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GLOSSAIRE 

Activateur : séquence activatrice de la transcription (en anglais enhancer). 

Activation : modification entraînant le dérèglement d'un oncogène et aboutissant à une 

modification quantitative ou qualitative de son produit. 

ALV : (pour Avian Leukaemia Viruses) rétrovirus aviaires compétents pour la réplication et 

dépourvus de gène oncogène. 

bp : paires de bases d'ADN. 

CNR : (pour Chicken Neuroretina Cells) cellules de neurorétine d'embryons de Poulet de 7 

jours. 

DLV : (pour Defective Leukemia Vimses) rétrovirus aviaires induisant des leucémies aiguës et 

défectifs pour la réplication. 

Epissure : mécanisme permettant l'élimination des introns d'un ARN. 

kb : kilobases, milliers de bases d'ARN. 

kbp : kilobases paires, millier de paires de bases d'ADN. 

LTR : (pour Long Tenninal Repeat), sCquence activatrice constituée de 350 bp environ et 

présente à chaque extrémité de l'ADN proviral. 

PK : Protéine Kinase. 

ppx : phospho-protéine x. 

Pr : protéine précurseur. 

Px : protéine de fusion x. 

px : protéine x mature. 

QNR : (pour Quai1 Neuroretina Cells) cellules de neurorétine d'embryons de Cailles de 6 jours. 

Virus auxiliaire : ALV permettant la propagation de rétrovirus aviaires dCfectifs pour la 

réplication (en anglais helper). 
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PRESENTATION DU MEMOIRE 

Ces quinze dernières années, les oncogènes ont envahi la biologie. Primitivement associés aux 
cancers, ils ont annexé de nombreux autres domaines : différenciation, développement, 

endocrinologie, régulation génique. Aussi la notion d'oncogène, consacrée par l'usage, déborde 

t-elle largement son sens éthymologique. Loin de résoudre définitivement le problème des cancers, 

les oncogènes permettent seulement d'appréhender la complexité de ces pathologies. Depuis le 

modèle univoque impliquant un seul oncogène dans la transformation, les hypothèses fondées sur 

l'association synergique de plusieurs oncogènes se sont multipliées. Une chaîne de transmission du 

signal relayée ià tous les niveaux par les oncogènes s'est mise en place de la surface de la membrane 

cytoplasmique jusqu'au coeur de la double hélice d'ADN. 

Dans ce mémoire, nous rapportons des résultats obtenus en étudiant l'influence de l'association de 

certains oncogènes rétroviraux sur les neurorétines aviaires en culture. Avant d'exposer nos 

résultats, il nous a donc semblé utile de recenser les principales expériences étudiant la coopération 

de plusieurs produits dans la transformation. La majorité des oncogènes utilisés dans ce travail sont 

nucléaires. Aussi avons-nous ensuite orienté notre introduction dans le domaine complexe et 

mouvant des protéines interagissant dans le noyau de la cellule. Une bibliographie pléthorique existe 

sur ce sujet. Bien que n'ayant pas évoqué dans ce mémoire de résultats analysant directement les 

oncogènes sous l'angle transcriptionnel, il nous a semblé intéressant, pour présenter les travaux les 

plus récents concernant les oncogènes nucléaires, de rédiger un chapitre sur les facteurs de 

transcription. Cette introduction a été conçue comme un outil de travail permettant de comprendre et 

d'élaborer de nouvelles hypothèses à partir des observations sur la coopération d'oncogènes 
nucléaires dans la transformation des neurorétines. 

Les résultats sont divisés en trois parties. Nous présentons tout d'abord des travaux concernant des 

mutants du virus MH2 dans le système des neurorétines aviaires. Dans un deuxième temps nous 

avons essayé de comprendre les modifications intervenant dans la différenciation des cellules de 

neurorétine. Enfin nous avons analysé l'effet de la combinaison de plusieurs oncogènes sur la 

prolifération et la différenciation des neurorétines. Parmi ces combinaisons, l'une d'entre elles s'est 

révélée particulièrement efficace pour la transformation. Mais à l'encontre du dogme établi par 

R.Weinberg à partir de 1985 selon lequel les coopérations dans la transformation necessitent un 

oncogène à localisation nucléaire et un oncogène à localisation extranucléaire, notre travail a permis 

de démontrer que la coopération entre oncogènes nucléaires était possible et efficace. 



INTRODUCTION 

Le développement de la plupart des cancers humains se déroule en différentes étapes s'étendant sur 

plusieurs années. Le cancer du col utérin dCbute histologiquement par l'apparition d'un groupe de 
cellules présentant des capacités de multiplication anormalement grandes : c'est la dysplasie du col ; 

ces cellules tendent à disparaître, mais parfois, parmi elles, émergent certains clones présentant des 

atypies cellulaires : c'est le carcinome in situ ; enfin parmi ces cellules atypiques un cancer épithélial 

invasif peut débuter puis s'étendre (Cairns et Logan, 1983). Trois propriétés semblent donc présider 

à l'établissement d'un cancer : la levée des contraintes d'organisation spatiales, la levée des règles de 

différenciation, la levée des limitations temporelles. 

Cette notion d'oncogénèse multiétape issue de la clinique s'est également imposée en cancérogénèse 

chimique (Hennings et al., 1983). Trois étapes ont été caractérisées en fonction de l'action des 
substances chimiques : l'initiation qui autorise la cellule normale à entrer dans un cycle de 

prolifération, la promotion qui assure la transition de la cellule initiée à la cellule tumorale et la 

progression qui aboutit à la cellule maligne. 

Cet abord théorique, jusqu'à un passé récent, ne trouvait pas de substratum moléculaire. La 
découverte d'une famille de gènes hautement conservés dans le règne animal et homologues à 

certains gènes de virus à ARN susceptibles d'induire des cancers chez leurs hôtes, a orienté 
significativement les recherches en cancérologie vers des cibles moléculaires (Stéhelin et al., 1976 a 

et b). Dans un lymphome humain, le lymphome de Burkitt (Klein, 1983) et dans certaines 

leucémies, les leucémies myéloïdes chroniques (Bartram et al., 1983) connus pour présenter des 

réarrangements chromosomiques (translocation 8-14 et chromosome philadelphie), les équivalents 

cellulaires (appelés proto-oncogènes) des gènes transformants de certains rétrovirus (virus de la 

myélocytomatose aviaire et virus de la leucémie murine d'Abelson) se sont trouvés impliqués dans 

ces remaniements. A la même époque des chercheurs découvraient que l'ADN de plusieurs tumeurs 
épithéliales humaines (cancer de la vessie) (Santos et al., 1982) était susceptible de transformer des 

cellules de souris en culture initiées (lignée NIH 3T3) ; la séquence transformante impliquée a pu 

être identifiée comme étant l'un de ces proto-oncogènes. 

Ainsi divers modes de cancérogénèse utiliseraient un nombre restreint de mécanismes cellulaires 

centrés sur les proto-oncogènes. La découverte de plusieurs autres proto-oncogènes dont les 

fonctions pourraient théoriquement s'enchaîner sur une voie métabolique allant de la membrane 
cellulaire jusqu'à l'intérieur du noyau au contact de l'ADN permettait enfin de concevoir un  modèle 

moléculaire des cancers (Weinberg, 1985). L'activation successive de plusieurs oncogènes situés 
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figure 1 : La tumorigénèse, un processus multiétape 



sur cette voie métabolique venait étayer les observations de cancérogénèse multiétape, chaque étape 

étant associée à l'activation d'un proto-oncogène. 

Après quelques généralités sur les rétrovins oncogènes et les critères de la transformation cellulaire, 

nous Cvoquerons rapidement les oncogènes. Nous analyserons ensuite les différents modèles de 

coopération impliquant les oncogènes dans des systèmes in vitro et in vivo. Nous approfondirons 

enfin la description des facteurs de transcription au travers de cenains oncogènes à localisation 

cellulaire, les oncogènes myb, ers et myc . 



A. LES RETROVIRUS 

Les cancers proviennent de la croissance et de la division non contrôlées d'un nombre restreint de 
cellules. Cette multiplication cellulaire est sous la dépendance de gènes qui normalement contrôlent la 
prolifération et la différenciation. Ces gènes, sous certaines conditions, sont susceptibles d'induire 

un processus de transformation. La dCcouverte de ces gènes a été possible grâce, entre autres, à 

l'étude des rétrovinis oncogènes. Parmi l'ensemble des rétrovirus, les rétrovirus d'origine aviaire 

constituent un système d'étude intéressant car ces virus sont répertoriés et étudiés depuis longtemps. 

Les descriptions qui vont suivre se réfèrent essentiellement au système aviaire. 

Les rétrovirus sont des virus à ARN (revue : Weiss et al., 1982 ; 1985). Ils infectent les cellules 

eucaryotes. La réplication de leur génome passe par la formation d'un ADN intermédiaire, double 

brin, synthétisé par une enzyme spécifique, la rétrotranscriptase (ou rétropolymérase, ou ADN- 
polymérase-ARN dépendante), à partir d'une mamce constituée par I'ARN viral (Baltimore, 1970 ; 

Temin et Mizutami, 1970). Parmi ces rétrovirus, les oncovirus ou rétrovirus oncogènes induisent 

toute une variété de cancers chez l'animal, dans des délais souvent très courts. C'est grâce à ces 

rétrovirus oncogènes qu'un modèle expérimental d'étude de la cancérogénèse en particulier au 

niveau moléculaire, a pu être défini. Le premier rétrovirus sarcomatogène fut isolé par Rous, chez le 

Poulet, en 191 1. Depuis, chez de nombreux vertébrés, d'autres oncovirus ont pu être étudiés. La 

structure de ces virus, l'organisation de leur génome et leur mode de réplication sont semblables à 

ceux des rétrovirus aviaires (figure 2). 

Le génome des rétrovirus est diploïde. Il est constitué par deux ARN monocaténaires de 8 à 9 kb 

contenant les capacités codantes pour 3 gènes majeurs nécessaires au cycle infectieux : 

- le gène gag code pour les protéines de la nucléocapside du virion (ou "core"), 
- le gène pol code pour la rétrotranscriptase dont le rôle est de transcrire I'ARN simple brin 
en ADN double brin pour s'intégrer sous forme de provirus dans le génome de la cellule 
infectée, 

- le gène env code pour les protéines d'enveloppe. 

Deux sortes d'oncovixus peuvent être distingués selon leur pouvoir oncogène : 

- Les ALV : "Avian Leukaemia Viruses" peu ou non oncogènes in vivo et non transformants 
in vitro, 

- les DLV : "Defective Leukaemia Viruses" induisant rapidement des cancers in vivo et 

capables de transformer des cellules en culture. 
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Ces différences d'effet biologique se retrouvent au niveau du contenu génétique : le génome des 

ALV ne contient que les séquences nécessaires au cycle infectieux ; le génome des DLV en revanche 
a perdu tout ou partie des séquences virales nécessaires au cycle infectieux et les a remplacées par 
des séquences d'origine cellulaire (v-onc). 

Les DLV ont donc besoin pour se propager d'un vims auxiliaire, un ALV ( en anglais helper). Seule 
exception, le virus du sarcome de Rous (RSV) porteur de l'oncogène v-src, compétent pour la 

réplication (Rous et Murphy, 191 1 ; Martin, 1970 ; Duesberg et Vogt, 1970 ; Stéhelin et al., 1976a). 

1) Les ALV 

Ces virus sont compétents pour la réplication et ne possèdent pas de v-one. Ils peuvent induire chez 

l'animal des cancers dont le temps d'apparition est habituellement long (de 6 à 12 mois) et dont 

l'efficacité d'apparition est généralement faible (20 à 60 % des animaux infectés développent une 

leucemie) (Neel et al., 1981). En revanche, ces virus ne transforment pas à proprement parler les 

cellules en culture. 

Un mécanisme de transformation possible pour ces virus leucémogènes non ou peu transfomants 

est l'insertion d'un provirus à proximité d'un proto-oncogène. Ce gène passe alors sous le contrôle 

des séquences promomces et activatrices contenues dans les LTR (en anglais Long Terminal Repeat) 

de 1'ALV : c'est une LTR activation (figure 3). Ce type d'activation a déjà Cté démontré dans 

certaines tumeurs. Des proto-oncogènes, déjà connus en tant que v-onc ont ainsi Cté retrouvés (c- 

mos, c-myb, c-myc, c-Ha-ras, c-fms , c-spi-l; Payne et al., 1982 ; Shen Ong et al., 1986 ; 
Westaway et al., 1986 ; Gisselbrecht et al., 1987 ; Moreau-Gachelin et al., 1988). La LTR activation 

du gène c-myc a beaucoup été étudiée dans des lymphomes B et des lymphomes T, chez le Poulet et 
la Souris (Hayward et al., 1981 ; Corcoran et al., 1984 ; Linial et Groudine, 1985). Un ALV ou un 
MuLV (en anglais Murine Leukaemia Virus) est intégré à proximité ou dans le locus c-myc. La 

plupart des virus intégrés sont incomplets, certains mêmes étant réùuits à l'un de leurs LTR. Dans 

chaque cas, le taux de transcrits du gène c-mye est de 20 à 30 fois plus élevé que celui observé dans 
des cellules normales. Les ARN myc initiés soit à pamr du promoteur viral, soit à partir de ses 

promoteurs propres sont activés par les séquences activamces du LTR proviral. Ces séquences LTR 

peuvent être intégrées en 5' ou en 3' du c-onc et dans une quelconque orientation (Khoury et Gruss, 
1983). 

Un grand nombre de pathologies induites par ce processus de LTR activation est maintenant connu. 

Ainsi une pathologie bien typée peut parfois être associée avec l'activation d'un proto-oncogène 

défini. C'est le cas des érythroblastoses et de certains lymphomes développés chez le Poulet. Selon 

les expériences, 45 à 90 % des poulets développant des érythroblastoses possèdent dans leur 
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génome une version activée du proto-oncogène c-erbB (Raines et al., 1985) tandis qu'il s'agit d'une 

version activée de c-myc dans 85 % des cas de lymphomes viro-induits (Hayward et al., 1981). 

Le gène activé ou amplifié n'est pas nécessairement un proto-oncogène. Il peut s'agir également 

d'un gène codant pour un facteur de croissance des cellules hématopoïCtiques (IL3, IL2 ...) (Ymer et 

al., 1985 ; Chen et al., 1985). L'activation transcriptionnelle de ces gènes est une des Ctapes 

amenant la transfomation de la cellule. En effet, la cellule hematopoïétique produisant son propre 

facteur de croissance devient ainsi indépendante de l'addition exogène de ce facteur. C'est un 

événement fréquemment observé dans la progression de ces cellules vers la tumongénicité (Heard et 

al., 1984 ; Spom et Roberts, 1985). 

2) Les DLV 

Il s'agit de virus défectifs pour la réplication. Ils peuvent contenir un ou deux oncogènes (v-onc) 

ayant des équivalents cellulaires (c-onc) (figure 4). Plusieurs rétrovirus ont déjà été isolés à partir de 

tumeurs solides ou de leucémies, principalement chez le poulet (Beard, 1963 ; Graf et Beug, 1978 ; 

Moscovici et Gazzolo, 1982). In  vivo, ces virus induisent des cancers "aigus" dont les temps 

d'appdtion sont très courts : la mon intervient dans 100 % des cas, au bout de quelques semaines 

voire quelques jours après l'infection (Graf et Beug, 1978 ; Weiss et al., 1985). In vitro, ils 

stimulent la prolifération de cellules euou bloquent les programmes de différenciation. Cenains de 

ces virus sont susceptibles d'induire des sarcomes ou des carcinomes in vivo et de transformer des 
fibroblastes in vitro. 

Chaque oncogène, et par extension le gène cellulaire correspondant ou proto-oncogène, est désigné 

par un code de trois lettres dérivant : 

- soit du nom du virus à partir duquel la séquence a été isolée (ex : l'oncogène v-mil du 

rétrovirus Mill Hill 2 (MH2), 
- soit du nom de celui qui l'a identifié pour la première fois (ex : Ab1 de Abelson), 

- soit de l'abréviation du nom de la maladie induite (ex : src pour sarcome). 
Plusieurs oncogènes semblables ayant été trouvés dans différents isolats, ce code de trois lettres est 

souvent précédé par le nom ou le préfixe du virus correspondant (ex : Ha-ras, Ki-ras isolés des 

virus Harvey et Kirsten). Les préfixes v- et c- indiquent qu'il s'agit du gène viral ou de son 
équivalent cellulaire. 
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B. LES CRITERES DE LA TRANSFORMATION CELLULATRE 

1) La transformation des cellules non hématopoïétiques 

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

particules de virus sarcomatogène, comme le RSV-PR-C, à un animal susceptible provoque en une 

semaine une tumeur au point d'inoculation (Rous, 191 1). In  vitro, les fibroblastes aviaires infectés 

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

évidentes. Les cellules deviennent rondes et réfringentes, traduisant ainsi les changements que subit 

le cytosquelette (Edelman et Yahara, 1976). De nouvelles caractéristiques de croissance 

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

moins élevées que les cellules saines pour se multiplier, perdent l'inhibition de contact caractérisant 

les cellules normales (Dulbecco, 1970) et peuvent Cgalement donner naissance à des colonies en 

milieu semi-solide (agarose ou méthylcellulose) (Stoker et al., 1968). Des modifications de la 

membrane plasmique interviennent : des néo-antigènes de surface surgissent (Kurth et Bauer, 1975) 

associés à des modifications des glycoconjugués, alors que d'autres protéines disparaissent, comme 
la fibronectine (Olden et Yamada, 1977). Des modifications du métabolisme apparaissent : le 

transport des sucres est considérablement augmenté dans les cellules transformées (Hatanaka, 

1974), des protéases sont excrétées, tel I'activateur du plasminogène (Reich, 1976). Enfin, au 

niveau génique, on estime qu'un millier de transcrits nouveaux sont induits dans les cellules 
transformées par le RSV (Groudine et Weintraub, 1980). 

La plupart de ces observations sont valables quelque soit l'agent transformant (Kahn et Shin, 1979) 

mais apparemment, seule la capacité à former des colonies en milieux semi-solides semble être liée 

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

chez les souris nude, qui ne prksentent que très peu de phénomènes de rejet (Kahn et Shin 1979). 

Posséder un marqueur fiable de la tumongknicité est utile, car le degré de transformation conféré in 

vitro aux cellules par un même agent peut varier considérablement d'un système biologique à 

l'autre, et il existe certains virus oncogènes ainsi que de nombreuses substances chimiques qui 

peuvent ne conférer aux cellules qu'un phénotype transformé partiel (Kahn et al., 1982). La part 

revenant à chacune des modifications décrites plus haut dans l'acquisition de la capacité tumorigène 

est variable d'un système cellulaire à l'autre. Le produit de l'oncogène induit le phénotype 

transformé, comme l'ont bien montré les mutants de virus oncogènes ainsi que les réversions 

phénotypiques obtenues après disparition ou suppression transitoire du produit de l'oncogène 

impliqué (Quade et al., 1981 ; Drebin et al., 1985). Le mode d'action du produit est différent selon 

le type d'oncogène, mais il se dégage actuellement quelques grands groupes fonctionnels incluant la 

plupart des oncogènes connus. Toutefois, si des mécanismes initiateurs de la transformation sont 



établis, l'enchaînement des événements aboutissant au phénotype transformé n'est pas encore 

compris. 

2) La transformation des cellules hématopoïétiques 

Dans les lignées hématopoïétiques, les problèmes de différenciation vont dominer ceux de la 
transformation (figure 5). Ces cellules se multiplient en suspension et poussent naturellement dans 

un milieu semi-solide. Cette propriété prive l'expérimentateur d'un moyen simple de caractériser in 
vitro la transformation. Les cellules hématopoïétiques transformées proviennent souvent de la 

prolifération d'une cellule immature morphologiquement indistinguable de son équivalent normal. 
Les cellules hématopoïétiques dérivent d'une cellule souche indifférenciée, douke d'un grand 

pouvoir de multiplication afin de pouvoir répondre aux exigences de l'organisme. Cette cellule 

souche va se différencier, perdre graduellement son pouvoir prolifératif et sa capacité à donner 

plusieurs types cellulaires distincts (Clarkson et al., 1978). Cette différenciation ne s'effectue pas au 

hasard, mais en rkponse à des inducteurs précis émis par différents types de cellules (Cline et Gold, 

1979 ; Whetton et Dexter, 1986). Toutes les substances intervenant dans le contrôle de 

I'hématopoièse ne sont pas connues, mais un certain nombre d'entre elles ont pu être caractérisées 

(Krantz et Goldwasser, 1984 ; Metcalf, 1985). 

L'intervention des oncogènes dans la transformation des cellules hématopoïktiques est importante, 

puisque la plupart des rétrovirus peuvent être leucémogènes (Clarkson et al., 1978). Il existe une 

spécificité entre le type de cellule transformée et le type d'oncogène actif (Graf et al., 1980), bien 

que plusieurs oncogènes différents puissent interférer avec des cellules de la même lignée sanguine ; 

c'est le cas de la lignée éqthroïde qui peut être perturbée par les oncogènes myb-ers, erb, ras, ab1 et 

fps (Graf et al., 1986). Quand leur diffkrenciation peut s'effectuer, les cellules hématopoïétiques 

transformées perdent leurs caractéristiques tumorales et participent au fonctionnement de 

l'organisme (Gootwine et al., 1982) imitant ainsi d'autres types cellulaires (cellules de 

tératocarcinomes) où une perturbation de la différenciation est responsable du phénotype transformé 

(Mintz et Illmensee, 1975). De nombreuses études montrent que les cellules hématopoïétiques 

infectées par des rétrovirus sans oncogène se transforment de façon progressive : elles deviennent, 

par paliers, insensibles aux différents facteurs de croissance spécifiques, puis franchement 

tumorigènes (Tambourin et al., 1981 ; Heard et al., 1984 ; O'Donnell et al., 1985) suggérant ainsi 
l'implication de plusieurs gènes cellulaires dans ce processus. 
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C. LES ONCOCENES 

En 1976, Stéhelin et al. démontrent que l'oncogène v-src provient d'une séquence d'origine 
cellulaire transduite dans le génome d'un rétrovirus aviaire. Cette séquence cellulaire de poulet existe 

également dans le génome humain. Depuis, tous les oncogènes isolés se sont montrés être 
phylogénétiquement conservés. Cette propriété suggère un rôle important, sinon essentiel pour la 

vie d'une cellule (Bishop, 198 1). 

Sur la base de la fonction, connue ou présumée et de la localisation de leur produit les oncogènes 

peuvent être classés parmi cinq groupes : 
- les protéines homologues à un facteur de croissance, 

- les protéines de la famille ras, 

- les protéines kinases, 

- une protéine homologue à la phospholipase C, 

- les protéines nucléaires. 

Pour chaque groupe, nous prendrons comme exemple un oncogène, pouvant être considéré comme 

une étape dans le processus de transmission des informations extérieures jusqu'à l'ADN. 

