acetic
acid (90:2:8).

Immune complex kinase reaction
Samples of 2 X 107 MH2 (K622) or MH2 (M622) transformed fibroblasts
or macrophages were lysed at 0°C in 3 ml of lysis buffer (Tris—HCI 50 mM,
pH 7.2; NaCl 0.15 M; Triton-X100 [ %: Na deoxycholate 1 %: SDS 0.1%:
dithiothreitol 1 mM; Trasylol 1%: 200 pg/ml phenylmethylsulfonylfluoride:
10 mM NaF and 40 mM 4-nitrophenylphosphate). After centrifugation at
100 000 ¢ for 30 min, the lysate was slowly chromatographed on 100 ui
of a protein A sepharose column containing covalently bound IgG isolated
either from a monoclonal anti-p19¥*# serum or from a polyclonal rabbit
antiserum directed against detergent solubilized AMYV virions. After ex-
tensive washing with 300500 volumes of lysis buffer. the resin was washed
sequentially with first, Tris—HC] 50 mM, pH 7.2; NaCl 0.15 M Triton-
X100 1%: dithiothreitol 1 mM: trasylo! 1% and. second, Tris~HC1 50 mM,
pH 7.2; NaCl 0.15 M; dithiothreitol 1 mM; trasylol 1%.
Autophosphorylation reactions were carried in a final volume of 40 ul
containing 10 pl of immunoaffinity beads, 20 uCi [y-32P]ATP
(3000 Ci/mmol. NEN) in 20 mM Tris—HCi, pH 7.2, 0.15 M NaCl,
10 mM MnCl, for various periods of time at 37°C. After incubation, the
immunoaffinity beads were quickly washed in STE buffer (Tris—HCl
10 mM. pH 7.2: NaCl 0.15M: EDTA | mM) and prepared for
SDS~PAGE.
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AN INVARIANT ASPARAGINE RESIDUE BELONGING TO A HIGHLY
CONSERVED DOMAIN IN ALL PROTEIN KINASES IS INSTRUMENTAL IN
THE PROTEIN KINASE ACTIVITY OF THE V-MIL GENE PRODUCT
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ABSTRACT

P10082g-mil the translation product of the v-mil oncogene of MH2 is a protein kinase
specific of serine/threonine residues. We report here that the P100£28-mil encoded by the MH2-Hd
isolate displays a considerably reduced kinase activity in vitro. Construction of chimeric viruses
and sequencing revealed that the lesion responsible for this reduced activity results from a single
point mutation converting an asparagine residue at position 720 in fully active P10082g-mil kinase
into serine in the P100&2g-mil of MH2-Hd. Since this asparagine residue together with an invariant
aspartate residue bracket a highly conserved 6 amino-acids region in all known protein kinases as
well as in phosphotransferases of bacterial origin, our results indicate that integrity of this region is
essential to enzymatic function and support the notion that it could be directly involved in ATP
binding or phosphate transfer from ATP to kinase substrates.
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FIGURE 1;
Autophosphorylation assays and Western blot analyses. Fibroblasts transformed by MH2-K622, MH2-Hd and

the chimeric viruses described in Figure 2 were lysed and the respective P10082g-mil were purified by affinity
chromatography as previously described (Denhez et al. 1988). In vitro autophosphorylation assays were performed for
5 minutes (lane1) and 10 minutes (lane 2) as described (Denhez et al. 1988). Amount of P1008ag-mil present in the
experiment were evaluated by Western blot analysis using a gag-specific antiserum.

-
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The genome of the Mill Hill N°2 (MH2) avian retrovirus contains two 6ncogenes, v-myc
and v-mil (Coll et al. 1983; Jansen et al.1985; Kan et al. 1983; Sutrave et al. 1984). V-myc is also
found as sole oncogene in several other, independant, avian retrovirus isolates (Graf et al. 1982).