1) Les protéines homologues à un facteur de croissance 

C'est le cas de l'oncogène v-sis, homologue à la sous unité p du PDGF (Platelet Derived Growth 

Factor) (Doolittle et al., 1983 ; Waterfield et al., 1983) (figure 6) .  Le gène v-sis est traduit sous la 

forme d'une protéine de 28 kD qui s'assemble en un homodimère de 56 kD. Cet homodimère est 

clivé pour donner un homodimère plus court de 24 kD dont la structure est similaire à un 

homodimère $ du PDGF, puis cette protéine est excrétée @eue1 et al., 1983 ; Owen et al., 1983). Le 

produit de v-sis a alors une activité mitogène autocrine, bloquée par l'addition d'anticorps anti- 

PDGF (Deuel et al., 1983). Seules les cellules exprimant le récepteur du PDGF sont transformées 

par v-sis (Leal et al., 1985). v-sis peut également s'associer avec son récepteur à l'intérieur même 

de la cellule (Keating et al., 1988). Cette situation peut expliquer la perte de contrôle de la mitose 

observée dans les cellules transformées et permet de concevoir un modèle d'intervention des 

oncogènes cellulaires dans les processus de prolifération des cellules normales. 

2) Les protéines de la famille ras 

Cette famille possède trois représentants très proches : Ha-ras et Ki-ras, transduits dans des 

rétrovirus murins (Chien et al., 1979 ; Ellis et al., 1981) et N-ras identifié comme gène transformant 

dans une lignée de neuroblastome (Shimizu et al., 1983a) ; d'autres oncogknes ont récemment été 

rattachés à ce groupe. Les gènes de la famille ras ont été trouvés activés dans 15 à 20 % des tumeurs 

humaines (Shimizu et al., 1983 b et c). Les produits de traduction des gènes ras viraux et cellulaires 
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sont localisés sur la face interne de la membrane cytoplasmique cellulaire. Ces protéines mutées 
dans leur capacité de fixation à la membrane perdent leurs propriétés transfomntes (Willingham et 

al., 1980 ; Willmusen et al., 1984 a et b). 

Les protéines ras cellulaires présentent des propriétés similaires à celles des protéines G intervenant 

dans la modulation de la transduction des signaux extracellulaires à travers la membrane 

cytoplasmique (Gilman, 1984) (figure 7). La séquence peptidique de c-ras présente des homologies 
avec la sous unité a des protéines Gs (activation de l'adénylate cyclase en réponse à des stimulus de 

type P adrénergiques), Gi (inhibition de l'adénylate cyclase et activation de la phospholipase C) 

(Barbacid, 1987), Go et de la transducine (régulation de l'activité cGMP phosphodiestérase) (Itoh et 

al., 1986). 

Ces exemples illustrent l'implication d'oncogènes cellulaires dans les étapes de transduction des 

signaux, dont l'autonornisation peut directement contrôler l'activation ou l'inhibition des processus 

de transfert des signaux de prolifération. 

3) Les proteines kinases 

Ces protéines sont essentiellement de deux types : 

- les protéines kinases spécifiques des résidus tyrosine, 

- les protéines kinases spécifiques des résidus sénne et thrhnine. 

a) Les protéines tyrosine-kinases 

Le produit de traduction de v-src, la pp60V-flC fut la première protéine pour laquelle une activitk 

kinase spécifique de résidus tyrosine a été démontrée (Levinson et al., 1978). Alors que la 

phosphorylation des résidus tyrosine est un événement rare dans une cellule normale (moins de 1 % 

de la phosphorylation des acides aminés), près de la moitié des protéines oncogènes connues 

possèdent cette activité. Selon leur localisation, on distingue deux groupes : 

- les protéines associées à la face interne de la membrane cytoplasmique, 

- les protéines transmembranaires (dont les homologues cellulaires sont souvent des 

récepteurs de facteurs de croissance). 

a) Les protéines associées à la face interne de la 

membrane cytoplasmique 

Les capacités du virus RSV à transformer des fibroblastes in vitro et à être tumorigène in vivo 

résident dans l'expression de la protéine tyrosine kinase pp60V-JrC. C'est la myristylation du résidu 
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glycine 2 (Sefton et al., 1982 ; Buss et Sefton, 1985) qui assure l'association de la fixation à la 

membrane. La disparition de cette propriété de fixation par mutation de la glycine supprime les 
propriétés transfomantes de l'oncogène sans altérer l'activité kinase in vitro (Kamps et al., 1986a). 

La protéine cellulaire pp6Oc-src est stmcturellement proche de la pp60v-SrC (Opperman et al., 1979). 

C'est une protéine kinase spécifique des résidus tyrosine, mais son activité est environ 10 fois plus 

faible que celle de la pp60~-S~C (Iba et al., 1985a) (figure 8). De plus la pp60C-nC exprimCe à des taux 
équivalents à la pp60V-src n'est pas susceptible d'induire la transformation (Iba et al., 1985a). Alors 

que le site principal de phosphorylation de la pp60V-src est la tyrosine en position 41 6, la pp60C-SrC 

est phosphorylée sur une tyrosine en position 527, absente de la forme virale (Cooper et al., 

1986a). Lorsqu'on remplace la tyrosine en position 527 par un résidu phénylalanine, la protéine 

devient capable de transformer des fibroblastes embryonnaires et de les rendre tumorigènes et son 

activité kinase, considérablement augmentée, est comparable à celle de la protéine virale (Piwnica- 

Worms et al., 1987 ; Kmiecik et Shailoway, 1987). 

B) Les proteines transmembranaires 

Le produit de traduction de lloncog&ne v-erbB est une protéine transmembranaire (Privalsky et al., 

1983) correspondant à une version du récepteur de I'EGF tronquée dans sa partie aminoteminale de 

fixation à I'EGF et dans une portion du domaine carboxyterrninal (Downward et al., 1984). v-erbB 
pourrait donc correspondre à une version activée de manière constitutive du récepteur de I'EGF. 

Comme la protéine virale, le récepteur de I'EGF est une glycoprotéine transmembranaire dotée 

d'une activité tyrosine-kinase (Kris et ai., 1985). Pour étudier l'importance de la fonction kinase en 

tant qu'intermédiaire entre la futation de I'EGF (le stimulus) et la prolifération cellulaire (la réponse), 

un mutant dénué d'activitk kinase a été construit (Honegger et al., 1987). La fixation de 1'EGF sur 

le récepteur non muté augmente l'activité kinase qui phosphoryle des substrats pouvant intervenir 

dans la prolifération ; lorsque le récepteur est muté, le signal mitotique n'est plus transmis. 

b) Les protéines sérinelt hreonine- kinases 

C'est la famille de kinases la plus représentée dans la cellule. Cependant seuls trois oncogènes sont 

actuellement connus pour présenter cette activité : v-mos chez le Poulet (Kloetzer et al., 1983), v-mil 

chez le Poulet et v-raf homologue de v-mil chez la Souris (Moelling et al., 1984). L'activité kinase 

du produit de traduction de mos est indissociable de la transformation (Hannink et Donoghue, 

1985). Assez peu d'informations existent tant sur les fonctions que sur la localisation des protéines 

cellulaires mil et raf. Les implications des proteines mil et raf dans la transformation passent par des 

LTR activations et par des délétions dans le domaine aminoterminal (Dozier et al., 1987) qui 

semblent présenter un rôle de régulation négative. 
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4) La protéine homologue à la phospholipase C 

L'oncogène v-crk a Cté isolé à partir du rétrovirus transformant de Poulet CTlO (Mayer et al., 

1988). Son produit de traduction présente des homologies avec la phospholipase C (Mayer et al., 

1988 ; Stahl et al., 1988). Les phospholipases sont des enzymes qui degradent des phospholipides : 
la phospholipase C dégrade le phosphatidyl inositol biphosphate (PIP 2) en diacylglycerol (DAG) et 

en inositol mphosphosphate (IP3). Le DAG et 111P3 font partie des molécules appelées seconds 

messagers, intermédiaires métaboliques dans la réponse à des stimulus externes (figure 9). Ce sont 

Cgalement des activateurs de protéines kinases. La protéine p478ag-crk peut moduler l'activité des 

protéines kinases cellulaires et induire la phosphorylation de diverses protéines sur des résidus 

tyrosines in vivo et in vitro (Mayer et al., 1988). Une hypothèse de fonctionnement de cette protéine 

a été inspirée par l'observation d'une homologie de séquence avec le domaine régulateur des 

protéines tyrosine-kinases : p47gag-crk pourrait détourner par compétition les inhibiteurs des 
protéines kinases. 

5) Les protéines nucléaires 

Les oncogènes codant pour des protCines à localisation nucléaire ont Cté étudiés pour leur rôle 

Cventuel en tant que transactivateurs et régulateurs de la synthèse d'ADN ou d'ARN (Kingston et 
al., 1985). Plusieurs oncogènes nucléaires ont CtC isolés et caractCrisCs. Certains d'entre eux seront 

Ctudiés en dCtail dans les chapitres suivants. 

11 est intéressant de noter que les fonctions de deux oncogènes nucléaires ont pu être clairement 

définies : jun (Bohmam et al., 1987) et erbA (Sap et al., 1986). Le produit de traduction des proto- 

oncogènes humains c-jun et c-fos codent pour des protéines liant l'ADN et possédant des propriétés 

structurales et fonctionnelles comparables B celles de API, un facteur de transcription (~ohmann et 

al., 1987 ; Lee et al., 1987). Une hypothèse de mécanisme de transformation possible pour v-jun, 

serait que cette protéine se comporte comme une version tronquée de API, activée en permanence. 

La localisation de la protéine c-erbA ainsi que sa capacité à fixer les hormones thyroïdiennes 

suggèrent qu'il s'agit d'un récepteur des hormones thyroïdiennes. Cette protéine nucléaire se lie à 

l'ADN et active la transcription de façon hormonodépendante (Sap et al., 1986). 
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II. TUMORIGENESE MULTIETAPE : LES COOPERATIONS 

Les Ctapes pouvant conduire à la cellule transformée sont multiples et variées. Nous allons étudier 
successivement les produits susceptibles de faire progresser la ce'llule vers la transformation dans 

différents systèmes : certaines substances chimiques, des virus autres que les rétrovirus oncogènes, 
et les oncogènes viraux et cellulaires. Nous décrirons ensuite des modèles de coopération 
d'oncogènes in vivo, plus proches des réalités biologiques : coop6rations dans les organes 
reconstitués, coopérations dans les souris transgéniques, activation d'oncogènes multiples dans des 

tumeurs et rétrovirus contenant plusieurs oncogènes. 

A. LES PRODUITS DE LA COOPERATION 

1) Les carcinogknes chimiques 

La cancérogénèse chimique multiétape a été démontrée la première fois en étudiant la transformation 

de l'épiderme de souris (figure 10). La première Ctape, ou initiation est obtenue par le badigeonnage 
cutané de faibles doses de carcinogènes n'entraînant pas l'apparition de tumeurs. La seconde Ctape, 

ou promotion est réalisée par le traitement répété des cellules ainsi initiCes avec des agents non 

carcinogènes aboutissant à la production rapide de nombreux papillomes bénins parmi lesquels se 

développeront de rares carcinomes (Hennings et al., 1983). 

Un exemple de ces deux Ctapes est fourni par l'utilisation de 7,12-dimethylbenz(a)antrancène 

(DMBA) comme initiateur à des doses définies et par l'application durant 10 semaines de 12-0- 

téradécanoyl-phorbol-13-acétate (TPA) comme promoteur. Bien que ces modèles produisent 

essentiellement des tumeurs bénignes, des papillomes, la plupart des concepts concernant la 

transformation des cellules épithéliales sont issus des travaux sur l'épiderme de souris. Les 

modifications permanentes des capacités de croissance entraînées par les initiateurs tumoraux 

seraient expliquées par la survenue de mutations ; des mécanismes de stlection cellulaire et de 

croissance clonale des cellules initiées seraient impliqués dans la promotion. Dans ces expériences 

plus de 90 % des carcinomes se développent à partir des papillomes, mais le nombre de ces 

transformations reste faible. Les facteurs intervenant dans cette dernière Ctape n'ont pas été 

identifiés. Parmi les facteurs supposés se trouvent à nouveau les promoteurs, bien que des travaux 

aient infirmé cette hypothèse. En revanche l'utilisation d'initiateurs (N-méthyl-Nt-nitro-N- 

nitrosoguanidine, urethane, 4-nitro quinoline-N-oxyde ou 4NQO) se révèle efficace pour la 

transformation de cellules préalablement initiées et promues. Cela pourrait suggérer une 

modification de type mutationnel dans les cellules de papillome pour expliquer l'étape de 

transformation (Hennings et al., 1983 ; Reddy et Fialkow, 1983). 



Application 
de INITIATION 

DMBA 

lère  semaine 1 Application 

10Ame semaine 

de 
TPA 

PROGRESSION 

Mutations 
de c-Ha-ras ? 

/ Ini t iateurs 

PROMOTION 

PAPILLOMES TUMEUR MALIGNE 

figure 10 : Carcinogénèse chimique multiétape 



Lorsqu'on s'intéresse aux modèles de cultures cellulaires soumis à l'action des carcinogènes, on 

constate qu'il est possible d'obtenir la transformation maligne de cellules diploïdes. L'analyse fine 

de ces transformations permet de mettre en évidence deux étapes : une phase de prolifération 
potentiellement illimitée, l'immortalisation, et au bout d'un certain temps une phase d'acquisition 

des critères de transformation. En effet des expériences ont montré que l'action de carcinogènes 
(benzo(a)pyrene, N-méthyl-N-notrosourée, diméthyl sulfate) sur des cultures de cellules 
embryonnaires de hamster syrien conduit à l'induction de quelques rares cellules immonelles dont 
les cellules filles peuvent perdre les propriétés d'inhibition de contact et se transformer au bout d'un 

certain temps de croissance (Newbold et al., 1982). A la suite de ces travaux, l'immonalité, bien 

qu'insuffisante en elle-même, s'est montrée être un prérequis nécessaire à la transformation 

maligne. 
C'est ainsi que des lignées cellulaires immortalisées ont pu être utilisees en coopération avec des 

gènes connus pour leur pouvoir transformant. Les cellules de hamster syrien normales, transfectées 
avec l'oncogène c-Ha-ras-1 ne donnent aucun foyer de transformation. En revanche ces mêmes 

cellules préalablement exposées au diméthylsulfate, ou à des doses moyennes de radiations 

développent quelques foyers après transfection de c-Ha-ras-1. Des cellules soumises au N-méthyl- 

N-nitrosourée ou a des doses plus importantes de radiations et ayant perdu leur inhibition de contact 

conduisent à l'obtention de foyers plus importants lors de la transfection de c-Ha-ras-1 activé (EJ 

ras) (Newbold et Overell, 1983). Ces observations conduisent à supposer à nouveau l'existence 
d'au moins deux étapes dans la transformation : une Ctape précoce, l'immortalisation, obtenue ici 

par des substances chimiques, une étape tardive, pouvant être assurée par un oncogène. c-Ha-ras 

peut être activé par mutation ponctuelle (sur l'acide amine 61) par le DMBA dans les kératinocytes 
mwins initiés (Balmain et al., 1984). 

La transformation peut donc être décomposée en au moins deux étapes par l'action consCcutive de 

substances chimiques ou la combinaison d'une substance chimique et d'un gène potentiellement 

transformant. Il semble donc exister différentes combinaisons d'étapes pour obtenir un phénotype 

transformé. Cette constatation est confmée par l'analyse des propriétés transformantes de cenains 
virus. 

2) Les virus cancérogènes : polyome, SV40, adénovirus 

La seule infection in vitro de cultures primaires de cellules de rongeur par des virus comme le 

polyome, SV40 ou l'adénovirus 2 suffit il la transfomation. Cette exception à la règle de la 

cancérogénèse multiétape n'est qu'apparente. Des études ont permis de montrer que chaque virus 
contient au moins deux gènes codant pour des fonctions différentes, chacun devant s'exprimer 
consécutivement pour assurer l'apparition du phénotype transformé. 



a) Polyome (Rassoulzadegan et al., 1982) 

Le virus du polyome est susceptible in vitro de transformer des cellules de rongeur. Les régions du 

génome essentielles pour cette transformation recouvrent trois gènes précoces connus du polyome : 

grand T, moyen T et petit T. De nombreuses études ont permis de montrer le rôle critique joué par 
moyen T sans exclure l'implication de tout ou partie des deux autres gknes. Un clonage séparé des 

trois gènes a permis de dCcomposer les différentes étapes de la transformation (figure 11). 
Lorsqu'on transfecte séparément chaque ghne dans des fibroblastes de rat FR3T3 en lignée, seule la 
protéine codant pour moyen T est susceptible de transformer les cellules. Grand T et petit T ne 

présentent aucun effet détectable. Si l'on étudie les critères de la transformation des cellules FR3T3 
exprimant moyen T, on constate qu'en milieu appauvri en sérum de veau foetal, les cellules 

recouvrent un phénotype se rapprochant des cellules non infectées et ralentissent leur croissance. 

Lorsque le gène grand T est transfecté dans ces cellules, on observe une perte de la dépendance vis à 

vis du sérum de veau foetal (SVF), et des transformants stables sont obtenus avec 0.5 9% de SVF. 

Des études de délétion ont permis de montrer que seul 40 % de séquence N-terminal était nécessaire 

pour cette coopCration. Si grand T est transfecté seul, il assure aux cellules FR3T3 une croissance 

en faibles concentrations de sérum. En revanche des fibroblastes primaires embryonnaires de rat ne 

sont transformés complètement que par le virus sauvage. Un allongement de la durée de vie des 

cellules est observé avec la transfection de grand T. Nous nous trouvons à nouveau dans une 

situation d'oncogénèse multiétape. Des cellules primaires peuvent être immortalisées par la protéine 

grand T, permettant l'établissement de cellules sans phénotype transformé. Cette propriété de grand 

T est en rapport avec sa capacité à réduire les besoins de la cellule en facteurs de croissance. Une 
deuxième étape de transformation des cellules est assurée par la protéine moyen T. 

Comme le virus à ADN du polyome, le virus SV40 est capable de transformer à la fois des cellules 

primaires et des lignées cellulaires établies in vitro. De nombreuses études ont permis de montrer 

que les gènes codant pour les régions précoces de ces virus étaient nécessaires et suffisants pour la 

transformation (Kimura et Itagaki, 1975 ; Donoghue et al., 1984). La région précoce de SV40 code 

pour deux antigènes, grand T et petit T. Les Ctudes de transformation par infection ou transfection 

de populations cellulaires conduisent à la stlection d'un petit nombre de cellules dont les phénotypes 
s'échelonnent de la cellule complètement transformte à la cellule faiblement transformée. Comme 

pour polyome, il semble exister une coopération de grand T et petit T dans la ûansformation. En 
effet, bien que SV40 et polyome ne soient pas complètement comparables, la dgion NH2-terminale 

de grand T de SV40 facilite la transformation en assurant l'immonalisation. Ces cellules ainsi 
immortalisées présentent des phénotypes allant de la cellule normale à la cellule transformée (Colby 

et Shenk, 1982). Les données concernant l'antigène petit T sont moins étendues. Petit T semble 
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avoir un effet rnitogène dans des cellules au repos qui synthétisent grand T. L'infection par SV40 de 

différentes cellules non transformées tend à montrer que petit T et grand T doivent être produits pour 
supprimer l'inhibition de contact. Cependant grand T seul peut également assurer une croissance 

efficace en agar. Ces résultats apparemment contradictoires peuvent être interprétés comme une 

relation effet-dose. Lorsqu'on infecte des cellules BalblC 37'3 CIA31, on constate que petit T seul 

ne peut induire de transformation. En revanche quand grand T s'expnme à des taux extrêmement 

élevés, il permet le clonage en agar des cellules. Si grand T s'expnme faiblement, il ne peut plus 

alors assurer de transformation qu'en présence de petit T. On peut donc supposer que le rôle 

essentiel de petit T dans la transfomation est de stimuler directement ou indirectement les capacités 

transformantes de grand T (Bikel et al., 1987). 

Des études de comparaison entre les propriétés de grand T de SV40 et de moyen T et grand T de 

polyome ont été rbalisés. L'expression de moyen T de polyome transforme des lignées de cellules 

de rat FIII, contrairement à grand T qui n'induit pas l'apparition de nombreux critères de 

transformation. Les cellules transfectées avec grand T de SV40 ne présentent pas d'autres caractères 

de transformation qu'une certaine capacité à cloner en agar. Grand T de SV40 assurerait 

l'irnmortalisation des cellules comme le gène Ela  de l'adénovirus (Jat et al., 1986). 

c) Adénovirus 

Les virus à ADN de la famille des adénovirus de types 2 et 5 ont des activités transformantes.Des 

études ont montré que la fonction transformante du virus était portée du côté 5' au niveau des gènes 

précoces de la région 1 (Houweling et al., 1980). Lorsqu'on étudie finement la région précoce 1 

notée E l ,  on constate que cette région transforme avec la même efficacité qu'un mélange des régions 
E l a  et Elb.  Ela  seul induit une transformation incomplète des cellules de hamster BRK qui 

deviennent aneuploïdes et sont immortalisées. El  b seul n'induit aucune transformation évidente. En 
revanche Ela  et E l b  coopèrent pour transformer les cellules. Il semble donc que Ela initie la 

transformation et que E l b  est finalement responsable du phénotype transformé et de la 

tumorigénicité (Van den Elsen et al., 1982). Cette capacité d'Ela à initier la transformation a été 

largement exploitée pour démontrer par coopération l'activité transformante des oncogènes (Ruley, 

1983). 

3) Oncogènes viraux et cellulaires 

L'ensemble des substances chimiques ou virales qui ont été décrites précédemment sont susceptibles 

de faire progresser une cellule vers la transformation. Des étapes d'initiation et d'immonalisation 
ainsi que des étapes de progression et de transformation sont observées. En raison d'une cenaine 
latence à observer le phénotype transformé final, on peut supposer l'existence d'autres étapes 



survenant au niveau des gènes de la cellule elle-même, les oncogènes constituant des candidats 

potentiels. Dans ce qui suit, les gènes cités font référence à des oncogènes activés par différents 

mécanismes (oncogène viral, proto-oncogène muté, proto-oncogène surexprimC Ces observations 
conduisent à une interprétation de la cancérogénèse multiétape au niveau génique : chaque étape 

nécessite l'activation d'un gène distinct, et le phénotype final est obtenu par l'expression simultanée 

de plusieurs gènes activés. Ainsi de nombreuses combinaisons transformantes d'oncogènes ont pu 

être décrites, en association parfois avec les substances chimiques ou les gènes des virus à ADN 

précédemment décrits. Ces études ont permis de définir des groupes de complémentation entre des 

oncogènes nucléaires et des oncogènes cytoplasmiques. C'est l'association d'un gène à localisation 

nucléaire et d'un gène à localisation cytoplasmique qui est classiquement susceptible d'induire une 

transformation maligne (Weinberg, 1985). Les expériences de coopération sont nombreuses. 

a) L'expérience princeps : v-myc et c-Ha-ras cooperent 
pour transformer des fibroblastes embryonnaires en culture 
primaire 

Jusqu'à présent, l'idée d'une carcinogénèse multiétape était documentée au niveau clinique 
(dysplasie, métaphasie, néoplasie), au niveau chimique (initiation, promotion, transformation) mais 

très peu au niveau des gènes cellulaires eux-mêmes. En dépit de l'action de certains virus (polyome, 

SV40, adénovirus), l'équivalent au niveau cellulaire n'avait pas pu être observé in vitro. 

C'est en 1983 que Land et al., réalisent la première reconstitution in vitro d'une transformation 
cellulaire impliquant deux oncogènes au moins (figure 12). Parmi les oncogènes découverts à cene 

époque, deux retinrent leur attention ; un lymphome de Burkitt et une leucémie promyélocytique 
étudiés dans leur laboratoire présentaient chacune des copies anormales du gène rnyc ainsi que des 

versions activCes d'un second oncogène N-ras. Leur choix se porta donc sur v-myc du rétrovirus 

oncogène MC29 et c-Ha-ras-l activé issu d'un carcinome de vessie en lignée (T24 appelé également 

EJ ras). Le système cellulaire choisi fut celui des fibroblastes embryonnaires de rat en culture 

primaire (REF pour Rat Embryo Fibroblast). 

La transfection de c-Ha-ras seul ne permit pas d'observer l'apparition de foyer de transformation en 

culture ni de tumeur chez la souris nude. Un clone moléculaire de v-myc ayant conservé ses LTR fut 

transfecté, sans rCsultat particulier, sur des cellules en lignées (NIH3T3, Rat-1) et sur des REF. En 
revanche la transfection simultanée de v-myc et c-Ha-ras dans les REF entraina des modifications 

importantes du phénotype cellulaire. Après 8 jours, les cellules étaient morphologiquement altérées 
et poussaient rapidement en foyer. Les cellules des foyers étaient susceptibles d'induire des tumeurs 

chez la souris nude et même chez le rat de 12 jours. De multiples copies de v-myc et de c-Ha-ras 

étaient intégrées à l'ADN des cellules des foyers. Par comparaison avec les lignées établies comme 

la NIH3T3 ou la Rat-1 sur lesquelles c-Ha-ras est transformant, il était tentant de conclure que v- 

rnyc prCsidait à l'établissement des REF. Cependant il existe une différence entre ces deux 
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transformations au niveau de l'induction des tumeurs chez la souris nude : les cellules transformées 

de REF induisent des tumeurs qui se stabilisent à un diamètre de 1 à 2 cm après 3 semaines ; les 

cellules transformées de Rat-1 se développent jusqu'à tuer leur hôte. Le gène rnyc semble donc 
favoriser l'apparition d'un phénotype transformé par l'oncogène ras mais n'est cependant pas 

capable de simuler complètement l'immortalisation des cellules. 

b) Des groupes de complémentation 

La capacité de c-Ha-ras et de rnyc à coopérer dans la transformation a conduit à étudier si d'autres 

gènes pouvaient être placés dans des groupes de complémentation caractérisés par une activité de 
coopération avec ras ou avec rnyc dans différents systèmes cellulaires (figure 13). 

a) Les gènes du groupe "ras" pouvant coopérer 

avec des gènes du groupe de "rnyc" 

La famille ras 

Les gènes ras Ctudiés dans ces expériences sont au nombre de trois : c-Ha-ras, c-Ki-ras et N-ras 

(Land et al., 1983). Ces gènes codent pour des protéines similaires. Ces gènes ont été impliqués 

dans un grand nombre de tumeurs de la vessie, du colon, du poumon, dans des carcinomes 

pancréatiques, des neuroblastomes, des sarcomes et plusieurs types d'hémopaties malignes (Santos 

et al., 1982 ; Der et al., 1982 ; Taparowsky et al., 1983). Ces gènes activés prksentent un pouvoir 
transformant en coopération avec les gènes du groupe "rnyc" sur de nombreux systèmes cellulaires, 

des cultures primaires de rein de hamster nouveau-né (Zerler et al., 1986). des cellules primaires de 

rein de rat nouveau-né (Ruley, 1983), des cellules de Schwann (Ridley et al., 1988), des 
fibroblastes embryonnaires de rat (Land et al., 1983). 

La famille des gènes homologues il src 

Des passages précoces de cellules surrénales de rat sont transformées par l'action conjointe des 

oncogènes v-src et v-myc. Les cellules ainsi transformées deviennent très rapidement indépendantes 

des facteurs de croissance du sérum et perdent leur inhibition de contact. Ces mêmes cellules 

infectkes par v-myc et v-Ki-ras ne présentent les mêmes caractéristiques de transformation qu'après 

plusieurs passages, ce délai suggérant ainsi l'intervention d'un troisième CvCnement dans cette 

coopération (MacAuley et Pawson, 1988). 

Des cellules myéloïdes de poulet transformées par l'oncogène v-myc exigent pour proliférer in vitro 
la présence d'un facteur de croissance, le cMGF (pour Chicken Myelomonocytic Growth Factor). 

Cette dépendance disparait si les cellules transformées sont surinfectées par un rétrovins contenant 
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un oncogène de la famille des protéines kinases dont le représentant est v-src (Adkins et al., 1984). 

Panni ces gènes on trouve v-fpslfes issu des virus de Chat ST-FeSV et de Poulet Fu-ASV, v-yes 
issu du virus de poulet Y73-ASV, v-ros issu du virus de poulet UR2, v-erbB issue de AEV (Neil, 
1983). Enfin un autre oncogène est susceptible d'induire cette indépendance au cMGF, l'oncogène 

millraf issu d'un virus de Poulet MH2 et d'un virus murin MSV-3611 (Col1 et al., 1983; Rapp et 

al., 1983). MH2 est un rCtrovirus particulier que nous Ctudierons plus en détail : ce vins a transduit 
les deux oncogènes rnyc et mil. 11 est capable de transformer des macrophages de Poulet in vitro et 

de les faire proliférer en l'absence de cMGF (Graf et al., 1986). L'oncogène c-raf-1 coopère avec c- 

rnyc dans la transformation de cellules d'épithélium bronchique immortalisées par grand T de SV40. 
11 transfome ce tissu en carcinome à grandes cellules prdsentant des marqueurs neuroendocriniens 

(Pfeifer et al., 1989). Des cellules de foie foetal de souris infectées par v-raf et v-myc s'établissent 

en lignées érythroïdes après de probables altérations génCtiques secondaires, et deviennent sensibles 

à la différenciation par 1'Crythroprotéine. v-raf et v-mye pris isolement n'ont pas d'effet sur ces 
cellules (Klinken et al., 1988). Des cellules non tumorighes de moelle osseuse issues de souris 

transgéniques portant un gène c-myc contrôlé par le promoteur des chaînes lourdes 

d'immunoglobuline, sont transformdes par infection à l'aide d'un virus contenant v-raf (Alexander 
et al., 1989). 

Moyen T de polyome 

Lorsqu'on Ctudie la transformation par polyome, on constate que deux gènes coopèrent : moyen T 

induit des modifications morphologiques et supprime l'inhibition de contact, grand T assure 

l'immortalisation cellulaire (Rassoulzadegan et al., 1982). Dans un système de culture primaire de 

fibroblastes embryonnaires de rat, moyen T coopère avec mye pour transformer les cellules (Land et 

al., 1983). Lorsque des lignées cellulaires différenciées d'épithélium thyroïdien de rat sont 

transfectées avec moyen T et le c-mye humain, on observe une transformation importante et 

l'absence de différenciation des cellules (Berlingieri et al., 1988). 

ber-a bl 

La tyrosine kinase produite par le gène du locus remanié ber-ab1 du chromosome Philadelphie 

présent dans les cellules leucémiques de patients atteints de leucémie myéloïde chronique coopère 

avec l'oncogène v-mye pour conférer un phénotype complètement transformé à la lignée cellulaire 

Rat-1. Cette interaction n'existe pas sur NIH3T3 (Lugo et Witte, 1989). En revanche v-ab1 n'est 
apparemment pas capable de coopérer avec mye pour la transformation de cellules lymphoïdes pré B 

(Alexander et al., 1989). 



B) Les gènes du groupe "rnyc" pouvant coopérer 

avec des gènes du groupe "ras" 

Des homologies de structures localisées dans des régions importantes pour la transformation ont été 
retrouvées dans rnyc, dans Ela  et dans grand T de SV40 et de polyome (Figge et al., 1988). De 
nombreuses expériences ont ainsi permis d'étendre le nombre des oncogc?nes nucléaires susceptibles 
de coopérer avec le groupe de complémentation de ras (Weinberg et al., 1985). 

Oncogènes de la famille de rnyc 

Dans les travaux de Land et al. (1983) le gène v-myc du virus aviaire MC29 sous LTR promotion 
coopère avec c-Ha-ras. Mais cette coopération peut Cgalement s'effectuer avec un c-myc de souris 

placC sous le promoteur de SV40. Il en est de même de N-myc (Schwab et al., 1985 ; Yancopoulos 

et al., 1985). N-myc est un oncogène homologue à c-myc retrouvé dans les neuroblastomes et 
certains cancers à petites cellules du poumon. La cotransfection de N-myc et de c-Ha-ras activé 

transforme les fibroblastes embryonnaires de rat. Ces cellules clonent en agar et produisent des 

tumeurs chez la souris nude et le rat syngénique. 

E l a  

Nous avons vu que le gène Ela  de l'adénovinis est susceptible d'immortaliser des cultures 

primaires de cellules. Lorsque Ela  est cotransfecté avec c-Ha-ras, ces deux gènes coopèrent pour 

transformer des cellules de rein de hamster nouveau-né (Ruley, 1983). Les fonctions 

d'établissement de Ela  viennent complémenter les fonctions transfomantes de c-Ha-ras et des 

autres gènes du groupe de complémentation "ras" comme moyen T de polyome (Zerler et al., 1985). 

Grand T de SV40 et de polyome 

La cotransfection de grand T de polyome et de c-Ha-ras-1 activé conduit à la transformation de 

fibroblastes embryonnaires de rat en culture primaire (Land et al., 1983). Ces cellules ainsi 

transformées induisent rapidement des tumeurs chez la souris nude. Ces tumeurs sont d'un diamètre 

supérieur à celui des tumeurs induites par le tandem v-myclc-Ha-ras et finissent par tuer l'animal. 

Dans les cellules de Schwann de rat, grand T de SV40 est susceptible d'induire une transformation 

selon un mode de coopération particulier avec c-Ha-ras (Ridley et al., 1988). L'expression isolée de 
grand T de SV40 réduit les besoins des cellules de Schwann en facteurs de croissance, mais n'induit 
pas de transformation. 



Le virus des leucémies aviaires aiguës contenant I'oncogène v-myb est susceptible de transformer 
des cellules hématopoïétiques de la lignée myélomonocytaire. Ces cellules ainsi transformées 
dépendent pour leur prolifération in vitro du cMGF, comme les cellules myéloïdes infectées par 
v-myc (Beug et al., 1982). La surinfection de ces cellules avec des rétrovirus contenant des 
oncogènes de la famille src assure une coopération permettant de rendre les cellules ainsi 

transformées, indépendantes du cMGF (Adkins et ai., 1984). 

La phosphoprotéine cellulaire instable p53 est fréquemment retrouvée à des taux élevés dans les 

cellules transformées et se stabilise par la formation de complexes protéiques avec l'antigène grand 

T de SV40 ou la protéine adénovirale Elb dans les cellules infectées par ces virus. Bien que 

plusieurs études aient associé la p53 avec la prolifération cellulaire, son rôle est resté longtemps 

obscur (Jenkins et al., 1984). La transfection d'un ADN complémentaire de la p53 dans des 

chondrocytes de rat de durée de vie limitée assure l'immortalisation de ces cellules et les rend 

susceptibles à la transformation par ras (Jenkins et al., 1984). Comme I'oncogène rnyc, la protéine 

p53 est capable de se lier à l'ADN et tend à s'accumuler dans le noyau des cellules transformées ; la 

p53 coopère avec c-Ha-ras activé pour transformer des fibroblastes embryonnaires de rat en culture 

primaire (Eliyahu et al., 1984 ; Parada et al., 1984). Cependant pour coopérer avec ras dans la 

transformation, la p53 nécessite d'être activée (Hinds et ai., 1989) : la protéine p53 doit présenter 

une vaiine en position 135 à la place d'une alanine. 

c) Des exceptions éventuelles aux groupes de 
complémentation 

Dans ce qui vient d'être décrit, les expériences de coopération impliquent un oncogène du groupe 
"rnyc" à localisation préférentielle nucléaire et un oncogène du groupe "ras" à localisation 

préférentielle extranucléaire. Cependant deux tentatives d'association entre gènes nucléaires ont été 

réalisées. 
Une complémentation entre v-fos et l'antigène grand T de polyome a été observée à deux niveaux : 

allongement de la durée de vie des cellules et modifications morphologiques (Jenuwein et al., 

1985). Les colonies obtenues lors de l'infection de fibroblastes embryonnaires de rat par FBR- 

MuSV ou FBJ-MUSV n'ont qu'une durée de vie limitée. Lorsqu'elles sont cotransfectées avec 
grand T, ces cellules traversent un phénomène de crise puis se mettent à proliférer et à acquérir un 
phénotype de cellules transformées (cellules plus petites, rondes et moins adhérentes). Mais aucun 

des autres critères de transformation n'a Cté vérifié. 



Il en est de même pour l'association fréquemment observée entre la p53 et l'antigène grand T de 

SV40 (Santos et Butel, 1985). Dans les cellules poss6dant grand T, on constate que cette protéine 
est associée avec la p53 dans le noyau et à la surface des cellules. Des corrélations entre la présence 
de ce complexe grand TIp53 et les vitesses de croissance de cellules de rein de souris ont et6 

observées. 
Dans ces deux expériences, impliquant des gènes à localisation habituellement nucléaire dans les 

ceilules transformées, les critères de transformation se limitent à des modifications morphologiques. 

De plus la p53 tend à se relocaliser dans la membrane. Aussi dans ces deux études il semble difficile 

de pouvoir parler de coopération entre oncogènes nucléaires dans la transformation. 

d)  Des voies possibles de la coopération 

Quelques études ont essayé d'analyser quels mécanismes pouvaient être à l'origine de la coopération 

des oncogènes du groupe "ras" et du groupe "rnyc" (figure 14). 

a) La modulation des taux d'expression 

Les conditions de la transformation des fibroblastes embryonnaires de rat par les oncogènes ras et 

rnyc ont été analystes (Land et al., 1986). Dans des conditions de culture en haute densité, aucun 

des oncogènes n'est capable de transformer seul les fibroblastes embryonnaires de rat. La 

cotransfection de ras avec un plasmide de résistance à la néomycine permet de détruire les cellules 

normales n'ayant pas incorporé ras. Les colonies de cellules exprimant ras se maintiennent. 10 L7c 

d'entre elles survivent B une crise et deviennent tumorigènes. Cette latence permet de supposer la 

survenue d'un Cvénement supplémentaire. On note que dans ces conditions les taux d'expression de 

ras sont plus de 10 fois supérieurs à ceux observés lors de la cotransfection myclras. Le même 

phénomène de surexpression de rnyc dans des conditions de culture particulières est susceptible 

d'assurer la transfomation de quelques îlots de fibroblastes embryonnaires de rat. Ces conditions 

de surexpression des gènes sont essentiellement retrouvées pour les oncogènes d'origine rétrovirale. 

En ce qui concerne les oncogènes cellulaires, les taux d'expression sont beaucoup plus faibles et 
conduisent à des modifications plus limitées : ras modifie la morphologie des cellules, entraîne une 

perte de l'inhibition de contact, et favorise la sécrétion de facteurs de croissance , mye immortalise 
les cellules. 

p) Une troisième étape possible 

Le nombre des paliers impliqués dans la cancérogénèse multiétape n'est pas connu. Si la simple 

activation de deux oncogènes était suffisante pour assurer la tumorigénèse, les tumeurs issues de 

cellules diploïdes devraient rester diploïdes ou subir des remaniements chromosomiques aléatoires 
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figure 14 : Des mécanismes possibles pour la coopération 



comme on l'observe souvent en pratique. Des analyses cytogénétiques de cellules embryonnaires de 
hamster syrien transfectées avec v-Ha-ras et v-myc ont Cté réalisées (Oshimura et al., 1985). Les 

tumeurs ainsi induites sont monoclonales, c'est à dire que les sites d'intégration de v-Ha-ras et 

v-myc sont identiques d'une cellule à l'autre. De plus ces cellules présentent un réarrangement 
chromosomique préférentiel, une monosomie du chromosome 15. Il semblerait donc que cette perte 

d'un chromosome 15 favorise ou soit nécessaire à la transformation par v-Ha-ras et v-myc. Plus de 

deux étapes pourraient donc être nécessaires. Cette notion est renforcée par le fait que souvent les 

cellules transfectdes présentent dans leur croissance une phase de crise au cours de laquelle certaines 

anomalies génétiques favorables pourraient aisément se sélectionner. 

y) Les relations avec les facteurs de croissance 

Comme nous l'avons vu prdcédernrnent, beaucoup d'oncogènes interviennent directement ou 

indirectement dans des processus régulés par les facteurs de croissance. Un rôle des facteurs de 

croissance dans la transformation a Cté mis en Cvidence pour la première fois lors de la mise en 

Cvidence de la sécrdtion de facteurs de croissance par des cellules transformées par des virus des 

sarcomes murins Kirsten (contenant rus) et Moloney (contenant mos) (De Larco et Todaro, 1978). 
Cela suggère un modèle autocrine dans lequel la transformation maligne résulte de la production 

inappropriée de facteurs de croissance par des cellules portant des récepteurs fonctionnels de ces 

facteurs. Ces cellules sont stimulées dans leur capacité à proliférer par les facteurs de croissance 

qu'elles sécrétent (Spom et Todaro, 1980). La transformation par v-sis procède de ce mécanisme 

autocrine (Deuel et ai., 1983). L'introduction de l'oncogène v-erbB dans une cellule entraîne la 

production d'un récepteur de I'EGF tronqué constitutionnellement activé (Privalsky et al., 1983). 

Un autre type de relation existant entre facteurs de croissance et oncogènes a pu être établi par la 

constatation que l'expression de proto-oncogènes est rCgulée par des facteurs de croissance. Par 

exemple, le PDGF stimule l'accumulation de transcrits c-myc et c-fos dans les cellules (Muller et 
al., 1984) ; le TGF-B (pour transforming growth factor) augmente le nombre de récepteurs de 

I'EGF (proto-oncogène erbB) à la surface de la cellule (Assoian et al., 1984). 

Pour préciser l'implication des facteurs de croissance dans les mécanismes de coopération dans la 
transformation, trois facteurs de croissance I'EGF, le PDGF et le TGF-P ont ét4 étudiés sur des 

cellules de rat FR3T3 dans lesquelles l'oncogène ras ou l'oncogène myc activés ont été introduits. 

L'EGF est un facteur de croissance rnitogène contenu dans le sérum (Stem et al., 1986). L'EGF 
présente des homologies avec le TGF-a, un facteur de croissance souvent sécrété par les cellules 

transformées. L'EGF et le TGF-a agissent en se fixant au récepteur de I'EGF et ont des effets 
similaires sur la physiologie cellulaire (Roberts et ai., 1983). Le TGF-P présente deux types de 

propriétés : il inhibe ou stimule la croissance selon la cellule cible et la présence ou l'absence 

d'autres facteurs de croissance (Roberts et al., 1985). Les cellules contrôles FR3T3 non transfectées 



ne poussent pas en miliea semi-solide quelles que soient les conditions de culture. Les cellules 

transfectées avec ras poussent en agar dans toutes les conditions de culture et sont insensibles aux 
stimulations par des facteurs de croissance exogènes. Ces cellules sécrétent des taux élevés de 
facteurs de types EGF et TGF-B suggérant que l'absence de repense aux facteurs de croissance 

exogène est due à une stimulation autocrine. Les cellules transfectées par myc perdent leur inhibition 

de contact sous certaines conditions : I'EGF permet la croissance de nombreuses colonies en agar 
alors que le nombre de ces colonies est faible en présence de PDGF ou de TGF-P. Ces cellules ne 
sécrétent pas de facteurs de type EGF ou TGF-P. 

Ces résultats suggèrent l'hypothèse d'un mécanisme de coopération entre rnyc et ras dans lequel les 

gènes du groupe "ras" induiraient la production de facteurs de croissance alors que les gènes du 

groupe "rnyc" augmenteraient la sensibilité des cellules à ces facteurs. Selon les systèmes, 

l'implication de facteurs de croissance peut être différente. Ainsi des cellules de rein de rat 

immortalisées par différents oncog8nes présentent des réponses différentes aux facteurs de 

croissance (Kelekar et Cole, 1987). Les cellules immortalisées par E la  sont indépendantes des 

facteurs de croissance du sCmm alors que les cellules immortalisées par c-myc répondent mieux au 

sérum qu'à 1'EGF ou l'Insuline. Les cellules immortalisées par H-rus répondent à l'insuline seule et 

fournissent une réponse maximum à I'EGF et à l'insuline. 

B. DES EVIDENCES BIOLOGIQUES DE COOPERATION 

Les travaux que nous avons analysés jusqu'à présent font 6tat de substances ou de gènes dont 

l'action combinée in vitro sur un système cellulaire permet d'aboutir à la transformation. D'autres 

expériences plus proches des réalités biologiques viennent renforcer la notion de coopération. 

1) Les souris transgéniques 

Les études sur les cellules en culture ne peuvent rendre compte de l'influence de la circulation 

sanguine, du système immunitaire, du système hormonal, des contrôles cellulaires de la croissance 

bien que ces éléments soient supposés être fondamentaux pour le développement du processus 

malin. C'est pourquoi des auteurs ont utilisé pour leurs études les souris transgéniques, un système 

dans lequel l'action d'un oncogène peut être analysée dans un être vivant susceptible de répondre 

physiologiquement au développement d'une tumeur. 

Des souris transgéniques contenant l'oncogène c-myc sous le contrôle du promoteur de MMTV 
(pour Mouse Mammary Tumor Virus) ont été produites (Leder et al., 1986). Ces animaux 

expriment l'oncogène et développent des tumeurs mammaires et occasionnellement des lymphomes. 