All avian y-myc-containing retroviruses have a similar oncogenic spectrum in chickens and
transform macrophages and fibroblasts in culture (Graf et al. 1978). The presence of y-mil confers
to MH2 an increased oncogenic potential as compared to other y-myc-containing viruses (Linial,
1982 ; Graf et al. 1986) as well as a distinct phenotype to MH2 transformed cells in culture.
Specifically, the expression of v-mil in macrophages transformed by v-myc induce these cells to
produce cMGF, a chicken hematopoietic growth factor, and the growth of these cells in an
autocrine fashion (Graf et al. 1986). Also, y-mil expression contributes to the transformed
phenotype of MH2 transformed chicken embryo fibroblasts (Palmieri et al. 1987). Finally, v-mil
alone is able to induce the sustained growth of normally quiescent chicken embryo neuroretina cells

in culture (Béchade et al. 1985). The protein encoded by v-mil, a 100 kd fusion protein

(P100gag-mil) s related to the src gene family of tyrosine protein kinases (Galibert et al. 1984).
However, in vitro, P10082g-mil js associated with a serine/threonine-specific autophosphorylating
activity (Moelling et al. 1984). We have recently shown that substitution of lysine 622 in the ATP
binding domain of P100828-mil results in the inactivation of its autophosphorylating activity in
vitro, indicating that this activity is an intrinsic property of P100gag-mil (Denhez et al. 1988). This
substitution also abolishes the ability of v-mil to induce both the proliferation of chicken
neuroretina cells and the production of cMGF by y-myc-transformed macrophages, indicating that
the biological activities of v-mil are dependant upon the protein kinase activity of P100gag-mil
(Denhez et al. 1988).

We show here that the P10082&-Mil protein encoded by the previously described
MH2-Hd isolate (Coll et al. 1983) displays a considerably reduced autophosphorylating activity in
vitro as compared to that of other MH2 virus isolates. The lesion responsible for this reduced
activity has been characterized in MH2-Hd P100gag-mil 5 5 single point mutation converting an
asparagine residue at position 720 into serine. Since this asparagine is invariant in all known
protein kinases where it is part of a highly conserved 6 amino acid sequence, these results indicate
that integrity of this sequence is involved in the catalytic function of these enzymes.

Expression of P10082g-mil jp transformed cells was analyzed by Western blot analyses
of total cell lysates using either gag-specific or y-mil specific antisera. As shown in Figure 1, quail
embryo fibroblasts transformed with either the previously described MH2-K622 virus which
encodes a fully active y-mil kinase (Denhez et al. 1988) or MH2-Hd contained similar amounts of
P1008&2ag-mil These proteins, however, exhibited a drastic difference in behaviour in standard
autophosphorylation assays, since the y-mil protein of MH2-Hd was only phosphorylated to less
than 5 % of the level observed for the P100828-mil of MH2-K622 (Figure 1). The inefficiency of
MH2-Hd P100gag-mil 14 autophosphorylate in this assay is not due to its inability to act as a
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FIGURE 3:

Alignment of the amino acid sequence surrounding Asparagine residue 720 of P1008ag-mil with those of other
protein kinases and bacterial phosphotransferases. The amino acid sequences shown here are derived from: _
v-mil (Galibert et al. 1984) ; Protein Kinase C (PKC : Knopf et al. 1986); cyclic AMP-dependant Protein Kmase
(c-AMP PK : Shoji et al. 1981) cyclic GMP-dependant Protein Kinase (c-GMP PK : Guerriero et al. 1986) ;
Phosphorylase Kinase from Rabblt Skeletal Muscle (PhK- Rabbit sk.m : Hanley et al. 1987) ; Calmodulin Kinase
I (CaM-KII : Hanley et al.1987) ; Chicken Gizzard Myosin Light Chain Kinase (ML.CK Chicken ‘gizzard @
Guerriero et al. 1986) ; Rabbit smooth muscle Myosin Light Chain Kinase (MLCK Rabbit sm. m: Han!ﬂy et _
al.1987); Rabbit skeletal muscle Myosin Light Chain Kinase (MLCK Rabbit sk.m : Guerriero et al. 1986}
kinase II (Saxena et al. 1987) ; yeast CDC protein kinases (CDC 28 : Hanley et al. 1987) ; KIN1 (S Cexe
KIN2 (S.Cerevisiae) (Levin et al. 1987) ; human insulin receptor (Ullrich et al.-1985) ; (mos ; v-src ; »ves
v-fes/v-fps ; v-fms ; v-erbB) (Galibert- et al. 1984) ; Aminoglycoside phosphotransferase, Vio:iyciy
~hnsnhotransferase. Strentomvein nhosnhotransferase and Hveromvein phosnhotransferase (Brenner. 1987,
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phosphoacceptor since this molecule can be efficiently phosphorylated when used in trans as a
substrate for MH2-K622 P100gag-mil (data not shown).