Cependant, dans ces expériences, c-myc semble être nécessaire, mais non suffisant pour la 

tumorigénèse. En effet le mode d'apparition de ces tumeurs laisse supposer l'existence d'étapes 

supplémentaires pouvant coincider avec l'activation d'autres oncogènes. C'est pourquoi le gène v- 

Ha-ras a été introduit dans des souris transgéniques sous le contrôle du promoteur de MMTV (Sinn 

et al., 1987). Les animaux ainsi produits développent une hypertrophie des glandes lacrymales. 
Occasionnellement après une période de 6 à 12 mois des tumeurs malignes apparaissent : des 
adénocarcinomes mammaires en majorité, des tumeurs des glandes salivaires, et quelques 

lymphomes malins. Des croisements ont été effectués entre des porteurs de MMTVlv-Ha-ras et 

MMTVlc-myc à l'état hétérozygote, pour obtenir des doubles hétérozygotes pour chaque gène. Le 
type des tumeurs obtenues chez ces animaux n'est pas différent de celui observé pour les souris 

porteuses uniquement de MMTVlv-Ha-ras, mais la vitesse d'apparition de ces tumeurs est 

totalement différente. Pour les lignées c-myc, 50 % des souris développent ces tumeurs vers 325 
jours de vie. Pour les lignCes v-Ha-ras, 50 % des souris développent ces tumeurs vers 168 jours de 
vie. Alors que pour les porteuses de c-myc et v-Ha-ras 50 % des souris développent ces tumeurs 

vers 46 jours, et 100 % des souris vers 163 jours. Les tumeurs les plus fréquemment observées 

restent les adénocarcinomes mammaires, ensuite viennent les lymphomes malins. Il est intéressant 

de constater que les vitesses de survenues des tumeurs, que les caractères isolés des tumeurs solides 

et les caractéristiques monoclonales des lymphomes ne correspondent guère à un simple modèle de 

coopération à deux oncogènes. D'autres événements génétiques doivent probablement intervenir. 

D'autres travaux ont Ct6 menés sur les coopérations obtenues lors de croisements entre souris 

transgéniques (VanLohuizen et al., 1989). Des souris transgéniques portant l'oncogène pim-1 (gène 

impliqué dans les lymphomes de type T activé par insertion provirale de MuLV (Selten et al., 1985)) 

sous contrôle de l'activateur des immunoglobulines et d'un LTR de MuLV expriment I'ARN 

messager pim-1 à des taux Clevés dans les cellules B et T. Entre 5 et 10 % de ces souris développent 

des lymphomes à cellules T clonaux avant 7 mois. Quand ces souris porteuses de pim-1 sont 

infectées par MuLV, les lymphomes à cellules T se développent beaucoup plus vite (7 à 8 
semaines). Dans tous ces cas de lymphomes, on peut constater que c-myc ou N-myc se retrouvent 

toujours activés par insertion provirale, suggérant une coopération entre pim-1 et myc dans la 

génèse des lymphomes. < 

2) Les organes reconstitués (Thompson et al., 1989) 

Bien que les souris transgéniques représentent un modèle in vivo, la surexpression ubiquitaire des 

oncogènes reste un phénomène non physiologique. Pour approcher plus finement le rôle des 

oncogènes dans la tumorigénèse in vivo, il est intéressant de transférer les oncogènes étudiés dans 

une petite fraction des cellules d'un organe intact, d'identifier précisément ces cellules et de suivre 

leur développement. Thompson et al. ont ainsi utilisé des rétrovirus ne se propageant pas (vecteurs 



et lignées Y) pour introduire les oncog5nes rnyc et ras activés, seuls ou en association, dans les 

cellules d'une prostate reconstituée de souris. Seul, ras est susceptible d'induire une dysplasie de 

l'organe. Cependant cet effet nécessite un pourcentage critique de cellules viralement infectées. Un 
petit nombre de cellules contenant ras n'affecte pas l'organe et participe au développement normal 
des différents tissus. L'oncogène rnyc seul induit un type de lésion différent correspondant à une 
hyperplasie. Des oncogènes peuvent donc induire des phénotypes apparentés à des étapes précoces 

de la tumorigénèse. En revanche, lorsque ras et rnyc sont associés, ils coopèrent pour induire 
préférentiellement des carcinomes, dans lesquels des altérations génétiques semblent jouer un rôle 

dans la progression des tumeurs. En effet, des analyses caryotypiques de passages précoces en 

culture de carcinomes de prostate reconstituée ont révélé systématiquement des anomalies. La 
présence de chromosomes "double minute" (Alita10 et Schwab, 1986) témoins de I'amplification de 
certaines zones du génome a été mise en évidence. Les copies des virus, ainsi que celle des proto- 

oncogènes ne sont pas amplifiées. C'est pourquoi la présence de ces chromosomes "double minute" 
pourrait correspondre à l'amplification d'autres gènes impliqués dans la progression tumorale. 

3) Les tumeurs in vivo 

Quelques études ont cherché à savoir s'il était possible de mettre en évidence un ou plusieurs proto- 

oncogènes actives dans les tumeurs ou les lignées. Pour les détecter, deux types de stratégie sont 

utilisés. 

L'hypothèse sous-tendant la première stratégie est que l'ADN des cellules tumorales contient des 

gènes transformants. Cet ADN est transfecté dans des fibroblastes initiés de souris, les NIH3T3 

(figure 15). Une fois intégré, le gène actif, est repéré par son aptitude à transformer les NTH3T3. De 

l'ADN de la lignée promyélocytique humaine HL-60 a ainsi étt? transfecté sur NM3T3 (Murray et 

al., 1983). L'oncogène N-ras activé a pu être isolé. De plus une amplification du gène c-myc a été 

retrouvée dans ces cellules. Selon la même technique, l'oncogène activé N-ras a été isolé d'une 

lignée cellulaire de lymphome de Burkitt (AW Ramos), associé à une amplification de c-mye. Cette 

constatation a également pu être faite dans les cellules de neuroblastome en lignée SK-N-SH, pour 

N-ras et N-mye. Dans un carcinome à cellules géantes du poumon d'origine humaine, maintenu 

dans la souris nude, l'oncogène c-Ki-ras-2 activé a été trouvé associé à l'amplification génomique 

de l'oncogène c-mye (Taya et al., 1984). 

Une autre stratégie consiste à analyser par la technique de Southern un ensemble d'oncogènes 
connus pour détecter la présence d'anomalies (délétion, insertion, amplification) dans leur locus. 
C'est ainsi que Suarez et al. (1987) ont recherché dans une douzaine de tumeurs solides ou de 

lignées d'origine humaine présentant une activation d'un oncogène de la famille ras, des 
modifications d'autres oncogènes : 
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- 40 % des cellules étudiées présentaient un ou plusieurs oncogènes anormaux, avec une 
amplification constante de c-myc, 
- 17 % des cellules CtudiCes présentaient une activation de trois oncogènes, c-Ha-ras, c-myc et 
N-ras. 

Ces expériences tendent donc à montrer que plusieurs oncogènes activés peuvent coexister dans des 
tumeurs ou lignees humaines. Cependant la stratégie d'analyse par transfection sur NIH3T3 a été 

beaucoup critiquée dans la mesure où ont été isolés des gènes qui avaient Cté activés au cours de la 

transfection elle-même (l'oncogène mas, Young et al., 1986). De même, en ce qui concerne les 

lignées, 1'Ctablissement de ces cellules in vitro pourrait avoir entrainé l'altération et l'activation des 
oncogènes détectés. 

4) Les retrovirus à deux oncogenes 

Une autre évidence de la synergie entre oncogènes est fournie par la constatation que certains 

rétrovirus contiennent naturellement plusieurs oncogènes. C'est le cas de AEV, virus de 

l'érythroblastose aviaire, du rétrovirus E26 et du rétrovirus MH2 (figure 16). 

a) AEV 

Le virus AEV contient deux oncogènes, v-erbA, forme tronquée du récepteur des hormones 

thyroïdiennes (Sap et al., 1986) et v-erbB, forme tronquée du récepteur de I'EGF. L'étude de 

mutants isolés in vivo ou construits in vitro a permis de montrer une action complémentaire entre 

v-erbA et v-erbB dans le blocage de la différenciation des cellules Crythroïdes transformées par 

AEV. Des travaux réalisés par Kahn et al. (1986) portant sur la coopération entre le prcduit v-erbA 
et le produit d'autres oncogènes dans la transformation des Crythroblastes a permis de définir deux 

étapes dans cette transformation. Les produits des oncogènes v-src, v-erbB, v-ras, v-sea permettent 

la prolifération dans des milieux de culture complexes des Crythroblastes indépendamment de 

I'érythropoïCtine, les cellules restant toutefois dépendantes de l'hormone pour se différencier. La 

surinfection de ces cellules par un virus contenant l'oncogène v-erbA seul (Frykberg et al., 1983) 

assure leur prolifération en milieu standard et bloque leur maturation en érythrocyte, même en 

présence d'hormones. Ces résultats suggèrent que v-erbA agirait sur le contrôle de la différenciation 
des érythroblastes transformés, et v-erbB (et les autres oncogènes cités) sur le contrôle de la mitose. 

Le rétrovirus aviaire MH2 fait partie des rCuovirus leucémogènes défectifs (DLV). Ce virus a 

transduit dans son génome deux oncogènes : le gène v-myc et le gène v-mil (ou v-mht) dont 
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l'équivalent munn est appelé v-raf (Saule et al., 1983 ; Kan et al., 1983 ; Col1 et al., 1983 ; Jansen 

et al., 1983). L'expression de v-mil et v-myc s'effectue par l'intermédiaire de 2 ARN distincts 

(Pachl et al., 1983 ; Saule et al., 1983). v-mil est traduit à partir d'un ARN génomique de 5,5 kb 

sous la forme d'une protéine de fusion de 100 kD contenant des déterminants de gag dans sa partie 

aminoterminale : la ~100gag-mil (HU et al., 1978 ; Haymann et al., 1979) de localisation 

cytoplasmique. v-myc est exprimé sous la forme d'une protéine nucléaire de 57 kD (Pachl et al., 

1983 ; Hann et al., 1983) possédant la propriété de se lier à l'ADN (Bunte et al., 1983). In vivo, v- 

mil confere à MH2 une pathogénicité plus aiguë que celle des autres rétrovirus aviaires ne contenant 

que v-myc (Linial, 1982) : l'infection de cailles japonaises de 2 à 3 semaines par le virus MC29 ne 

provoque l'apparition de tumeurs que chez 7% des animaux, tandis que ce pourcentage s'élève B 
75% avec MH2. 
In  vitro, nous avons précédemment décrit l'effet des virus v-myc et v-mil sur le système des 

macrophages. Ces deux oncog2nes coopèrent également dans un autre système cellulaire : la 

neurorétine. Ces cellules proviennent de neurorétines d'embryon de Poulet (Bechade et al., 1985). 

MH2 est susceptible de faire proliférer les neurorétines et de les transfomer. Des virus mutants de 

délétion, spontanés ou obtenus par recombinaison, n'exprimant que l'un ou l'autre des deux 

oncogènes ont Cté utilisés pour caractCriser le rôle de chacun des gènes dans le processus de 

coopération. L'expression de v-mil est nécessaire et suffisante pour faire proliférer les neurorétines 

sans toutefois les transformer, alors que v-myc seul n'est capable, dans les conditions de culture 

utilisées (Basal Eagle Medium avec 5 % de sérum de veau foetal), ni de faire proliférer les cellules, 

ni de les transformer. v-myc peut par surinfection transformer les neurorétines lorsqu'elles sont au 

préalable induites à proliférer par v-mil. Cependant ces constatations sont différentes lorsqu'on 

utilise des conditions de culture différentes (Casalbore et al., 1987). Lorsque des boites de culture 

prétraitées au collagène sont utilisées avec un milieu plus riche DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium) contenant 10 % de sérum de veau foetal, 1 % de s6rum de poulet et 10 O/c de 

Bactotryptose, on observe une transformation et une prolifération avec l'oncogène v-myc seul. On 

peut interpréter cette différence par l'hypothèse que v-mil induit la sécrétion de facteurs de 

croissance dans les conditions de cultures utilisées par Béchade et al. 

Le rétrovirus E26 contient deux séquences d'origine cellulaire, v-myb et v-ets (Leprince et al., 
1983 ; Nunn et al., 1983). L'ADN proviral de E26 contient une partie du gène gag (Agag), les deux 

oncogènes (v-myb et v-ets), une partie du gène env (Aenv) et deux LTR. La protéine du virus E26 

est une protéine de fusion de 135 kD, la P1356a6-myb-elJ9 de localisation nucléaire (Klempnauer et 
al., 1984). 

Chez le Poulet, E26 induit des leucémies en trois à cinq semaines après l'infection. Ces leucémies 

sont caractCrisées par la présence de larges cellules basophiles et par l'augmentation du nombre des 



réticulocytes plus ou moins différenciés (Radke et al., 1982). E26 induit in vivo une leucémie mixte 

érythroide et myéloïde, à prédominance érythroïde (Moscovici et al., 1981 ; Radke et al., 1982). In  

vitro, E26 est susceptible de transformer des cellules hématopoïétiques à partir de moelle osseuse de 
poussin, ou d'embryon de poulet de 1 à 3 jours (stade blastoderme). 
In  vitro, E26 a un effet mitogène sur les fibroblastes de Poulet (Jurdic et al., 1987). L'intégration et 

le nombre de copies d'ADN proviral intégrées sont similaires dans les fibroblastes et les cellules 
hématopoïétiques transformées. En revanche l'expression de 1'ARN génomique est beaucoup plus 

importante dans les cellules hématopoïétiques que dans les fibroblastes. De plus, au niveau de la 

traduction, la PI 358ag-myb-e's n'est pas détectée dans les fibroblastes. 

Des mutants thermosensibles pour la transformation myéloïde ont été isolés (Beug et al., 1984). A 

la température permissive, les cellules myéloïdes transformées par ce mutant de E26 ressemblent 

aux cellules myéloïdes transformées par le virus sauvage, et prolifêrent rapidement en présence de 

cMGF. A la température non permissive, elles arrêtent de proliférer et acquièrent plusieurs 

caractères de macrophages. Les myéloblastes transformés par ces mutants thermosensibles, après 

passage à la température non permissive et en présence de TPA se différencient et arrêtent leur 

prolifération, même en présence de cMGF. En comparant ces résultats avec ceux du virus AMV, 

rétrovirus de la myéloblastose aviaire ne contenant que v-myb, il semble que la transformation des 

myéloblastes soit due à v-myb, alors que la transformation des érythroblastes semble dépendre de v- 

ers. Les Pl35gag-m~b-e'spunfiées à partir des mutants thermosensibles de' E26 ont perdu leur 

capacité à fixer l'ADN (Moelling et al., 1985). Un de ces mutants a Cté séquencé, le ts143 E26, et 

une mutation (substitution d'une thréonine par une arginine) a pu être localisée en N-terminal de v- 

myb dans une position phylogénétiquement conservée du domaine de fixation à l'ADN (Li et al., 

1989). L'introduction de cette mutation dans le génome d'un virus E26 sauvage est suffisante pour 
induire un phénotype thermosensible identique à celui obtenu avec le ts143 E26. 

Un autre mutant thermosensible de E26 pour la transformation Crythroïde, mais non pour la 

transformation myéloïde a été caractérisé (Golay et al., 1988). Ce virus E26ts 1.1 possède une seule 

mutation dans la partie 3' de v-ers. Les érythroblastes transformés à la température permissive se 
différencient en érythrocytes normaux quand ils sont cultivés à la température non permissive. Les 
cellules myéloïdes transformées par ce virus sont des promyélocytes (les prCcurseurs des 

granulocytes neutrophiles) plutôt que des myéloblastes immatures. Une infection de macrophages 

par ce virus induit une conversion des macrophages en promyélocytes. v-ers de E26 semble donc 
jouer un rôle sur la différenciation des cellules érythroïdes, mais aussi sur la différenciation des 

cellules myéloïdes. 



III. LES ONCOGENES NUCLEAIRES 

Des progrès récents ont été faits dans la compréhension du fonctionnement de certains oncogènes à 

localisation nucléaire. Plusieurs ont pu être identifiés et rapprochés de facteurs de transcription. 

Après quelques généralités sur les facteurs de transcription, nous détaillerons les études menées sur 

trois oncogènes nucléaires myb, ers et myc. 

A. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 

L'initiation de la synthèse de I'ARN messager (ARNm) joue un rôle primaire fondamental dans la 

régulation de l'expression différentielle des gènes. Les cellules répondent à des sollicitations intra et 

extracellulaires en activant ou en réprimant certains gènes et en modulant la transcription des gènes 

activés. Chez les eucaryotes supérieurs, ces modifications transcriptionnelles peuvent avoir des 

conséquences à long terme lorsqu'elles s'inscrivent dans un programme de développement. Les 

mécanismes et les voies biochimiques par lesquelles une cellule intègre les sollicitations 

physiologiques pour aboutir à des modifications transcriptionnelles adaptées sont encore largement 

inconnus. Il est cependant établi que la fréquence d'initiation de la synthèse d'ARNm dépend en fin 

de compte de facteurs qui intéragissent avec des séquences spécifiques situées dans les promoteurs 

des gènes. C'est à ces protéines nucléaires régulant l'initiation de la transcription par I'ARN 
polymérase II que nous allons nous intéresser. 

1) Les regions en cis liant les facteurs de transcription 

Chez les eucaryotes, pour un gène donné, existent dispersées en amont et en aval de l'origine 

d'initiation de I'ARNm tout un ensemble de séquences régulamces de I'ARN polymérase II (Mc 

Knight et Tjian, 1986 ; Maniatis et al., 1987 ; Jones et al., 1988a). 

Des études de mutations systématiques ont montré que chaque gène possède une combinaison 
particulière de séquences rt5gulatrices en cis 2i effet positif ou négatif spécifiquement organisées quant 
à leur nombre, leur type et leurs localisations relatives. Ces séquences constituent des sites de 

fixation pour des facteurs de transcriptions spécifiques qui vont activer ou réprimer la transcription 

du gène. Habituellement, ces élCments en cis sont disposés sur une longueur de plusieurs centaines 

de paires de bases à partir du site d'initiation, mais certains éléments peuvent exercer un contrôle sur 

des distances bien plus importantes, de l'ordre de 1 à 30 kb. La région de contrôle située dans 

l'environnement immédiat du site d'initiation est appelée promoteur ; les régions qui régulent un 

promoteur à des distances plus importantes et dans une orientation quelconque sont appelées 

activateurs (Ptashne, 1986). Certaines séquences promotrices sont communes à de nombreux gènes 

transcrits par I'ARN polymérase II : TATA, GC et CCAAT consensus. Cependant des expériences 



chez la levure ont montré qu'un grand nombre de séquences d'ADN pouvaient remplacer un 

consensus TATA, assurer la fixation du facteur TFIID et stimuler la transcription (Singer et al., 
1990). Il existe par ailleurs un grand nombre de séquences moins fréquemment rencontrées 

impliquées dans des régulations transcriptionnelles dépendant d'un signal hautement spécialisé en 
réponse à des chocs thermiques, des hormones ou des facteurs de croissance. L'importance d'une 
séquence cis donnée peut grandement varier dans différents types cellulaires et en réponse à des 

signaux physiologiques, probablement en raison de la quantité ou de la capacité variable à agir selon 
les tissus des facteurs se liant à l'ADN (Ondek et al., 1987 ; Shirayoshi et al., 1987 ; Sen et 
Baltimore, 1986). Des chevauchements entre des sites de fixation de multiples facteurs peuvent 
aboutir à la compétition de protéines à effet positif ou négatif dans certains cas ; des effets 

synergiques dépendant d'éléments en cis adjacents ont été observés (Akerblom et al., 1988 ; Comb 

et al., 1988 ; Schüle et al., 1988). 

Il existe divers types de régions inhibitrices qui peuvent bloquer la fonction de régions activatrices en 

cis (Lairnins et al., 1986 ; Kuhl et al., 1987 ; Fujita et al., 1988). Certains gènes possèdent des sites 
d'initiation de transcription multiples qui sont régulés chacun par des sites de fixation pour des 

associations différentes de facteurs (Simeone et al., 1988). Bien que les interactions entre les 

différents facteurs qui peuvent se fixer à ces régions ne soient pas clairement comprises, on peut 

supposer que des combinaisons d'éléments en cis précisément et spécifiquement ordonnées 

permettent de constmire pour chaque gène un programme de transcription temporel et spatial 

déterminé. 

La figure 17 représente une combinaison d'éléments en cis constituant les régions promomces et 

activatrices d'un gène transcrit par I'ARN polymérase II. Les protéines qui se fixent dans ces régions 

sont schématiquement représentées et comprennent I'ARN polymérase II, le TFIIA, le TFIIB, le 

TFIID et diverses autres protéines liant l'ADN spécifiquement (CREB, Jun,  Fos, CTF, Spl, OCT-2 

et AP-2) au niveau de séquences consensus. Le ou les mécanismes par lesquels des éléments en cis 

activent la transcription à distance sont inconnus, mais des interactions spécifiques protéine-protéine 

entre certains facteurs de transcription, les facteurs du complexe d'initiation transcriptionnelle et 
d'autres protéines adaptamces ou coactivamces (Lewin, 1990) peuvent être nécessaires pour que des 

facteurs éloignés puissent participer directement au processus d'initiation de 1'ARNm. 

2) Les protéines liant des séquences spécifiques d'ADN 

Les facteurs qui se lient aux séquences ADN en cis peuvent être détectds dans des extraits cellulaires 

et caractérisés en fonction de la séquence de leur site consensus à l'aide de diverses expériences de 

fixation à l'ADN in vitro (Gilbert et al., 1976 ; Mc Kay, 1981). Ces protéines, très peu abondantes, 

peuvent être purifiées à partir d'extraits nucléaires par chromatographie d'affinité d'une séquence 
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figure 17 : Régions promotrices, facteurs de transcription 



spécifique d'ADN en vue d'obtenir des quantités de matériel suffisantes pour les études 

biochimiques et l'analyse de la séquence protéique (Kadonaga et Tjian, 1986). Les propriétés de 

fixation de ces protéines à l'ADN ont aussi été utilisées comme un moyen de sonder des clones de 

cDNA issus de banques d'expression (Singh et al., 1988). 

Des études structure-fonction de facteurs de transcription ont employé les stratégies classiques de 
dissection de la protéine par délétion afin de comparer les activités biochimiques des protéines ainsi 

modifiées. Ces expériences sont pour la plupart menées in vitro, et les activités transcriptionnelles 

sont mesurées en exprimant le facteur de manière transitoire dans des cellules en culture et en 

mesurant la transcription du promoteur d'un gène cotransfecté contenant le site de fixation spécifique 

du facteur (Gorman et al., 1982). De telles approches ont permis de montrer que les facteurs de 

transcription possèdent différents domaines identifiables : région de fixation à l'ADN, région 

d'activation transcriptionnelle. 

3) Les domaines de fixation B l'ADN des facteurs de 
transcription 

Les domaines de fixation de l'ADN de plusieurs facteurs de transcription ont été localisés sur des 

régions assez courtes de 60 à 100 acides aminés. Ces Ctudes ont montré que ce domaine de fixation à 

l'ADN est nécessaire mais non suffisant pour l'activation transcriptionnelle. Plusieurs types de 

domaines de fixation ont été décrits et de nouveaux sont régulièrement découverts . 

a) Motifs en "doigts de zinc" (Zinc finger) 

Ces motifs ont été initialement identifiés dans le facteur de transcription TFIIIA de 1'ARN 
polymérase III. Ce facteur se lie ii la région de contrôle du gène de 1'ARN 5s (Miller et al., 1985). 