To localize the mutation(s) responsible for the reduced autophosphorylating activity of
MH2-Hd P10082g-mil| chimera were constructed between MH2-K622 and MH2-Hd proviruses
by the use of three unique restriction enzyme sites : BglII at the end of the partial retroviral gag
gene, Sphl in the middle of the v-mil oncogene and Hpal at the 3' extremity of v-mil. A schematic
illustration of the resulting recombinant genomes is shown in Figure 2, panel A. Infectious virus
corresponding to each of these chimeric genomes were rescued from y-my¢ transformed foci
obtained after transfection of quail embryo fibroblasts with the plasmids described above together
with a molecularly cloned RAV-1 helper virus DNA. Western blot analyses demonstrated that cells
transformed by all three chimeric viruses (MH2-BgHp, MH2-BgSp and MH2-SpHp) contained
similar amounts of P100828-mil g5 cells transformed by the parental viruses (Figure 1).

The autophosphorylating activity of each of these molecules was next analyzed by the
standart assay procedure. The results of Figure 1 show that substitution of the Sphl - Hpal .
fragment of the MH2-Hd provirus by the corresponding fragment of the MH2-K622 provirus is
sufficient to restore a full autophosphorylating activity to MH2-Hd P10083g-mil, The complete
nucleotide sequence of the y-mil oncogene of MH2-K622 has been determined and compared to
that of the published sequence of MH2-Hd (Galibert et al. 1984). The two genes differ in a single
position in the Sph1-Hpal fragment (Figure 2, panel B). This change results in the substitution of
an asparagine residue (AAT) in position 720 in MH2-K622 P100828-mil for a serine residue
(AGT) in MH2-Hd P10082g-mil,

Since an asparagine residue is found at position 720 of the P10082g-mil of other MH2
isolates (Kan et al. 1984; Sutrave et al. 1984) and in the ¢c-mil encoded protein (Jansen et al. 1985)
and since no other mutation is present in the y-mil domain of the P100gag-mil of MH2-Hd as
compared to that of the fully active kinase of MH2-K622 (data not shown) the asparagine to serine

change in MH2-Hd P100gag-mil j5 solely responsible for the reduced kinase activity of this
molecule,