Depuis au moins deux types de "doigts de zinc" ont aussi été décrits pour des facteurs participant à la 
transcription dirigée par I'ARN polymérase II (Evans et Hollenberg, 1988 ; Parraga et al., 1988 ; 
Berg, 1988) (figure 18). 

a) Le facteur de transcription SpI 

Les motifs en "doigts de zinc" sont présents dans le facteur de transcription SpI (Kadonoga et al., 

1987 ; Kadonoga et al., 1988 ; Courey et Tjian, 1988) et dans d'autres protéines de régulation des 
eucaryotes supérieurs et inférieurs. Ces motifs en "doigts de zinc" sont formés d'environ 30 acides 

aminés avec deux cystéines et deux histidines qui stabilisent la région en se fixant toutes les quatre à 

un même ion zinc (figure 18). La région d'environ 12 acides aminés entre les paires constantes de 
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cystéine et d'histidine est caractérisée par des résidus basiques dispersés et plusieurs résidus 

hydrophobes conservés entre les motifs en "doigts de zinc" de différentes protéines. Le facteur de 

transcription SPI, qui active la transcription en se fixant sur un consensus GC contient trois doigts de 

zinc à son extrémité C-terminale ; en présence d'ions zinc ces structures sont nécessaires et 

suffisantes pour la liaison à l'ADN. 

p) Les récepteurs d'hormones stkroïdiennes 

Un deuxième groupe de motif "en doigts de zinc" est retrouvé au niveau du domaine de fixation des 

récepteurs d'hormones stéroïdes. Ces motifs comportent deux paires de résidus cystéine au lieu de 
l'arrangement cys-his retrouvé dans le domaine de fixation de Spi. Le récepteur des glucocorticoïdes 

de rat demande du zinc pour assurer la liaison à l'ADN, et des substitutions par mutation des résidus 

cystéines conduisent à une perte de la fonction de fixation (Freedman et al., 1988 ; Seveme et al., 
1988). 

y) Des protéines ne liant pas l'ADN 

Des motifs contenant des cystéines, très proches des "doigts de zinc" de SpI et des récepteurs des 

hormones stéroïdes ont été retrouvés dans des protéines eucaryotes et procaryotes ne se liant pas 

nécessairement à l'ADN (Berg, 1986). Ces résidus sont utilisés pour fixer des ions métalliques et 

permettent de créer des ponts disulfidés dans des structures protéiques, à la fois au sein d'une même 

protéine et entre des protéines différentes. 

Les protéines de fixation B motif en "doigts de zinc" ainsi caractérisées présentent des spécificités de 

séquences diverses. Ainsi, bien que la haute conservation en acides aminés du motif en "doigts de 

zinc" puisse définir une structure pour la fixation à l'ADN, les déterminants de la spécificité de la 

liaison doivent se situer en un autre endroit. Par exemple, les spécificités de fixation à l'ADN des 

récepteurs à la progestérone et aux oestrogènes ont été montrées dépendre de différences situées au 

niveau d'acides aminés non conservés à la base des régions en "doigts de zinc" (Mader et al., 1989). 

b) Les homéodomaines (Homeodomain) 

Ces régions constituées d'une soixantaine d'acides aminés sont des segments conservés de protéine 

retrouvés dans des régulateurs de l'embryogénèse chez la Drosophile. Ces segments ont rapidement 

été localisés également dans les gènes des organismes vertébrés (Hoey et Levine, 1988). La 

séquence primaire des homéodomaines se rapproche des structures de liaison à l'ADN de type 

hélice- coude-hélice des répresseurs procaryotes (figure 18). Les résidus les plus consen+s entre les 
homéodomaines de différentes protéines sont les acides aminés basiques et hydrophobes. En raison 



des fonctions régulationneiles communes à un grand nombre de protéines de la Drosophile contenant 

des homéodomaines, on peut supposer que d'autres protéines contenant ces régions pourraient être 
des facteurs se liant à l'ADN pour réguler la transcription des gènes (Levine et Hoey, 1988). Le fait 
que certaines protéines contenant des homéodomaines puissent se lier certaines séquences riches en 

AT dans la région de contrôle de leur propre gène etlou de gènes d'autres facteurs contenant des 

homéodomaines conforte cette hypothèse (Fainsod et al., 1986 ; Desplan et al., 1988 ; Beachy et al., 

1988 ; Cho et al., 1988). De plus des expériences de transcription in vitro et de cotransfection 

transitoire d'une région de promotion avec des gènes codant pour diverses protéines régulant le 
développement et possédant des homéodornaines dans des cellules issues de tissus de Drosophile en 

culture suggèrent que les effets de ces protéines sur l'expression génique se font au niveau de la 

transcription (Han et al., 1989). 

Les confirmations définitives de l'hypothèse selon laquelle les protCines contenant des 

homéodomaines peuvent lier et activer directement la transcription de gènes cibles proviennent 

d'études biochimiques et d'expériences in vivo sur trois facteurs de transcription récemment clonés : 

- OCT-1 (Sturm et al., 1988) appelé aussi OTF-1, NF-Al et NFIII, 
- OCT-2 (Ko et al., 1988 ; Müller et al., 1988 ; Scheidereit et al., 1988) appelé aussi OTF-2 

et NF-A2, 

- Pit-1 appelé aussi GHF-1, facteur spécifique hypophysaire (Ingraham et al., 1988 ; Bodner 

et al., 1988). 

La présence d'un homéodomaine dans OCT-1 tend à démontrer que cette structure n'est pas 

uniquement liée aux régulations du développement, car OCT-1 est exprimé dans toutes les cellules 

mammifères et active la transcription de gènes cibles comme l'histone H2B. Les domaines de 

fixation à l'ADN des facteurs Pit- 1, OCT- 1,OCT-2 spécifiques des cellules lymphoïdes et Unc-86, 

protéine de régulation du développement du nématode caemorhabditis elegans (Finney et al., 1988), 
constituent une sous classe au sein de la famille des protéines contenant des homéodomaines. Ces 

facteurs contiennent un domaine conservé d'environ 160 acides aminés, en deux parties, appelé 

domaine POU (Sturm et al., 1988). 

c)  Les "leucine zipper" 

Un troisième type de domaine fixant l'ADN a été observé pour la première fois dans un activateur 

protéique de mammifère, la CEBP (Landschulz et al., 1988a). La recherche de protéines présentant 

des homologies avec la CEBP a permis de caractériser plusieurs facteurs partageant en commun une 

région en deux parties constituée par un motif d'une trentaine d'acides aminés possédant une charge 
basique importante immédiatement suivi par une région contenant quatre résidus leucine disposés 

tous les sept aminoacides (figure 19). Ce dernier segment, appelé "leucine zipper" par MacKnight et 

al. est nécessaire pour la dimérisation et pour la liaison h l'ADN (Landschulz et al., 1988b). La 
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dimérisation des protéines de ce groupe, qui comporte la CEBP, Jun, Fos et CREB, est supposée 

stabilisée par des interactions hydrophobes entre les régions des deux sous unités au niveau des 

hélices a contenant les leucines (Landschulz et al., 1989 ; O'Shea et al., 1989). Les régions basiques 

adjacentes aux motifs présentant les leucines semblent nécessaires pour la liaison à l'ADN, mais pas 

pour la dimérisation, et les sous unités ainsi réunies concourent toutes deux à la constitution du 

domaine de liaison à l'ADN (Kouzarides et Ziff, 1988 ; Turner et Tjian, 1989). 

D'autres protéines, comme mye et OCT-2, contiennent des motifs répétés de leucines sans la région 

basique retrouvée dans les facteurs homologues à la C/EBP. La région riche en leucine de rnyc est 

nécessaire pour la tétrarnérisation et pour la transformation des cellules primaires (Dang et al., 1989). 

OCT-2 possède une saucture de fixation à l'ADN de type homéodomain ; la fonction de sa région 

riche en leucine n'est pas connue (Clerc et al., 1988). 

d) Autres motifs 

Le domaine de liaison à l'ADN du facteur de transcription et de réplication CïF/NF-1 a été situé dans 

le tiers N-terminal de la protéine par des études de délétion (Santoro et al., 1988 ; Paonessa et al., 

1988 ; Gil et al., 1988). Cette région pourrait s'organiser selon une structure en hélice a ; elle 

possède une haute densité d'acides aminés basiques comme dans la structure de liaison à l'ADN ; 

mais aucune ressemblance caractéristique des domaines de liaison associés aux "doigts de zinc", aux 

homéodornaines ou aux "leucine zipper" (figure 19). 

Les séquences primaires de plusieurs autres facteurs de transcription clonés indiquent que le nombre 

de types de rkgions liant l'ADN n'est pas limité aux seuls quatre décrits précédemment. Par exemple, 

les facteurs AP-2 (Imagawa et al., 1987) et SRF (pour Serum Response Factor) (Norman et al., 

1988) ne contiennent aucune homologie entre eux ni avec les domaines de liaison décrits plus haut. 

Nous détaillerons plus loin deux autres types de régions : le domaine de fixation de mjb et ets et 

celui de rnyc. 

4) Les domaines d'activation transcriptionnelle 

Les propriétés d'activation transcriptionnelle des facteurs se liant à l'ADN reposent sur des domaines 

d'environ 30 à 100 aminoacides séparés du domaine de fixation à l'ADN. Les facteurs de 

transcription ont souvent plus d'un domaine d'activation et plusieurs motifs structuraux 

apparemment sans dénominateur commun ont été identifiés comme responsables de ces fonctions 

(figure 20). Différents types de domaines d'activation ont été échangés et couplés avec différents 

domaines de liaison à l'ADN pour produire des facteurs de transcription chimériques. Les premières 

régions d'activation de facteurs de transcription eukaryotiques ont été caractérisées par des études de 
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facteurs de levures, GAIA et GCN4 (Brent et Ptashne, 1985 ; Ma et Ptashne, 1987 ; Ptashne, 1988 ; 

Hope et Struhl, 1986 et 1987 ; Hope et al., 1988). Les domaines d'activation de ces facteurs sont 

constitués d'enchaînements d'aminoacides n'ayant apparemment que deux points communs : une 

charge négative importante et la possibilité de former des structures en hélice a amphipathiques. 

a) Types de domaine 

a) Riches en résidus acides 

GALA a deux domaines acides séparés, qui, en dépit de leur absence d'homologie, semblent être 
fonctionnellement redondants. Chacun de ces domaines développe une activité aanscriptionnelle 

significative quant il est placé à des positions variables par rapport au domaine de fixation à l'ADN. 

Quand ces domaines d'activation sont liés à un domaine de fixation hétérologue, ils peuvent activer 

la transcription de gènes témoins (pour reporter genes) présentant un site de fixation pour un facteur 

hétérologue dans la levure et dans des cellules de différents organismes supérieurs (Ptashne, 1988). 

Un des deux domaines d'activation transcriptionnelle identifié dans le récepteur des hormones 

glucocorticoïdes correspond à la description en hélice a acide (Hollenberg et Evans, 1988). De 

même, il semble exister un certain rapport entre l'activation et les régions en hélice a négativement 

chargées du facteur de transcription AP-1lJun (Bohmann et al., 1987 ; Struhl, 1988). Une hypothèse 

de fonctionnement serait que les domaines d'activation acides puissent faciliter l'initiation de la 

transcription en interagissant de manière non spécifique avec un des 61Cments du complexe 
d'initiation, comme le TFIID qui se lie au consensus TATA ou A I'ARN polymérase II elle-même' 

(Ptashne, 1988 ; Buratowski et al., 1988 ; Guarente, 1988). En faveur de cette hypothèse, certains 

domaines acides peuvent stabiliser un complexe avec un facteur reconnaissant un motif TATA sur un 
promoteur dans des cellules de mammifère et de levure (Horikoshi et al., 1988a et 1988b). 

B) Riches en rdsidus glutamine 

Des analyses de délétion du facteur de transcription Spl ont montré quatre régions séparées qui 

contribuent à l'activation transcriptionnelle (Courey et Tjian, 1988). Toutes ces régions sont situées 
en dehors du domaine de liaison à l'ADN en "doigts de zinc". Deux de ces domaines d'activation les 
plus puissants contiennent environ 25 % de résidus glutamine et très peu de résidus amino acides 

chargés. Le troisième domaine d'activation, adjacent aux "doigts de zinc" comprend environ 30 

acides aminés et possède une charge nettement positive. L'extrémité C-terminale de 30 arnino acides 

de la protéine constitue le quatrième domaine. Ces deux dernières regions ne présentent pas 
d'homologie évidente entre elles ni avec les domaines d'activation riches en glutamine. 



Les séquences arnino acides des domaines d'activation ainsi que des domaines de fixation en "doigts 

de zinc" de Spl  sont hautement conservés entre l'homme et la grenouille par rapport à d'autres 

rkgions de la protéine. Cela suppose une forte pression de sélection du cours de l'évolution pour 
maintenir la spécificité de ces structures (Courey et Tjian, 1988). 

y) Riches en résidus proline 

Un troisième type de domaine d'activation a Cté caractérisé dans le facteur de transcription CTF/NF-1 

(Santoro et ai., 1988). Un domaine riche en proline (20 à 30 %) situé à I'extrémitC C-terminale de 

CTF active la transcription quand ce domaine est lié ii différentes régions fixant l'ADN, y compris 
les "doigts de zinc" de Spl. Ces régions riches en proline qui viennent rompre les hélices a ont aussi 

été 1ocalisCes dans de nombreux autres facteurs de transcription mammifères, incluant AP-2 

(Imagawa et al., 1987), Jun (Stmhl et al., 1988), OCT-2 (Ko et ai., 1988) et SRF (Norman et al., 

1988). 

b) Mécanismes d'activation 

Les trois motifs différents qui caractérisent les domaines d'activation précédemment décrits (riches 

en résidus acides, riches en glutamine, riches en proline) sont des régions qui pourraient agir par 
contact avec d'autres protéines. L'idbe que tous les domaines d'activation entrent directement en 

contact et stabilisent le même facteur général de transaiption comme le TFIID de la séquence TATA, 

semble improbable, à moins que TFIID ne présente de multiples surfaces d'interaction. Au moins 

cinq facteurs de transcription sont nécessaires à l'initiation de 1'ARN polymérase II, et il n'est pas 

difficile d'envisager que des facteurs de transcription possèdent différents types de domaines 

d'activation pour entrer en contact avec différents autres facteurs ou différentes sous unités de 1'ARN 

polymérase II (Mitchell et Tjian, 1989), directement ou par l'intermédiaire d'adaptateurs (Lewin, 
1990). 

L'hypothèse a été proposée que certains facteurs de transcription eucaryotes puissent fonctionner en 

interagissant avec l'extrémité C-terminale riche en thréonine et en serine de la sous-unité la plus large 

de I'ARN polymérase II (Allison et al., 1988 ; Sigler, 1988). Cene région pounait en effet constituer 

une surface d'interaction non spécifique, riche en groupements hydroxyl, par l'intermédiaire 

desquels des domaines d'activation d'un ou plusieurs facteurs de transcription lié à l'ADN 

engageraient des ponts hydrogénes avec la molécule de polymérase. La phosphorylation de ces 

groupements hydroxyl serait un mécanisme possible de décrochement de la polymérase de ces 

facteurs, pour assurer ensuite l'initiation de la transcription et l'élongation (Mitchell et Tjian, 1989). 



Les régions 5' des gènes transcrits activement peuvent souvent être structurellement caractérisées 

comme des zones sans nucléosome, hypersensibles à la desoxyribonucléase, occupées par des 

protéines non histones se liant à l'ADN (Gross et Garrard, 1988). Des expériences ont montré que la 
formation et la stabilisation des complexes d'initiation de transcription avec des facteurs de 
transcription peuvent éliminer compétitivement les histones et empêcher l'effet inhibiteur des 

nucléosomes sur la transcription in vitro (Wolfe et Brown, 1988 ; Workman et al., 1988). 

Il est probable qu'existent de nombreux mécanismes par lesquels les complexes d'initiation sont 

stabilisés in vivo, et que les différents domaines d'activation des facteurs de transcnption sous- 

tendent certains de ces mécanismes. Des associations specifiques entre des régions régulatrices de 
gènes transcrits et des protéines nucléaires de structure ont aussi été décrites (Gasser et Laemmli, 

1986) ; on peut supposer ainsi que certains domaines d'activation entrent en contact avec des 

protéines de la mamce nucléaire. Ces interactions pourraient faciliter la transcription, si, par 
exemple, elles servaient à maintenir des gènes dans des régions du noyau présentant des 

concentrations localement élevées en facteurs transcriptionnels divers (Mitchell et Tjian, 1989). 

5) Familles d e  facteurs de transcription avec des homologies dans 

leur spécificité de fixation à l'ADN 

Comme beaucoup de gènes qu'ils contrôlent, les facteurs de transcription liant l'ADN ont augmenté 

en nombre et en diversité au cours de l'évolution par des mécanismes comme la duplication des 

gènes, la divergence, et les combinaisons d'exons. Les homologies de spécificité de séquence 

nucléotidique de plusieurs groupes de facteurs de transcription mammifères suggèrent que 

l'expression, les modifications post-traductionnelles, l'affinité de liaison, l'environnement du site de 

fixation et les interactions avec d'autres protéines régulatrices jouent un rôle important dans la 

détermination de l'action de ces facteurs sur les promoteurs de leurs gènes cibles (Mitchell et Tjian, 
1989). 

a)  Famille AP-1 

Les protéines de la famille AP-1 peuvent être purifiées à partir d'extraits nucléaires par 

chromatographie d'affinité pour l'ADN à partir d'extraits nucléaires et à l'aide de séquences 

oligonucléotidiques du type TGACTCA (Bohmann et al., 1987 ; Lee et al., 1987). Chez les 

mammifères, ces protéines sont codées par de nombreux gènes comme c-jun, jun B, jltn D, fos et 

fra-1 (Curran et Franza, 1988). Les facteurs de transcnption qui se lient au consensus AP-1 sont 

également retrouvés chez la Drosophile et chez la Levure (Jones et al., 1988b ; Perkins et al., 1988). 

La spécificité de fixation à l'ADN des membres de la famille AP-1 est retrouvée au niveau de la 

conservation de leur "leucine zipper" intervenant dans la dimérisation et donc dans la fixation à 



l'ADN. Les régions en dehors du domaine de liaison à l'ADN sont généralement différentes ou ont 

beaucoup divergé entre les différents membres de la famille. Des études sur les protéines fos et jun 

montre que l'homo et l'hétérodimérisation des protéines AP-1 par l'intermédiaire de leur domaine 

"leucine zipper" semble jouer un rôle important dans la régulation de la transcription en créant ainsi 

de nouveaux facteurs de transcription avec des propriétés fonctionnelles différentes. La protéine p39, 

caractérisée pour la première fois par son association stable avec fos dans les extraits cellulaires, a été 
identifiée comme étant la protéine AP-llc-jun (Curran et Franza, 1988). Des expériences ont montré 

que les protéines c-jun et fos, lorsqu'elles sont synthétisées ensemble dans des systèmes de 
transcription in vitro, forment des hétérodimères qui peuvent se lier aux sites AP-1 ; c-jun (mais pas 

fos), lorsqu'elle est synthétisée seule, forme des homodimères qui se fixent sur les sites AP-1 

(Turner et Tjian, 1989). 

Des études de mutations dans la région des motifs répétés de leucine de fos montrent que cette région 
est nécessaire à l'hétérodimérisation entre fos et c-jun et aux fonctions transfomantes de fos 
(Schuermann et al., 1989). La synthèse in vitro des hétérodimères c-jun-fos et c-jun-fra-1 ainsi que 

des hétéro et des homodimères entre les différentes protéines jun, suggèrent que la régulation 

transcriptionnelle des gènes présentant des sites AP-1 est complexe (Curran et Franza, 1988 ; 

Halazonetis et al., 1989 ; Nakabeppo et al., 1988). Le promoteur du gène fos lui-même montre un 

exemple de cette complexité. La plupart des protéines AP-1 peuvent être induites par le sérum (et 
aussi par le TPA) dans différents types cellulaires ; mais les cinétiques et les spécificités cellulaires 

d'accumulation des ARNm et de renouvellement des protéines varient parmi les membres de la 

famille (Curran et Franza, 1988 ; Hirai et al., 1989). L'induction de 1'ARNm de fos lors de la 

stimulation par le sérum semble être autorégulée dans les cellules mammifères par des boucles de 

rétroaction négative, et les phases d'induction positive et négative sont toutes les deux contrôlées par 

une région du promoteur de fos qui contient un site AP-1 (Sassone-Corsi et al., 1988 ; Chiu et al., 

1988). 

Il existe un motif nucléotidique qui confère l'inductibilité par l'adénosine 3', 5' monophosphate 

(CAMP) aux promoteurs de cenains gènes mammifères le CRE (pour c-AMP-responsive element). 

Ce motif diffère du site consensus AP-1 par l'insertion d'un nucléotide (Montminy et Bilezikjian, 

1987 ; Yamamato et al., 1988). La protéine CREB se fixe à ce motif. Isolée dans des lignées 

humaines JEG-3 et des lignées de rat PC12, cette protéine contient une région présentant une 

homologie de 61 % avec la région positivement chargée du domaine de liaison à l'ADN de jun 

(Hoeffler et al., 1988 ; Gonzales et al., 1989) et est associée à un motif de type "leucine zipper". 
D'autres régions de CREB sont apparemment sans homologie avec les protéines AP-1 connues. Les 

protéines AP-1 et CREB peuvent chacune se lier faiblement aux deux types de séquence consensus, 

cependant on ne sait pas si ces deux types de protéine peuvent former des hétérodimères qui 
associent leurs propriétés respectives (Ivashkiv et al., 1990). 



b) Famille des protéines il homéodomaine 

Plusieurs études comparant des facteurs présentant des spécificités de liaison à l'ADN semblables 

ont montré que cette spécificité de séquence n'est certainement pas le seul mécanisme déterminant le 

choix d'un promoteur pour un facteur transcriptionnel. Par exemple, les facteurs OCT-1 et OCT-2 
ont des régions de fixation à l'ADN homologues, contenant un homéodomaine et se liant in vitro 

avec des spécificités identiques au consensus octomérique (ATTTGCAT). Le facteur OCT-1 qui est 
exprimC de manière ubiquitaire, n'est dans les conditions habituelles pas capable d'activer la 
transcription des gènes des immunoglobulines spécifiques des cellules lymphoïdes présentant les 

consensus octamériques (Robertson, 1988 ; Schaffner, 1989). L'activation sélective de ces gènes 
par OCT-2 pourrait être assurée par des domaines fonctionnels spécifiques de OCT-2 qui lui 

permettraient d'interagir efficacement avec d'autres protéines associées aux complexes d'initiation du 
promoteur des immunoglobulines. Le facteur OCT-2 contient un motif répété de leucine non présent 

dans OCT-1 ; mais on ne sait pas si c'est la capacité à former des dimkres qui différencie ces 

facteurs, ni si cette dimérisation intervient dans leur régulation. Comme les protéines OCT, les autres 

protéines contenant des homéodornaines de différentes origines semblent avoir des sites de fixation à 

l'ADN similaires (Mitchell et Tjian, 1989). 

c) Famille des protéines reconnaissant les motifs CCAAT 

Une autre famille de facteurs de transcription mammifère reconnait des Cléments CCAAT retrouvés 

dans les promoteurs et les activateurs de nombreux gènes. Les Cpissages alternatifs des ARNm du 

gène CTFINF-1 dans les cellules HeLa produisent plusieurs protéines se fixant sur des motifs 

CCAAT et qui différent toutes par leur extrémité C-terminale contenant le domaine d'activation 

transcriptionnel riche en proline : ces protéines pourraient être organisées en vue de réguler la 

transcription dans des environnements différents (Santoro et al., 1988 ; Gil et ai., 1988). 

6) Régulation des activités des facteurs de transcription 

a) Modifications post-traductionnelles 

Beaucoup de facteurs de transcription sont des phosphoprotéines et leurs fonctions pourraient être 

régulées par des phénomènes de phosphorylation et de déphosphorylation (Mitchell et Tjian, 1989). 

L'augmentation de la transcription des gènes de choc thermique de la levure est corrélée à 

l'augmentation de la phosphorylation de la protéine HSF déjà liée aux promoteurs de ces gènes (Wu 

et al., 1987 ; Zimarino et Wu, 1987a). Les groupements phosphates négativement chargés pourraient 

activer la transcription par un mécanisme apparenté à celui utilisé par les domaines riches en résidus 

acides de facteurs de transcription de levure comme GALA et GCN4 (Sorger et al., 1987 ; Sorger et 



Pelham, 1988). La protéine CREB, qui possède un domaine de liaison avec une structure de type 

"leucine zipper", existe sous la foxme d'un mélange de dimères actifs transcriptionnellement et de 

monomères relativement inactifs, en équilibre ; la phosphorylation déplace cet équilibre en faveur des 
dimères (Yamamoto et al., 1988 ; Gonzales et al., 1989). 

La glycosylation est une modification post-traductionnelle commune ii beaucoup de facteurs de 

transcnption de I'ARN polymérase II (Jackson et Tjian, 1988). La protéine Spl isolée à partir de 

cellules HeLa est fortement glycosylée : elle contient en moyenne 10 O-N-acetylglucosamine par 

molécule. Le traitement par des agglutinines du germe de blé inhibe spécifiquement l'activité 

transcriptionnelle de Spl in vitro, sans modifier sa capacité à se lier ii l'ADN. Cependant l'existence 

de ce mode de rkgulation par les glycosylations n'a pas été démontré in vivo. Il est intéressant de 

noter que ces glycosylations surviennent sur des résidus serine et thréonine pouvant être également 

l'objet de phosphorylation ; ces deux types de modification pourraient être mutuellement exclusifs. 

b) Régulation par des interactions protéine-protéine 

Le récepteur des hormones stéroïdes s'associe avec la protéine de choc thermique, hsp 90, 

abondante dans le cytoplasme. A la suite de la fixation de l'hormone sur son récepteur, il y a 

dissociation du complexe récepteurhsp 90 et les signaux de localisation nucléaire du rkcepteur 

dirigent ce dernier dans le noyau, où il se lie et active ou réprime la transcription des gènes possédant 

les motifs de fixation. L'effet inhibiteur de la protéine hsp 90 sur le récepteur libre est assuré par le 

domaine de futation de l'hormone au récepteur (Picard et Yamamoto, 1987 ; Picard et al., 1988). 

Beaucoup de produits de gènes précoces viraux sont des régulateurs de transaiption spécifiques qui 

activent ou répriment la transcnption des gènes viraux ou cellulaires sans se lier directement aux 

promoteurs cibles (Berk, 1986). Certaines expériences permettent de supposer que les effets de ces 
transactivateurs viraux passent par des interactions protéine-protéine avec des facteurs de 

transcription se liant à l'ADN. La protéine E la  de l'Adénovirus 2 transactive des promoteurs de 

gènes viraux et cellulaires par l'intermédiaire des sites de fixation pour TFIID et ATF, un facteur 

apparenté à CREB (Wu et al., 1987b ; Kovesdi et al., 1987 ; Lee et Green, 1987 ; Leong et al., 1988 

; Hoeffler et Roeder, 1985 ; Simon et al., 1988). La fonction de transactivation de Ela a été localisée 

dans une région de 49 acides aminés présente dans la plus grande des deux protéines El  a obtenues 

par épissage alternatif (Green et al., 1988). Cependant, on ne sait pas si ce domaine entre 

directement en contact avec l'un ou l'autre des facteurs de transcription précédemment mentionnés. 

E la  peut indirectement réprimer la transcription de gènes contrôlés par certains éléments activateurs 
viraux et cellulaires. Un certain nombre d'études montrent que cet effet de répression est assuré par 

une région de Ela  distincte du domaine d'activation transcnptionnel (Hen et al., 1985 ; Lillie et al., 
1986). Une autre protéine virale transformante, l'antigène grand T de SV40 possède également la 



propriété d'activer et de réprimer la transcription. L'antigène grand T régule négativement la 

transcription précoce virale par au moins deux mécanismes indépendants. Premièrement, l'antigène 
grand T peut bloquer l'initiation du promoteur précoce de SV40 par encombrement stérique en se 

fixant sur des séquences nucléotidiques qui recouvrent le site d'initiation précoce (Rio et al., 1980 ; 

Tjian et al., 1981). Deuxièmement, l'antigène grand T peut former un complexe avec le facteur de 

transcription cellulaire AP-2 et ainsi inhiber la fixation spécifique de AP-2 aux Cléments activateurs 

de SV40 importants pour la transcription précoce (Mitchell et al., 1987). Ce dernier mécanisme est à 

rapprocher de celui utilisé par E l a  pour la répression transcriptionnelle puisqu'il n'implique pas la 

fixation directe à l'ADN. 

Ces quelques notions sur les facteurs de transcription dans les cellules animales ont montré qu'il 

s'agit d'un groupe d'une remarquable diversité qui s'est construit à partir d'une combinatoire de 

domaines fonctionnels. Les mécanismes par lesquels des dizaines de facteurs spécifiques de 

séquences nucléotidiques touchent différents contrôles de l'initiation de la transcnption sont encore 

inconnus. Les études qui permettent de lier les systèmes de transduction du signal cellulaire à la 

régulation des facteurs de transcription sont importantes pour la compréhension des mécanismes de 

croissance cellulaire, de différenciation, de développement et d'oncogénèse. En effet, un certain 

nombre de protéines dites oncogènes se sont révélées être des facteurs de transcription. 

B. LES ONCOGENES NUCLEAIRES myb, ets et myc 

1) m y b  
De ces trois oncogènes nucléaires, c'est myb qui fait l'objet des études les plus avancées en ce qui 

concerne un rôle de facteur de transcnption. Les rétrovirus AMV et E26 contiennent l'oncogène v- 

myb. Il existe un équivalent cellulaire de v-myb, le proto-oncogène c-myb, exprimé à des taux 

importants dans les cellules immatures des lignées hématopoïétiques érythroïdes, lymphoïdes et 
myéloïdes (Chen, 1980 ; Gonda et al., 1982). 

a )  Le domaine de  fixation à l'ADN 

L'oncogène v-myb code pour une protéine nucléaire, p48~-myb. Cette protéine possède une activité 

de liaison à l'ADN in vitro (Boyle et al., 1984 ; Moelling et al., 1985 ; Klempnauer et al., 1984). 

Son équivalent cellulaire c-myb code pour une p75c-m~b présente dans le noyau et possédant une 
activité de liaison à l'ADN (Klempnauer et Sippel, 1986). 



En ce qui concerne v-myb, un domaine d'environ 120 acides aminés localisé dans la région N- 

terminale constitue le support de l'activité de liaison à l'ADN. Cette région contient deux 

enchaînements r6pétés d'environ 50 acides aminés rappelant le site de fixation du facteur de 

transcription TFIIIA du Xenope (Klempnauer et Sippel, 1987). La région équivalente de fixation à 

l'ADN de c-myb comporte trois enchaînements répétés imparfaits de 51 à 52 acides aminés. La plus 

grande partie du premier enchaînement a été perdue par les virus AMV et E26. Cette structure répétée 

est fortement conservée dans l'évolution (Howe et al., 1990). Les séquences protéiques murines et 

humaines sont identiques dans cette région et la séquence de poulet ne diffère que par la substitution 

de trois acides aminés dans le premier enchaînement répété. De plus cette région est conservée chez 

la Drosophile et dans deux gènes apparentés au c-myb chez l'homme (Nomura et ai., 1988). Cette 

région est également retrouvée avec une homologie partielle chez le maïs. En effet une homologie 

protéique de 40 % existe entre rnyb et la protéine C l  de Zea mays (Paz-Ares et al., 1987) ; C l  code 

pour un facteur de transcription impliqué dans la régulation de la biosynthèse des anthocyanines du 
maïs. Ces régions sont contenues dans des transposons (Schwarz-Sommer et ai., 1987). Il existe 

égaiement une homologie entre le gène BAS-1 de la levure et rnyb dans la région amino terminale qui 

possède les trois motifs repétés. BAS-1 est un activateur transcriptionnel du gène HIS4 de la levure. 

BAS-1 agit en coopération avec BAS-2 lui même facteur de transcription de type homéodomaine 

(Tice-Baldwin et al., 1989). Toutes ces homologies décrites pour rnyb sont en faveur d'un rôle 

d'activateur transcriptionnel. 

b) myb, un nouveau type de domaine de fixation à 

l 'ADN 

La région de fixation de rnyb à l'ADN n'a pas de ressemblance avec les domaines précédemment 

décrits pour les facteurs de transcription. Si l'on étudie en détail les 160 acides aminés conservés de 

cette région, on constate qu'il existe neuf résidus tryptophanes conservés entre les protéines de 

Poulet et de Drosophile (figure 21). De plus à l'intérieur de chaque segment répété il y a 18 ou 19 

acides aminés entre le premier et le deuxième résidu tryptophane et 18 entre le deuxième et le 

troisième. v-myb a perdu le premier et le deuxième résidu du premier segment répété. Des études de 

délétion (Klempnauer et Sippel, 1987) ont permis de montrer que la région minimale pouvant encore 

assurer la fixation à l'ADN nécessitait la dernière moitié du deuxième segment et le troisième 

segment. Une protéine ne contenant que le troisième segment perd des propriétés de fixation à 

l'ADN. Chez C l  de Zea mays on retrouve le deuxième et le troisième segment répété ainsi que cinq 

des six tryptophanes, une leucine remplaçant le premier tryptophane du troisième segment. Cette 

conservation au cours de l'évolution laisse à penser que ces tryptophanes &pétés à intervalle régulier 

peuvent jouer un rôle dans la structure et la fonction de myb. rnyb pourrait être ainsi le prototype 

d'un nouveau type de fixation à l'ADN. Dans une région hautement conservée entre les gènes de la 
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famille ers existe un triplet de tryptophanes ; le premier et le deuxième tryptophanes sont séparés par 

17 acides aminés et le deuxième et le troisième par 18 (Anton et Frampton, 1988). 

c) Motif de  fixation de myb à I'ADN 

Des études de fixation des protéines v-myb et c-myb ont été réalisées selon la technique de Mc Kay 

modifiée (Bading et al., 1987). C'est grâce à l'utilisation de fragments d'ADN de poulet qu'a pu être 

détecté le site de fixation à l'ADN de v-myb Py AACGl'ï G (Biedenkapp et al., 1988). Ce motif de 

fixation a été retrouvé pour la protéine c-myb. Les protéines c-myb montrent une interaction plus 

importante avec des motifs de fixation répétés en tandem, qu'avec des motifs isolés. Les fragments 
d'ADN de poulet utilisés pour repérer le site de fixation de v-myb contenaient plusieurs copies du 

consensus (Howe et ai., 1990). 

Cependant la capacité de liaison de v-myb à I'ADN n'est pas suffisante pour l'envoi de la protéine 

dans le noyau ni pour la transformation (Ibanez et al., 1988). En ce qui concerne le ciblage dans le 

noyau une séquence putative se situerait à partir de la proline 521 et correspondrait au consensus 

~521-L-L-K-K-1-K-Q. Ce consensus riche en résidus basiques a été obtenu par homologie avec 

d'autres signaux de ciblage nucléaire (Dang et Lee, 1989). Pour la transformation, d'autres 

domaines vers la région C-terminale interviennent (Ibanez et al., 1988). 

d)  Domaines nécessaires à la transformation 

Des études de délétion ont été effectuCes sur v-myb pour explorer les régions nécessaires à la 

transformation (Ibanez et Lipsick, 1988 ; Lane et al., 1990). Ces résultats tendent à prouver que 

v-myb constitue la région minimale du proto-oncogène c-myb nécessaire à la transformation (figure 

22). La perte d'une partie de la région carboxyterminale de v-myb entraîne une dissociation entre le 

phénomène de transformation morphologique et la capacité à former des colonies en agar. De plus 

les myéloblastes infectés par les mutants ayant perdu cette région en 3' doivent être cultivés sur un 

tapis de macrophage. Or il est intéressant de constater que le v-myb de E26 qui transforme les 

myéloblastes in vitro en présence de facteurs de croissance a également perdu cette région (Beug et 

al., 1982). Ces observations suggèrent que ce domaine carboxyterminal de la p48v-m~b conditionne 

I'hormono-indépendance d'AMV. On peut donc penser que la p4gv-myb interagit directement sur une 

voie de transmission du signal provenant de la membrane. Dans cette région carboxyterminale existe 

une structure constituée par une série de trois leucines séparées par sept résidus caractéristiques de la 

structure en "leucine zipper" nécessaire à la dimérisation et à la liaison à I'ADN de protéines 
transactivamces comme CIEBP, GCN4, jun, fos et myc. Cependant des mutations dans cette région 

n'altèrent apparemment pas les propriétés transformantes du virus (Lane et ai., 1990). 



fixation ti 

omaine de régulation négative 
de la transcription 

Région d'insertion < * 
des virus auxiliaires 

MoMuLV lors de Io 
LTR activation de 

c-myb 
P 1 7 2 Dlbut de AMV 4 4 3 Fin de AMV 

pour le clonage en 

1 1 8 0 Dlbut de E26 3 6 3 Fin de E26 1 

6 2 0 
Hunain R H S I ~ E D D E D F E  

Souris I 

Poulet D E  V 
Drosophile SNSDSEESEYSENE 

par la Caséine Kinase II 
rtigulation négative de la 

2 8 6  3 0 8  
DEDPEKEKRIKELELLLMSTENE 

c-myb HUMAIN 

NLLEFAETLOFIDSFLN 

'leucine zipper' 

d'activation de la 
transcription 

figure 22 : Les domaines fonctionnels de myb 



e) myb, un transactivateur 

Des travaux de transactivation de gènes témoins ont démontré que myb est un transactivateur. Cette 

transactivation a lieu directement au niveau de la transcription comme le suggère la localisation 
nucléaire, l'activité de liaison à l'ADN. Ces résultats rejoignent les homologies retrouvées avec C l  

chez 2. mays et BAS 1 chez S.cerevisiae, eux-mêmes facteurs de transcription (Weston et Bishop, 

1989 ; Klempnauer et al., 1989). 

Des travaux plus récents confirment que le domaine de fixation à l'ADN de v-myb, couplé à la 
protéine HSV VP16 se fixe in vivo sur la séquence consensus Py AAC Gfl  G, et active fortement la 
transcription. Cependant, la transcnption par la p48v-mYb elle-même n'est pas activée de la même 

façon. Il semble donc que la protéine p48v-mYb seule soit nécessaire mais non suffisante pour 

stimuler la transcription (Ibanez et Lipsick, 1990). Aussi peut-on supposer que la p48v-mYb nécessite 
l'interaction avec un autre facteur de transcription liant l'ADN, ce qui rendrait la transactivation par 

myb, promoteur- ou tissu-spécifique. il est par ailleurs intéressant de constater que la protéine BAS- 

1 apparentée à myb n'active la transcription de HIS4 qu'en association avec BAS2 (Tice-Baldwin et 

al., 1989). Des mutants de délétions ont permis de montrer par ailleurs que la région carboxy 

terminale est nécessaire à la transactivation (Ibanez et Lipsick, 1990). 

c-myb est lui aussi un transactivateur (Nishina et al., 1989). Deux régions ont pu être identifiées 

dans l'extrémité 3'. importantes pour l'activité de c-myb. Une région correspondant au domaine 

transactivateur (résidus 241 à 325), riche en résidus acides (comme les domaines transactivateurs de 

GALA et GCN4), contient entre les positions 286 et 308 neuf résidus acides et quatre résidus 

basiques. Cette région de 80 résidus est proche du domaine de liaison à l'ADN. Vers l'extrémité C- 

terminale, on trouve une région susceptible d'entraîner une répression de la transcription. La délétion 

de cette région de 175 acides aminés augmente significativement la transcription (Sakura et al., 

1989). 

Cette fraction de répression n'est pas sans rappeler l'augmentation de la transcription par le récepteur 

des hormones stéroïdiennes lors de la délétion du domaine de liaison à l'hormone (Hollenberg et al., 

1987). Le domaine de régulation négative de c-myb implique une région (résidus 460-494 du c-myb 

de souris) qui est conservée dans beaucoup d'espèces dont la Drosophile. La séquence d'acides 

aminés en amont (résidus 415-459) est conservée entre le c-myb humain et le gène B-myb 

apparenté. c-myb pourrait donc à la fois transactiver et réprimer la transcription comme le récepteur 

des glucocorticoïdes (Ackerblom et al., 1988) et le récepteur des hormones thyroïdiennes (Glass et 

al., 1988). 



f) m i m - 1 ,  un gène cible pour v-myb 

Il existe des consensus de fixation pour rnyb situés sur différents gènes. Parmi eux on trouve c- 

myb, lui même (Dvorak et al., 1989), le génome de SV40 avec MBS-l et MBS-II (Sakura et al., 
1989). il existe des mutants thermosensibles de E26 permettant par un changement de température 
d'induire ou de réprimer la différenciation de myéloblastes (Beug et al., 1987). Ce système est très 

utile pour trouver par criblage différentiel des gènes spécifiques de l'un ou l'autre état de 

différenciation. C'est ainsi qu'on a pu découvrir le gène mim-l exprimé dans les granulocytes 

normaux immatures et codant pour un produit secrétable des granules trouvés dans ces cellules 

(Ness et al., 1989). Le gène mim-1 est activé par v-myb dans les cellules de type myéloïde 

uniquement mais pas dans les lignées érythroïdes ou autres. Cela traduit la haute spécificité de v- 

myb. Il est intéressant de noter également que mim-1 n'est pas transcrit dans les cellules myCloïdes 

transformées par AMV. L'étude de la région promotrice de mim-1 a permis de retrouver trois sites 
consensus pour la fixation de v-myb, fonctionnellement susceptibles de fixer v-mpb. Des 

expériences ont suggéré la possibilité de la fixation de plusieurs proteines rnyb selon un mode de 
coopération. 

g) Régulation de l'activité transcriptionnelle de rnyb 

Des travaux concernant v-myb semblent montrer que la forme dimère est plus stable que la forme 

monomère, d'autant qu'existerait une séquence homologue à un domaine "leucine zipper" (Bading, 

1988). Cependant cette notion est controversée (Ibanez et Lipsick, 1990). rnyb contient plusieurs 

sites consensus conservés pour la phosphorylation par la caséine kinase II. rnyb est phosphorylé in 

vivo et in vitro par la caséine kinase II en un site situé prks du domaine de fixation à l'ADN. La 

phosphorylation en ce site régule négativement la fixation spécifique de rnyb à l'ADN. Les délétions 

observées dans l'extrémité N-terminale de rnyb entraînent l'élimination de ce consensus de 

phosphorylation. Ces délétions rendent la fixation à l'ADN indépendante de la phosphorylation par 

la caséine kinase II. Le site de phosphorylation est composé de deux résidus sérine situés en position 

11 et 12 au milieu d'un consensus de reconnaissance de la caséine kinase II compris entre les 

positions 11 à 18 (Lüscher et al., 1990). L'activation oncogénique de rnyb implique des délétions 

des régions N-terminale et C-terminale à des degrés divers. Ainsi aucune incorporation de phosphate 

par la caséine kinase II n'a-t-elle pu être détectée dans la protéine v-myb de AMV, ni dans les 
protéines c-myb des lignées leucémiques murines induites par des virus. 

Des associations avec des protéines de la matrice nucléaire pourraient avoir un certain rôle dans la 
régulation de l'activité transcriptionnelle (Boyle et Baluda, 1987 ; Mitchell et Tjian, 1989). 

Une régulation indirecte par la demi-vie courte des protéines c-myb pourrait intervenir. En effet la 
dégradation de la protéine est sensible au choc thermique qui accroit la stabilité des protéines c-myb 

(Lüscher et Eisenrnan, 1988). 



2) ets 

a) La famille des génes ets 

Le génome du rétrovirus E26 contient deux oncogènes, v-myb et v-ers qui conmbuent tous deux à la 

transformation. Plusieurs gènes d'origine cellulaire homologues à l'oncogène v-ers ont été identifiés 

dans plusieurs espèces vertébrées et invertébrées : 
- chez le Poulet : ersl (Gegonne et al., 1987 ; Leprince et al., 1988), le progéniteur de v-ers et 

ers2 (Boulukos et al., 1988), 

- chez la Souris : ersl et ers2 (Watson et al., 1988), 

- chez l'Homme : ersl et ers2 (Watson et al., 1986 ; De Taisne, 1984), erg-1 (Rao et al., 

1987 ; Reddy et al., 1987), elk-1 et elk-2 (Rao et al., 1989), 

- chez la Drosophile : ers2 (Pribyl et al., 1988), E74 (Burtis et al., 1990 ; Umess et 

Thurnrnel, 1990), 

- chez l'Oursin : ers2 (Chen et al., 1988) 

Les produits des gènes c-ers1 et c-ers2 ont pu être identifiés dans différents types cellulaires (Chen, 

1985 ; Ghysdael et al., 1986 a et b ; Pognonec et al., 1988 ; Leprince et al., 1988 ; Fujiwara et al., 

1988). Il s'agit de phosphoprotéines à durée de vie courte. Les protéines c-ers1 et c-ers2 ont une 

localisation nucléaire, elles font partie des protéines associées à la chromatine. Elles sont susceptibles 

in virro, de se lier à l'ADN lorsqu'elles ne sont pas phosphorylées (Pognonec et al., 1990). Ces 

protéines ont en commun deux domaines de forte homologie : la première région (70 % 

d'homologie) s'étend sur 96 acides aminés proches de l'extrémité N-terminale, la seconde région (90 

% d'homologie) comprend 110 acides aminés de l'extrémité C-terminale (Boulukos et al., 1988 ; 

Watson et al., 1988). Le domaine C-terminal est conservé chez tous les membres de la famille ers 

identifiés à l'heure actuelle. Ce haut degré de conservation est en rapport avec la fonction essentielle 

de cette région qui est de diriger ces protéines dans le noyau et d'assurer la capacité de liaison à 

l'ADN in virro (Boulukos et al., 1988). 