From the comparison of the amino-acid sequence of this domain of P100828-Mil with that
of other known protein kinases, it appears that this asparagine residue is in fact invariant in all
protein kinases, independently of their origin (mammals, birds and yeasts) or their specificity for
serine/threonine or tyrosine (Figure 3). This invariant asparagine residue together with an invariant
aspartate residue bracket a 6 amino-acids region highly conserved in all protein kinases. These
asparagine and aspartate residues are also invariant and delineate a highly conserved domain in
otherwise unrelated bacterial phosphotransferases involved in antibiotic resistance (Brenner. 1987;
Figure 3). The fact that conversion of asparagine 720 of P10082&-mil into serine is accompanied
by a considerable inhibition of P100828-mil kinase activity indicates that the integrity of this region
is essential to enzymatic function and supports the notion that it could be directly involved in either
ATP binding or phosphate transfer from ATP to various substrates.
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Two dimensional phosphopeptide
analyses of in_vivo phosphorylated
P1008ag-mil. Fibroblasts transformed
by either MH2-K622 and MH2-Hd were
metabolically labelled with (32P)
orthophosphate for 24 hours and the
respective P10082ag-mil were isolated
from gels similar to those of Figure 1.
After rypsin digestion, the resulting
peptides were separated in two
dimensions using electrophoresis at
pH2.1 (anode to the right and cathode to
the left ; origin of migration indicated
by X) and chromatography. Panel A :
in_vivg phosphorylated P100gag-mil
from MH2-K622 infected cells. Panel
B :in__vivo phosphorylated
P100gag-mil from MH2-Hd infected
cells. Y-mil-specific phosphopeptides as
identified previously (Denhez et al.
1988) are indicated by arrowheads; other
phosphopeptides are derived from the
gag-encoded domain of P100gag-mil,

FIGURE 4

cMGF independance of
MH2-Hd-transformed macrophages.
Chicken bone marrow cells were
infected with MH2-Hd (panel A) or
MH2-K622 (panel B) or MC29 (panel
C) and seeded in methocel. Colonies of
transformed macrophages were expanded
in growth medium containing cMGF
and were then transferred into low serum
"assay medium” in the presence or
absence of cMGF for two days, after
which they were pulse-labelled with
(3H)TdR as described earlier (Graf et al
1986). Hatched bars: cells incubated in
the absence of cMGF. Filled bars: cells
incubated in the presence of cMGF.




156

Previous studies have shown that the y-mil oncogene is able to induce the sustained
proliferation of chicken neuroretina cells (Béchade-et al. 1985) and to activate y-myc-transformed
macrophages to produce cMGF and their subsequent growth in an autocrine manner (Graf et al.
1986). The results of Figure 4 show that macrophages transformed by either MH2-Hd or by
MH2-K622, a molecularly cloned MH2 provirus encoding a fully active P10083g-mil kinase
(Denhez et al. 1988), are independant of exogenously added cMGF for their growth (Figure 4,
panel A and B). In contrast, macrophages transformed by MC29, a retrovirus containing yv-myc¢ as
sole oncogene, require cMGF for their growth (Figure 4, panel C). In addition, previous studies
have demonstrated that MH2-Hd, like other MH2 virus isolates, is able to induce the sustained
proliferation of chicken neuroretina cells (Béchade et al. 1985). We recently demonstrated that the
protein kinase activity of P1008ag-mil a5 assayed by its autophosphorylating activity in vitrg is
instrumental in the biological activities of y-mil, indicating that the autophosphorylating activity of
P1008&3g-mil a5 measured in vitro at least partially reflects the activity of this enzyme towards its
physiological substrates in vivo (Denhez et al. 1988). This assay is so far the only available way to
measure the P100gag-mil protein kinase activity. Although various exogenous proteins are |
phosphorylated by P100828-Mil_containing immunoprecipitates (Moelling et al., 1984), these
phosphorylation events appear largely due to contaminating cellular kinases (our unpublished

observations). From these results and from the biological and biochemical properties of the
MH2-Hd y-mil gene product described here, it appears that the threshold level of P100g2g-mil
kinase activity required to affect the cellular phenotype is probably low. Such a threshold effect is
reminiscent of that described for p60Y-STC, the translation product of the sr¢c oncogene of Rous
sarcoma virus, where morphological transformation of fibroblasts and mitogenic potential in NR
cells does not require the high dose of tyrosine kinase activity found in most RSV-transformed
cells (Jakobovits et al. 1984; Poirier et al. 1982). In this context, the comparison of proteins
phophorylated in cells transformed by MH2-K622 and MH2-Hd could be useful to identify the
physiologically relevant substrates of the v-mil kinase.