Plusieurs études tendent à montrer que les protéines c-ers1 et cers2 ont des fonctions de régulation 

dans la cellule. Ces protéines assurent au niveau du noyau la transmission de signaux moléculaires 

initiés à la surface de la cellule. L'expression de c-ers2 est induite rapidement de façon transitoire lors 

de la régénération du foie de souris (Bhat et al., 1987). De même c-ers2 est induit lors du traitement 

des macrophages par le cMGF (Boulukos et al., 1990). c-ers1 et c-ers2 sont exprimés lors de la 

stimulation de la croissance de fibroblastes de souris par le sérum (Bhat et al., 1987). La stimulation 

du récepteur des cellules T par des lectines mitogènes ou des anticorps monoclonaux dirigés contre 
des composants de ce récepteur induisent une phosphorylation rapide et transitoire, dépendante du 

calcium des protéines c-ers1 et c-ers2 (Pognonec et al., 1988). Cette phosphorylation entraîne une 

perte de l'affinité de ces protéines in vivo pour la chromatine et in vitro pour l'ADN (Pognonec et 



al., 1989). Toutes ces constatations seraient en faveur d'un rôle des protéines ers dans la régulation 
de la transcription. 

b) Les proteines ets, des facteurs de transcription 

Wasylyk et al. en 1990, démontrent que les proto-oncogènes c-ers1 et c-ers2 sont des facteurs de 
transcription. Le motif de futation à l'ADN a été retrouvé dans le domaine a de l'activateur du virus 

de polyome. Cette région contient les sites de fixation de PEAl (API) de PEA2 et de PEA3. PEA3 
est une cible nucléaire pour l'activation de la transcription par les oncogènes v-src, moyen T de 

polyome, c-Ha-ras, v-mos, v-raf, par le TPA et par les composants du sérum (Wasylyk et al., 

1989). Dans cette activation, PEAl et PEA3 coopèrent dans la réponse du domaine a du virus de 

polyome à l'expression d'oncogènes. 

L'expression de la protéine ~68c-els1 peut activer la transcnption en présence du motif PEA3 

uniquement (présent à une ou plusieurs copies) des mutations dans le site AP1 ne modifiant pas son 

activité. La protéine p 6 8 ~ 4 ~ 1  forme un complexe spécifique avec le motif PEA3. Lorsque la protéine 

p68c-eu1 est liée à un domaine de fixation hétérologue à l'ADN, les résultats obtenus permettent de 

confmer  l'existence d'un ou plusieurs domaines activateurs de la transcription. De plus p68c-et~1 

coopère dans l'activation de la transcription avec le complexe c-foslc-jun se fixant sur AP1. Les 

protéines p54c-eu1, p58164c-etd activent également la transcription en se fixant sur le motif PEA3 

(figure 23). 

En conclusion, les protéines de la famille ers présentent un domaine de fixation ài l'ADN situé dans la 

r6gion C-terminale basique et hautement conservée entre les membres de la famille ; le domaine 
activateur de la transcription semble se situer dans la partie N-terminale. L'absence d'homologie 

entre les membres de la famille ers et les autres facteurs de transcription suggère que nous sommes 

en présence d'une nouvelle famille de facteurs de transcription. Le domaine présumé de fixation à 

l'ADN des gènes de la famille ers est d'un type nouveau : 3 tryptophanes séparés par 17 ou 18 
acides aminés, comme pour myb, sont hautement conservés (Karim et al., 1990). 11 est intéressant 

de noter que l'association des motifs AP1 et PEA3 est retrouvée dans un certain nombre de 
promoteurs conditionnant la réponse aux oncogènes de certains gènes : stromelysin, IL2, fos. 

c) Les protéines ets, des facteurs de transcription : des 
confirmations 

En étudiant les protéines impliquées dans la régulation de la transcription des rétrovirus murins dans 

les lymphocytes T, Gunther et al. (1990) ont démontré qu'un membre de la famille des gènes ers 

codait pour une de ces protéines. En effet un clone incomplet d'ADN complémentaire du gène c-etsl 

murin a été obtenu par criblage d'une banque d'ADNc de souris avec une sonde oligonucléotidique 
constituée d'une séquence de 20 paires de bases du LTR du virus du sarcome murin de Moloney. 
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Des facteurs nucléaires présents dans les lymphocytes se lient à une séquence consensus, le motif 

PU, riche en purines. La protéine PU-1 a ainsi pu être isolée en criblant une banque d'ADN 

complémentaire de macrophage à l'aide de sondes oligonucléotidiques contenant le motif PU 

(Klemsz et al., 1990). La séquence protéique du facteur de transcription PU-1 présente une 
homologie de 40 % dans son extrémité C-terminale avec les gènes de la famille ers, cette région 

conditionnant la localisation nucléaire et la fixation à l'ADN. De plus l'oncogène présumé Spi-1 

activé par l'insertion provirale du virus munn SFFV (pour Spleen Focus Fonning Virus) dans les 

tumeurs érythroblastiques de Friend et le gène PU-1 sont identiques (Moreau-Gachelin et al., 1988 ; 

Moreau-Gachelin et al., 1990 ; Goebl et al., 1990). 

Les proto-oncogènes c-etsl et c-ers2 transactivent le LTR du virus des leucémies humaines à T- 

lymphocytes, HTLV-l, mais en se fixant à une séquence différente des consensus PU (Bosselut et 
al., 1990). 

L'expression contrôlée du proto-oncogène c-myc est impliquée dans la régulation de la prolifération 

cellulaire (Einat et al., 1985 ; Kaczrnarek et al., 1985). Son expression anomale intervient dans la 

pathogénie de diff6rents processus malins, tumeurs lymphoïdes chez le Poulet, la Souris et 

l'Homme, cancer du poumon a petites cellules chez l'Homme (pour revue : Martin, 1986 ; Saule, 
1987). Les gènes c-myc aviaires, murins et humains sont composés de trois exons, dont seuls les 

exons 2 et 3 codent pour la protéine (Ferré, 1986). Les protéines c-myc sont des phosphoprotéines 
de durée de vie courte (15 à 30 minutes), à localisation nucléaire, et pouvant lier l'ADN in vitro 

(Eisenman et al., 1985 ; Hann et al., 1985 ; Ramsay et al., 1984). Les protéines c-mgc sont 

phosphorylables par la caseine kinase II (Lüscher et al., 1989). La séquence protéique obtenue à 

partir de la séquence nucléotidique est composée de 439 acides aminés avec une masse moléculaire 

de 49 kD (Watt et al., 1983), mais des anticorps spécifiques précipitent des protéines avec une masse 
apparente de 62 à 67 kD (Hann et Eisenman, 1984 ; Ramsay et al., 1984). c-myc fait partie des 

oncogènes à localisation nucléaire prédominante. Ce groupe comprend les protéines myb, fos, ski, 
erbA et jun (Eisenman et Thompson, 1986 ; Varmus, 1987). 

a) Domaines fonctionnels de c -myc  

Trois caractéristiques principales de c-myc peuvent être définies : 

- la cooptration avec l'oncogène ET ras pour la transformation de fibroblastes embryonnaires 

de rat, 
- la transformation de la lignée Rat- 1, 

- la localisation nucléaire. 



Les exons 2 et 3 codant pour la protéine c-myc de 439 acides aminés peuvent être globalement 

divisés en quatre domaines (Stone et al., 1987). 

- le domaine 1 (acides aminés 1 à 104) dans l'exon 2, 

- le domaine II (acides aminés 105 à 143) dans l'exon 2, 
- le domaine III (acides aminés 144 à 319) dans l'exon 2 et l'exon 3, 
- le domaine N (acides aminés 320 à 439) dans l'exon 3. 

Des études de mutants d'insertion et de délétion (Stone et al., 1987) ont permis de rattacher les 

propriétés et les domaines (figure 24). Les régions II et IV sont indispensables aux propriétés de 

coopération de rnyc avec ras. La région 1 joue un rôle dans cette propriété sans que sa délétion 

supprime totalement la fonction. La région III ainsi que la fin de la région N sont importantes pour 
la transformation des cellules Rat-1. La région 1 a une importance beaucoup plus réduite pour la 

transformation que pour la coopération. Les séquences indispensables à la localisation nucléaire se 

situent dans la région IV, C-terminale. 

b) La région IV : une region de fixation 

En analysant la séquence de la région IV (figure 25) située entre les acides aminés 346 et 434 à la 

recherche de consensus, Dang et al. (1989) ont mis en évidence une structure pouvant correspondre 

à un domaine de liaison de type "leucine zipper". D'autres auteurs considèrent que ces leucines et les 
autres acides aminés de la région constituent une nouvelle structure de fixation s'étendant de la 
position 346 à la position 403 (Murre et al., 1989a). Cette région prendrait une conformation de type 

hélice-boucle-hélice (en anglais Helix-Loop-Helix ou HLH). Ce nouveau motif de fixation a pu être 

décrit à partir de l'isolement de deux ADN complémentaires (ADNc), E l2  et E47 dont les produits 
sont susceptibles de se fixer sur l'activateur des chaînes Kappa d'immunoglobuline, K E ~ .  Ces 

ADNc présentent de fortes homologies avec le gène de Drosophile "daughter less", les trois 

protéines rnyc, les gènes apparentés à Myo D impliqués dans la myogénèse et les membres des 

familles de gènes "twist" et "achaete-scute" de la Drosophile. Les régions homologues ont toutes la 

propriété de former deux hélices arnphipathiques séparées par une séquence intermédiaire en forme 

de boucle. Cette région intervient dans la fixation des protéines entre elles en vue de la formation 

d'homo ou d'hétérodimères et dans la fixation à l'ADN (Murre et al., 1989b). Cependant m j c  ne 
semble pas pouvoir se fixer sur la séquence consensus de K E ~  (Murre et al., 1989a). 

c) rnyc est-il un facteur de transcription ? 

Alors que les effets biologiques attribués à c-myc sont très nombreux, les mécanismes d'action sont 

très mal connus. Bien que beaucoup d'auteurs pensent que c-myc est un activateur transcnptionnel, 

les observations accréditant cette hypothèse sont indirectes, et parfois incompatibles avec cette 

fonction (Prendergast et Cole, 1989). Bien que les protéines rnyc soient capables de lier l'ADN 
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double brin et simple brin, aucune séquence spécifique n'a pu être clairement identifiée comme pour 

les autres oncogènes jun, myb ou ets (Abrams et al., 1982). Quand la région N-terminale de c-myc 
est fusionnée avec la région de fixation à l'ADN du répresseur de LexA dans la levure, la protéine de 

fusion peut activer la transcription des gènes situés en aval de l'opérateur LexA (Smith et al., 1990 ; 
Lech et al., 1988). Cependant cet effet est beaucoup moins important qu'avec c-fos et son 

implication dans l'activation de la transcription des cellules des organismes supérieurs n'est pas 

clairement c o n f i é e .  

La région C-terminale de rnyc contient un motif susceptible d'interagir avec l'ADN ou d'autres 
protéines. Des études de fixation covalente chimique entre rnyc et d'autres protéines ont permis 
d'isoler une protéine appelée MYAP (pour rnyc Associated Protein) d'une masse apparente de 500 
kD présentant une durée de vie longue (demi-vie supérieure à 3 heures) (Gillepsie et Eisenman, 
1989). Des travaux effectués sur v-myc ont permis de suspecter une fixation de la protéine, directe 
ou indirecte à une région d'ADN riche en A-T (Dissous et al., soumis). 

Iguchi-Ariga et al. (1987) ont montré que c-mye pouvait intervenir dans la réplication de l'ADN 

cellulaire à partir de séquences pouvant se répliquer de façon autonome dans les cellules murines et 

humaines. La séquence de fixation consensus TGAATAGTCA a pu être ainsi définie (Iguchi-Ariga 

et al., 1988). Des travaux plus récents effectués par la même équipe (Ariga et al., 1989) ont permis 

de détecter une sCquence consensus de 7 bases TCïCTTA, située en amont du premier exon du 

gène c-mye lui-même, sur laquelle c-mye pourrait se fixer et réguler sa propre transcription. 
Le produit de c-mye peut transactiver le promoteur de E4 de l'Adénovirus dans des cellules 

embryonnaires en utilisant la même séquence cible que le produit du gène E la  (Onclercq et al., 

1988). Lorsque E l a  msac t i ve  les gènes de l'adénovirus, il agit par l'intermédiaire d'un facteur 
cellulaire appelé ATF (pour Activating Transcription Factor). Ce facteur se lie à plusieurs sites dans 

l'ADN (Lee et Green, 1987). c-myc peut activer le promoteur de la protéine de choc thermique 

humaine HSP 70 (Kaddurah-Daouk et al., 1987). Or il existe un site consensus de fixation de ATF 

dans le promoteur de HSP 70  (Green et al., 1987). Aussi peut-on supposer que c-myc n'agit pas 

directement dans la transactivation, mais passe par l'intermédiaire de complexes protéiques. 

RCcemrnent Eisenman et al., en criblant une banque d'expression avec un segment de 92 acides 

aminés de mye contenant les motifs HLH et "leucine zipper" (Marx, 1990) ont pu isoler une autre 

protéine spécifique se liant à mye baptisée MAX et possédant une homologie partielle avec mjc dans 

la région HLH et "leucine zipper". Dans la régulation de la transcription surviennent de nombreuses 

interactions protéine-protéine. Un groupe particulier de protéines, les adaptateurs ou coactivateurs, a 

été conçu sur la base de résultats expérimentaux. 11 s'agirait de protéines sentant d'intermédiaire de 

liaison entre des facteurs de transcription et d'autres protéines du complexe transcnptionnel (Lewin, 

1990) ; mye pourrait appartenir à ce groupe. 
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RESULTATS 

Notre travail a essentiellement porté sur l'influence de certains oncogènes sur les neurorétines 

d'embryon de poulet et de caille en culture. A partir des travaux réalisés dans le laboratoire sur la 

coopération des oncogènes v-myc et v-mil dans la transformation des neuroretines (Bechade et al., 

1985), nous avons participé à l'analyse de divers mutants (article 1 et II). Nous avons étudié 
l'influence des virus sauvages et mutants sur la différenciation des cellules. 11 est possible de 
caractériser quatre types cellulaires particuliers dans la neurorétine. De plus les différences observées 

entre les mutants dans la différenciation permettent d'avoir une idée des cibles cellulaires touchées 
par les oncogènes. 

D'autres oncogènes ont été étudiés au niveau de leur influence tant sur la croissance des neurorétines 
que sur la différenciation. Nous avons testé des coopérations entre plusieurs oncogènes. Les 

coopérations sont habituellement effectuées entre groupes de complémentation, un oncogène du 

groupe "mye" associé à un oncogène du groupe "rus". Aucune coopération effective dans la 

transformation d'un système de cellule n'a été décrite dans la littérature en associant uniquement des 

oncogènes du groupe "myc". C'est pourquoi nous avons construit un virus exprimant deux 

protéines oncogènes à localisation nucléaire, la p61/63mYc et la P135gag-m~b-ef~. Ces deux protéines 

bien qu'appartenant au même groupe de complémentation coopèrent pour transformer la neurorétine 

(article III). 

La description de ce travail comporte trois parties : 

-l'étude de l'influence des oncogènes v-mil et v-myc sur la croissance des cellules de 

neurorétine d'embryon de caille, 

- l'étude de l'influence des oncogènes v-mil et v-myc sur la différenciation et la 

transdifférenciation de cellules de neurorétine d'embryon de caille, 

- l'analyse de la coopération dans la transformation des protéines oncogènes nucléaires 

p61163mYC et PI 35gag-myb-ets et leur influence sur la différenciation et la transdifférenciation. 



1. LE SYSTEME DES NEURORETINES AVIAIRES 

La neurorétine est un tissu d'origine neurectodermique. Ce tissu est facilement accessible par 

dissection de l'oeil. Son étude a pu être approfondie chez les oiseaux et certains reptiles (Okada et 

al., 1979). Chez l'embryon de poulet de sept jours (CNR), ou chez l'embryon de caille de six jours 

(QNR), il est possible de disséquer la couche de cellules constituant la neurorétine et de la 

débarrasser des cellules pigmentaires. Les cellules sont dissociées et mises en culture. Après leur 

mise en culture, les cellules effectuent 2 à 4 cycles de division et peuvent ensuite être maintenues à 

l'état quiescent pendant plusieurs semaines (Calothy et al., 1980). Ces cultures contiennent des 

neurones et des cellules gliales qui, lors de la culture in vitro, se transdifférencieront selon les 

conditions, en cellules du cristallin et en cellules pigmentaires. Ces cellules constituent donc un 
modèle dans lequel, il est possible d'étudier la prolifération, la différenciation et la 

transdifférenciation cellulaire. 

A. TYPES CELLULAIRES PRESENTS DANS LA NEURORETINE EN 
CULTURE (revue Okada et al., 1979) 

La différenciation et la transdifférenciation cellulaires ont pu être étudiées dans la neurorétine aviaire 

in vitro (Eguchi et Okada, 1973 ; Okada et al., 1979 ; Okada, 1983) (figure 26). Quand des cellules 

de neurorétines sont mises en culture, deux types cellulaires sont présents : des cellules neuronales et 

des cellules épithéliales. Ces différents types cellulaires ont la capacité, en culture, de se 

transdifférencier en deux autres types cellulaire, des cellules de cristallin (Pircher et al., 1987), et des 

cellules pigmentaires. Ces constatations viennent supponer l'idée de la présence de cellules 

progénimces multipotentes. 

Une des techniques les plus adaptées à cette étude est la culture clonale des cellules, dans laquelle, 

une cellule multipotente pourrait donner naissance à des clones présentant plus d'un type de cellules 

différenciées. Quatre types de clones ont ainsi pu être obtenus : des clones de cellules de cristallin, 

des clones de cellules pigmentaires, des clones de cellules pigmentaires et cristalliniennes et des 

clones de cellules non identifiables. Dans les premiers temps de la culture, chaque clone présente un 

certain nombre de cellules de type neuronal. Ces observations permettent donc de penser qu'existent 

des cellules progénitrices multipotentes. Après 10 jours de culture, les clones présentent des cellules 

plates de type épithélial, et des cellules rondes et réfringentes de type neuronal. Après une durde de 

culture de 30 jours, on constate l'apparition de cellules cnstalliniennes et pigmentaires. En revanche, 

si l'on se situe à un âge embryonnaire de mise en culture supérieur à 6 ou 7 jours aucune colonie 

mixte n'est obsewée. Des expériences ont permis de clairement démontrer que les cellules 
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cristalliniennes et pigmentaires provenaient des cellules épithéliales. Des études de micro-cinéma ont 

montré que les cellules d'origines neuronales ne se transdifférenciaient qu'en cellules de cristallin. 

En conclusion, il semble donc exister une cellule multipotente susceptible de se différencier en des 

cellules neuronales et des cellules épithéliales. Les cellules neuronales se difftrencient ensuite en 

cellules ganglionnaires et en cellules photorecepaices. Les cellules Cpithtliales se différencient en 

cellules de Müller, de type glial. Des transdifférenciations s'observent en culture : les cellules 

neuronales se transdifférencient en cellules de cristallin, et les cellules épithéliales en cellules 

pigmentaires et en cellules du cristallin. 

B. INFLUENCE DES ONCOGENES SUR LA CROISSANCE DES 
NEURORETINES EN CULTURE 

1) Le rétrovirus RSV 

Ce virus induit des fibrosarcomes chez les oiseaux et transforme in vitro les fibroblastes. La 

transformation cellulaire est sous la dépendance de l'expression du g h e  v-src (Hanafusa, 1977). 

L'expression de la protéine phosphorylée pp60v-src induit la prolifération des cellules de neurorétine 

de caille ou de poulet en culture (Pessac et Calothy, 1974 ; Calothy et Pessac, 1976). Ces cellules se 

modifient morphologiquement, sont susceptibles de donner des colonies en milieu semi-solide et 

deviennent tumorigènes (Calothy et al., 1978 ; Poirier et al., 1987). Différents mutants de RSV ont 

permis de localiser entre les acides aminés 32 et 127 de la protéine v-src une région responsable des 

changements morphologiques observés et de l'inhibition de contact (Poirier et al., 1987). En 

revanche, c-src n'est pas susceptible d'induire la prolifération des neurorétines aviaires (Iba et al., 

1985b). 

2) v-fos et c-fos (Iba et al., 1988) 

Les gènes v-fos et c-fos peuvent induire la prolifération de cellules de neurorétines aviaires sans 

changement morphologique particulier. Cet effet est détectable dès le troisième jour après l'infection. 

3) Les mutants du virus MH2 (articles 1 et II) 

Le virus MH2 et le virus MC29 induisent la transfomation des fibroblastes. La prolifération et la 

transformation des cellules de neurorétine (CNR) peuvent être induites par l'infection à l'aide du 

virus MH2 (figure 27). En revanche, l'infection des CNR quiescentes par le virus MC29 n'a pas 

d'effet apparent sur ces cellules dans des conditions de culture données (Bechade et al., 1985). Si 
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l'on suppose que les différences de comportement des virus MH2 et MC29 ne sont pas dues aux 

différences de structure des gènes v-myc de ces virus ou à la nature des LTR, cela laisse entrevoir un 
rôle du gène v-mil dans l'induction de la prolifération etlou de la transformation des CNR par le 

virus MH2. 

Après infection des CNR par MH2, une étude des virus produits dans le surnageant a été entreprise. 

Cette étude a permis l'isolement de mutants biologiques (figure 28) : 
- le mutant MH2-CL25 n'exprimant que le gène v-myc de M W ,  

- le mutant MH2-PA200 n'exprimant que le gène v-mil de MH2. 

La caractérisation du mutant MH2-CL25 (Martin et al., 1986a) a montré que le génome de ce virus 

est en fait 1'ARN sous-génomique de MH2 (Saule et ai., 1983) propagé par le virus RAV-1. 

La caractérisation du mutant MH2-PA200 suggère une recombinaison homologue entre les virus 

M . 2  et RAV-1, conservant seul l'oncogène v-mil fonctionnel (article 1). Le virus MH2-PA200 a été 

cloné à partir de cellules de neurorétine de Caille infectées par MH2-RAV-1. Les points de 

recombinaison des extrémités 3' ont été séquencés. Un deuxième mutant, obtenu dans des 

conditions similaires mais par des expériences indépendantes, a été obtenu. Ce mutant appelé MH2- 

PA201 a été cloné à partir de cellules de neurorétine de Poulet infectées par MH2. Les deux mutants 

semblent provenir de recombinaisons homologues entre le virus MH2 sauvage et le virus auxiliaire 

RAV-1. Ces mutants sont constitués par des molécules de RAV-1 ayant acquis le gène v-mil et 200 à 

300 nucléotides du gène v-myc à partir du virus MH2 sauvage. Dans le cas des deux virus, MH2- 

PA200 et MW-PA201, les points de recombinaison en 3' sont localisés entre les séquences mye et 

env. 