We previously reported that the sites phosphorylated in P100g€ag-mil jn in vitro
phosphotransfer reactions are different from those phosphorylated in vivo (Denhez et al. 1988).
We found the kinase-deficient P10082g-mil of MH2-Hd to be phosphorylated in transformed cells
to a similar extent and at the same sites as those of a fully active P100&28-mil kinase (Figure 5).
This result give further support to our previous contention (Denhez et al. 1988) that most of
P1008&2g-mil phosphorylation observed in transformed cells does not result form an obligate
autophosphorylation event but rather from the phosphorylation by cellular kinases.
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RESUME

Le virus'MH2 est un rétrovirus aviaire défectif pour la réplication qui contient dans son
génome 2 oncogenes: v-mil et v-myc. L'expression de la P100848 -mil (produit de traduction de
I'oncogéne v-mil) permet :

-1- la prolifération de cellules de neurorétine d'embryon de poulet de 7 jours normalement
quiescentes a ce stade.
-2- la production, de fagon autocrine, d'un facteur de croissance, le cMGF (chicken Myeloid
Growth Factor), par des macrophages transformés par myc.

La séquence en acides aminés de v-mil révele une importante homologie avec les membres
de la famille des tyrosine-kinases dont un représentant est src. En 1984, les travaux de K.Moelling
ont montré que la P100848 -mil semble &tre associée in vivo avec une activité kinase spécifique de
résidus sérine et thréonine. v-mil venait alors rejoindre 'oncogeéne v-mos dans les exceptions : en
effet, ce sont les deux seuls oncogenes décrits jusqu'alors pour lesquels la fonction kinase qui leur
est associée n'est pas tyrosine spécifique mais sérine/thréonine. Connaissant 1'abondance des
sérine/thréonine-kinases dans les cellules (les phosphosérine et phosphothréonine représentent plus
de 99% des phospho-acides aminés) et tenant compte du fait que quelque soit le degré de pureté de
la P1008ag-mil isolée pour le test d'autophosphorylation in vitro il y a toujours contamination par
des kinases cellulaires, nous avons voulu démontrer la nature intrinseéque de l'activité kinase
associée a la P1008498-mil, Pour cela, nous avons utilisé la technique de mutation dirigée 2 1'aide
d'oligonucléotides pour changer la lysine 622 (homologue a la lysine 295 de src connue pour étre
le site de fixation de I'ATP) en résidu méthionine. Nous avons montré que cette substitution
supprime 2 la fois 1'autophosphorylation observée in vitro et les propriétés biologiques de v-mil.
Nous avons également présenté des €vidences suggérant que la P1008428 -mil pe semble pas
s'autophosphoryler in vivo puisque les cartes & deux dimensions des phosphopeptides provenant
soit de la P1008ag-mil sauvage ou de la P100848 -mil mutée sont identiques.

Nous possédons au laboratoire un autre isolat du rétrovirus MH2 que nous appelons
MH2-Hd. Ce virus posseéde des propri€tés biologiques indiscernables de celles d'un virus MH2
sauvage. Cependant, la P100848-mil de ce virus présente in vitro une activité
d'autophosphorylation considérablement réduite comparée 2 celle de la P100828-mil du virus
MH?2 décrit ci-dessus. Nous avons donc construit des chimeres avec les ADN des différents
provirus pour localiser la région incriminée. Ensuite, par la séquence de cette région nous avons vu
qu'une simple substitution changeant, en position 720, un codon pour une Asparagine (AAT) en
un codon pour une Sérine (AGT) était responsable de cette baisse d'activité in vitro. En comparant
le domaine qui entoure cette Asparagine avec la séquence en acides-aminés des protéine-kinases
déja décrites ainsi qu'avec celle d'autres kinases nous avons vu qu'il s'agissait en fait d'une région
trés conservée ce qui laisse supposer que ce domaine fait probablement partie également du site
actif de ces enzymes.