D'autres mutants construits en laboratoire ont été étudiés. Les mutants ne contenant que v-mye 
fonctionnel (v-myc+) se comportent comme le virus MC29. Les mutants v-mil+ n'ont pas d'effet 

apparent sur les fibroblastes embryonnaires de poulet. En revanche, ces mutants v-mil+ induisent la 

prolifération des CNR ; les courbes de croissance sont semblables à celles observées pour MH2 

(Bechade et al., 1985). Cependant les CNR infectées par les mutants v-mil+ ne clonent pas en milieu 

semi-solide. Si les gènes v-myc et v-mil des mutants de MH2 sont supposés avoir conservé 

respectivement les propriétés des gènes v-mye et v-mil de MH2, cela implique donc la possible 

coopération des gènes v-myc et v-mil pour la transformation des CNR par MH2. Cela a pu être 

confirmé par une expérience de reconstitution : des CNR quiescentes ont été induites à proliférer par 

infection avec un mutant v-mil+ et ces CNR proliférantes mais non transformées ont alors pu être 

transformées par surinfection avec un mutant v-mye+. Cependant, si dans les mutants v-myc+ 
aucun peptide de la protéine v-mil ne peut être exprimé, dans les mutants v-mil+ un ARN codant 

pour une vingtaine d'acides aminés de v-mye est produit. Pour éliminer l'influence de ces peptides, 

des mutants de v-mil ont été construits (Dozier et al., 1987 ; Col1 et al., 1988). L'etude de ces 

mutants a montré une activité identique au virus MH2-PA200. Des chimères entre les gènes v-mil et 
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c-mil aviaires et humains ont été construites pour déterminer précisément les régions du gène v-mil 

impliquées dans l'effet biologique observé sur les CNR (article II). C'est la région carboxyterminale 
du gène c-mil qui s'est montrée suffisante pour induire cette prolifération. Il est intéressant de 

constater que cette région correspond à la séquence d'acides aminés la mieux conservée au sein des 
membres de la famille des kinases. De plus des études à partir de tumeurs humaines in vivo, ont 
montré que l'élimination de l'extrémité 5' du gène c-mil est suffisante pour activer son potentiel 

prolifératif (Shimizu et al., 1985 ; Stanton et Cooper, 1987), cette délétion ayant pu survenir lors de 

la transfection elle-même. 
D'autres travaux réalisés sur la neurorétine de poulet ont permis à partir de l'infection par le 

rétrovirus RAV-1, un ALV, de transduire l'oncogène v-Rmil homologue à l'oncogène c-mil de 

Poulet (Marx et al., 1988 a et b) et responsable de la prolifération des CNR induites par le 
recombinant. 



II. INTERFERENCE DES ONCOGENES V-MIL ET V - M Y C  SUR LA 
DIFFERENCIATION DES CELLULES DE NEURORETINE D'EMBRYON DE 
CAILLE DE 6 JOURS. 

Des cultures primaires de cellules de neurorétine d'embryon de caille de 6 jours ont été infectées par 

le rétrovirus MH2 ainsi que par des mutants obtenus à partir de provirus clonés. Des marqueurs 

spécifiques des différents types cellulaires observés dans la neurorétine ont été analysés sur les 

cultures. En utilisant plusieurs marqueurs de surface et des filaments intermédiaires, en réalisant des 

doubles marquages nous avons pu montrer que des cellules de type neuronal et épithélial prolifèrent. 

Des corps lentoïdes et des cellules pigmentaires sont retrouvées dans toutes les cultures sauf avec 

v-mil qui ne permet pas de transdifférenciation. Tous ces types cellulaires sont en proportions 

variées. On note également que les profils de différenciation évoluent en fonction du nombre de 

passage des cultures. Avec v-myc, aprhs le 10hme passage les cellules pigmentées deviennent 
rapidement prédominantes. 

A. MATERIEL ET METHODES 

1) Les virus 

Quatre virus ont été utilisés : 
- le virus RAV-1, le "helper", un ALV, 

- le virus MHî sauvage, 
- le virus MH2-CL25 porteur de l'oncogène v-myc, 

- le v ins  MHî-PA200 porteur de l'oncogène v-mil. 
Les virus MH2-CL25 et MH2-PA200 sont des mutants biologiques (Martin et al., 1986a et b) 

obtenus à partir de l'infection de neurorétines par le virus MH2. Ces trois virus possèdent donc les 

mêmes séquences activatrices, les LTR du virus MH2. 

2) Les cellules (figure 29) 

Les neurorétines ont été disséquées à partir d'embryon de caille de six jours. Les cellules ont été 

dissociées et mises en suspension dans du milieu BME complété avec 10 % de sérum de veau foetal 
et 1 % de sérum de poulet. Des boites de 60 mm contenant 2 x 106 cellules dissociées ont été 

infectées avec les différents virus. Les cellules ont été incubées à 39°C. 



Nombre de 
9 6  

cellules (x IO ) 

--O R A V - 1  
QNR non infectdes 

I 1 I I I I B Jours  

QNR QNR RAV-1 QNR MH2 RAV-1 

QNR MH2 CL25 RAV-1 QNR M H 2  PA200 RAV-1 

Corps lentoides Cellules plgmentalres 

figure 29 : Courbes de croissance et morphologies des QNR 



3) Techniques d'immunofluorescence (figure 30) 

Les cellules destinées à être caractérisées ont été cultivées sur des lamelles de microscope de 12 mm 

préalablement traitées au collagène. Ces lamelles ont été fixées pendant 20 minutes avec du 
paraformaldéhyde à 3,7 % dans le PBS puis traitées pendant 20 minutes à 4OC avec de 

l'éthanolarnine (150 mM, pH 7 3 ,  rincées et perméabilisées à l'aide de Triton X 100 à 0,15 % dans 

le PHEM (60 mM piperazine diethylsulfonic acid, 25 mM hydroxyethylpiperazine-N-1,2 éthane 

sulfonic acid, 10 mM EGTA, 2 mM MgC12 pH 6,9) pendant une minute. Ce dernier traitement a été 

exclus pour les marqueurs à localisation membranaire. Les cellules fixées sont ensuite incubées 

pendant une heure avec l'anticorps, puis rincées au PBS et incubées avec le deuxiéme anticorps 

marqué à l'isothiocyanate de fluoresceine, rincées et montées sur une lame avec du glycérol. Les 

techniques de double marquage utilisent deux anticorps différents et deux anticorps fluorescents 

marqués avec un fluorochrome différent (rhodamine ou fluoresceine). Les cellules sont examinées à 

l'aide d'un microscope Zeiss IM35. Les comptages sont effectués sur plusieurs champs (en 

moyenne 10) et sur plusieurs lames indépendantes. Les pourcentages sont calculés sur 300 cellules 
au moins par lame. 

4) Marquages cellulaires, immunoprécipitation, western blot 

Les cellules sont incubées 45 minutes en présence de 30 pCi de L-3% méthionine (activité spécifique 

1000 Ci/mmole) et immunoprécipitées selon la technique précédemment décrite (Bechade et al., 

1985). 

Les cellules sont comptées et lysées, fractionnées sur un gel de polyacrylamide SDS, 
electrotransfkrées sur nitrocellulose et marquées avec un antiserum. Les immunoglobulines fixées 

sont ensuite révélées avec de la protéine A Iodée à 1'125 Iode selon la technique précédemment décrite 
(Dozier et al., 1987). 

5) Anticorps utilisés 

Huit anticorps spécifiques ont été utilisés : 

- un anticorps antineurofilament polyclonal (Amouyel et al., 1988) caractéristique des cellules 

neuronales (fourni par A.Delacourte, Lille), 

- un anticorps monoclonal reconnaissant un épitope glycosylé obtenu à partir de ganglion 

rachidien de poulet et susceptible de marquer un certain type de cellules d'origine 

neurectodennique neuronale (10 %) ou gliale (90 %) (Snyder et al., 1990 ; Barbu et al., 

1986)' 
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- un anticorps monoclonal dirigé contre un antigène dérivé de rétine d'embryon de poulet de 8 
jours, A2B5 caractéristique des cellules de la rétine d'origine neuronale (Eisenbarth et al., 

1979) donnant un marquage de surface, 
- un anticorps monoclonal dirigé contre un antigène dérivé de rétine d'embryon de poulet de 

14 jours, 3A7 caractéristique des cellules de la rétine d'origine gliale (Lemmon, 1985), 

- un anticorps monoclonal anti acetylcholine marquant les cellules produisant de 
l'acétylcholine (Biosoft), 
- un anticorps polyclonal dirigC contre le troisième exon de la protéine nucléaire c-myc 

d'origine humaine (Ferré et al., 1986), 

- un anticorps polyclonal dirigé contre la protéine cytoplasmique v-mil (Bechade et al., 

1985), 

- un anticorps polyclonal dirigé contre les protéines cnstalliniennes (a,p,6) et préparé selon la 

technique décrite par Pircher et al. (1987). 

6) Dosage de la mélanine (Hosoi et al., 1985) 

Les cellules sont lavées deux fois au PBS, décrochées de la boite avec une spatule en caoutchouc, 

centrifugées à 300 g pendant 10 minutes et conservés à -80°C. Les cellules sont soniquées dans 1 ml 

d'eau et le lysat est centrifugC à 1200 g pendant 20 minutes. Le surnageant est éliminé, et le culot est 

traité par deux précipitations à l'acide mchloroacétique à 10 % et un lavage à l'éthanol absolu. Le 

précipité est ensuite séché et solubilisé dans un mélange de soude 1 N et de diméthylsulfoxide à 10°C 

2 heures à 80°C. Une gamme étalon de mélanine (Sigma) est traitée dans les mêmes conditions. 

L'absorbance est mesurée à 470 nm, et le contenu en mélanine est exprimé en pglmg de protéine. La 
concentration en protéines est mesurée par la méthode de Bradford (1976). 

B. RESULTATS 

Les cellules de neurorétine de caille (QNR) non infectées ainsi que les QNR infectées par le virus 

auxiliaire RAV-1 ont été utilisées comme témoin. 

La qualité de l'infection a été contrôlée par immunofluorescence et imrnunoprécipitation avec des 

anticorps dirigés contre les différentes protéines oncogènes (figure 31 et 32). Les localisations 

cellulaires des oncogènes, ainsi que les tailles des protéines visualisées confument que les QNR 

expriment les protéines oncogènes. Les courbes de croissance présentent le même profil que celles 

obtenues sur les neurorétines de poulet (Béchade et al., 1985). Sauf en ce qui concerne l'oncogène 
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v-myc. En effet, contrairement a ce qui est observé sur les cellules de neurorétines de poulet, v-myc 

est susceptible d'induire une prolifération des cellules de neurorétines de caille. 

Le figure 33 résume les distributions des différents marqueurs caractérisant le type neuronal ou 
épithélial des cellules. On constate que la grande majorité des cellules, quel que soit le virus utilisé, 

est marquée par l'anticorps 3A7 dirigé contre les cellules épithéliales. Des doubles marquages 

associant des anticorps d'origine neuronale entre eux et des anticorps d'origine épithéliale ont été 
effectués. On note que les QNR présentent l'ensemble des types cellulaires en différentes 

proportions. Les cellules témoins infectées par RAVl ne présentent que des marqueurs d'origine 
épithéliale. Avec le mutant MH2-CL25 porteur de l'oncogène v-mye lors des premiers passages, on 

constate l'existence de quelques cellules exprimant les neurofilaments et d'un nombre important de 

cellules exprimant l'antigène de surface A2B5. Avec le mutant MH2-PA200 on constate une 

prédominance de cellules exprimant les neurofilaments, et la persistance de cellules exprimant 

l'antigène Glnl. Le virus MH2 sauvage présente un profil superposable à celui obtenu avec MH2- 

PA200. Avec le nombre des passages, ces marqueurs se maintiennent. Un western blot des cellules 

a été réalisé avec l'anticorps dirigé contre les neurofilaments pour vérifier la spécificité du marquage. 

On constate qu'en dessous d'un certain pourcentage de cellules, les neurofilaments sont 

indétectables. C'est la sous-unit6 moyenne qui est détectée dans les QNR infectées par MH2-PA200 

et les sous-unités hautes et moyennes (150 et 145 kD chez les oiseaux) avec MH2. 

La transdifferenciation des cellules pigmentaires est estimée par la morphologie des cellules et la 

quantification de leur contenu en mélanine. Lors des 10 premiers passages, seules les QNR infectées 

par RAVl présentent un certain pourcentage (10 96) de cellules mélanisées. En revanche après 10 

passages en culture, on assiste à un noircissement intense des QNR infectées par MH2-CL25. Ces 

observations sont confirmées par les dosages de mélanine : après 2 semaines de mise en culture, la 

concentration de mélanine est de 5 pgimg de protéine ; elle passe A 60 &mg de protéine après trois 

mois de culture et à 98 &mg au bout de quatre mois et demi. La mélanine est indétectable dans les 
cellules exprimant la protéine v-mil. 

La recherche de l'expression de neurotransmetteurs s'est révélée techniquement difficile. Cependant 

nous avons pu constater que des cellules contenant de l'acéthylcholine étaient présentes dans les 

QNR non infectées et les QNR infectées par MW-CL25 et MH2-PA200. 

La transdifférenciation cristallinienne a été étudiée morphologiquement par la recherche de corps 
lentoïdes constitués par l'accumulation de cristallines dans les cellules. Dans tous les types cellulaires 
des corps lentoïdes ont pu être observés. L'étude immunologique par western blot a permis de 
constater que toutes les cultures exprimaient les trois cristallines a, B et 6. 
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C. DISCUSSION 

Dans ce travail, nous avons étudié les effets de v-mil et v-myc seuls ou ensemble sur le programme 

de différenciation et de transdifférenciation in vitro des cellules de neurorétine de caille embryonnaire 

de six jours. Nos résultats démontrent que chacun de ces oncogènes est susceptible d'induire une 

prolifération des cellules neuronales et épithéliales dans les cultures infectées. Ces oncogènes 

favorisent la prolifération des cellules neuronales, alors que les rares croissances cellulaires induite 

par le virus auxiliaire RAV-1 se limitent aux cellules Cpithéliales. La transdifférenciation 

cristallinienne survient dans l'ensemble des cultures. En revanche, la transdifférenciation pigmentaire 

n'est jamais retrouvée avec les virus ponant l'oncogène v-mil. Dans les cultures infectées par v-myc, 

les cellules pigmentaires deviennent prédominantes après une dizaine de passages en culture. 

Contrairement à ce qui était classiquement décrit sur les seules données morphologiques (Crisanti- 

Combes, 1982 ; Béchade et al., 1985), les modifications de la différenciation par les oncogènes myc 

et mil sont complexes (figure 34). Un oncogène n'est pas associé à une cellule cible. On observe des 

prédominances nettes de certains types cellulaires avec certains oncogènes. Les marqueurs de 

différenciation utilisés permettent de constater que la morphologie neuronale ou gliale est plus 

hétérogène, certaines cellules étant susceptibles d'exprimer plusieurs marqueurs en même temps 

comme le montrent les expériences de double marquage. Dans les cultures infectées par v-myc etlou 

v-mil, on observe un certain pourcentage de cellules exprimant des marqueurs neuronaux et gliaux, 

ces cellules pouvant correspondre aux cellules multipotentes proposées dans le développement de la 

rétine par Okada et al. (1979). 

Globalement dans les cultures infectées par v-mil se développent préférentiellement des cellules 

présentant des caractères de différenciation neuronale. Il est intéressant de remarquer que des 

cultures transfectées avec un clone moléculaire de MH2 peuvent avec le temps présenter plus de 70% 

de cellules contenant des neurofilaments. 

La transdifférenciation lentoïde est observée avec tous les types de culture, y compris avec MH2 

comme le décrivent Simonneau et al. (1986). Cependant lorsqu'on recherche la présence de 

cristallines dans les cultures de QNR transfectées avec le clone moléculaire de MH2 (il s'agit de 

cellules dites non productrices ne nécessitant pas l'utilisation d'un virus auxiliaire), on ne détecte pas 

ces proteines en western blot. Donc l'apparition de ces protéines pourrait être le fait du virus 

auxiliaire RAV-1 et non de MH2 lui-même. 
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La transdifférenciation pigmentaire est prédominante après un certain temps de culture avec les virus 

porteurs de v-myc. Ces cellules synthétisent de la mélanine. Une banque d'ADN complémentaire a 

été réalisée avec ces cellules et hybridée différentiellement avec de la QNR ; deux ARN 
complémentaires ont ainsi pu être isolés par P.Manin et être rattachés à l'expression d'ARN 
messagers surexprimés dans les cellules infectées par v-myc et non dans les QNR normales. Ces 
ADN complémentaires sont en cours d'analyse. 

D'autres études menées avec les virus MC29 et les mutants de MH2 construits in vitro ont permis 
d'observer les mêmes résultats et de conclure à la faible influence des séquences activatrices LTR des 

réaovims intéressés. Pour compléter cette étude, il serait intéressant de réaliser des cultures clonales 

de cellules infectées pour confirmer l'existence de cellules multipotentes induites à proliférer par les 

oncogènes. En conclusion, l'analyse des programmes de différenciation des QNR sous l'influence 

des oncogènes s'est révélée complexe. Elle a permis de mieux appréhender le système des 
neurorétines pour envisager des études de transfomation incluant d'autres oncogènes que v-mil et v- 

myc.  



III. DEUX PROTEINES ONCOGENES NUCLEAIRES, LA P135gag-mJ'b-ets ET LA 
P61/63mYC, COOPERENT POUR INDUIRE LA TRANSFORMATION DES 
CELLULES DE NEURORETINE DE POULET (ARTICLE III) 

A. INTRODUCTION 

Dans la présentation de ce travail nous avons vu que l'oncogénèse multiétape impliquait un oncogène 
issu du groupe de complémentation de "myc" associé à un oncogène du groupe de complémentation 

de "ras". Les rares associations d'oncogènes nucléaires n'ont pas recherché les critères 
caractéristiques de la transformation et ne peuvent être qualifiées de coopération. Dans la mesure où 

nous avions un système suffisamment sensible la neurorétine d'embryon de poulet (CNR) pour 

mettre une coopération d'oncogènes en évidence, nous avons essayé d'associer différents 

oncogènes. C'est ainsi qu'en testant la protéine oncogène issue du virus E26, nous avons pu 

constater un effet prolifératif dans ce système alors que ce virus n'est connu que pour son effet sur 

les lignées hématopoïétiques (Moscovici et al., 1983) et pour son action sur les fibroblastes (Jurdic 

et al., 1987). Etant donné l'effet transfomant de v-myc dans le système des CNR, nous avons 

remplacé la phase d'induction de la prolifération induite par v-mil dans la coopération v-millv-myc 

par l'induction d'une prolifération par la protéine ~135gW-myb-ets. 

B. OBJECTIF 

Notre travail a cherché à démontrer que dans le système de la neurorétine d'embryon de poulet de 7 
jours, deux protéines oncogènes à localisation nucléaire pouvaient coopérer pour induire la 

transformation. Toute une batterie de tests de transformation a Cté utilisée pour affirmer cette 

oncogénèse nucléaire multiétape. 

C. CONSTRUCTION DES VIRUS ET DES CLONES MOLECULAIRES 

Les clones moléculaires ont été construits à partir des virus MH2 et E26 (figure 35). Un clone 
nommé MHE226 a été établi en insérant en lieu et place de l'oncogène v-mil, l'oncogène v-myb-ers. 

Un mutant de délétion dans le gène mil a été obtenu à partir de MH2 (Col1 et al., 1988). Ce mutant 

noté XSK n'exprime que l'oncogène v-myc. Un autre mutant dClété dans v-ers a également été 
construit. 

Le clone MHE226 exprime la protéine PI 358ag-m~b-ets à partir d'un ARN messager génomique et la 

protéine p61/63myC à partir d'un ARN messager sous génomique. 

Des virus ont été produits à partir de ces clones à l'aide du virus auxiliaire RAV-1 par cotransfection 

sur des cellules embryonnaires de caille (Béchade et al., 1985). Le virus MC29 a également été 
utilisé pour ces expériences. 
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D. LES CRITERES DE LA TRANSFORMATION 

Plusieurs critères ont été analysés pour confirmer la transformation : 

- le clonage en milieu semi-solide, 

- la tumorigénèse in vivo : chez le poussin et sur membrane chorioallantoïde, 
- la disparition de la sécrétion de fibronectine, 

- la désorganisation des filaments intermédiaires, 

- la désorganisation des cables d'actine, 

- la croissance en milieu appauvri en sérum. 

E. RESULTATS 

L'infection des CNR par les virus XSK, MC29, E26 et MHE226 a conduit à des courbes de 

croissance très différentes selon les différents virus (figure 36). MHE226 s'est révélé extrêmement 

proliférant. 

La recherche de l'expression des protéines oncogènes a été réalisée par imrnuno précipitation. Les 

protéines recherchées étaient bien présentes dans les cellules infectées. 

La croissance de clone en milieu semi solide n'a été observée que pour MHE226. E26 est capable 

d'induire une prolifération importante des CNR, mais ces cellules ne clonent pas en agar. 

Il était important de vérifier que les cellules infectées par les virus E26 et MHE226 provenaient bien 
de la neurorétine. Ces cellules expriment le marqueur spécifique de différenciation A2B5 (Eisenbarth 
et al., 1979). 

Le marquage à la NBD-phaiiacidine a permis de montrer la désorganisation des cables d'actine dans 

toutes les cellules infectées par MHE226. 

Un anticorps anti-fibronectine a permis de constater la perte de production de cette protéine de la 

matrice ex tracelidaire. 

Des expériences de tumorigénèse in vivo ont été développées sur des poussins âgés d'un jour (figure 

37). L'injection dans le bourgeon de l'aile ou dans la cavité péritonéale de ces animaux a conduit à 

l'apparition rapide (1 semaine) de tumeurs solides aux points d'injection uniquement par les cellules 

infectées par les virus MHE226. L'ADN de ces tumeurs analysé par Southern blot a permis de 
mettre en évidence le provirus MHE226. Pour éliminer des phénomènes possibles de rejet de 

tumeurs dans le cas des autres cellules, une étude de tumorigénèse a été effectuée sur membrane 

chorioallantoïde. A nouveau, seules les cellules infectées par MHE226 ont donné des tumeurs. 

Pour évaluer la dépendance de ces cellules vis à vis des facteurs de croissance du sérum, les cellules 
ont été soumises à un milieu contenant 1 % de sérum de veau foetal. Les cellules infectées par E26 et 

MHE226 pouvaient encore pousser. La Pl  35gag-ml'b-e's permet donc de réduire les besoins en 
facteur de croissance des cellules. 
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Une analyse de la coopération des protéines oncogènes ~ 1 3 5 g a g - m y ~ - ~ ~ ~  et ~ 1 0 0 8 a g - ~ i l  a été 

effectuée. Ces deux protéines bien qu'appartenant à des groupes de complémentation différents (la 

PlOOPg-mi* est une protéine cytoplasmique) ne sont pas capables de coopérer dans le système des 

CNR. 
Une analyse des marqueurs de différenciation des cellules de neurorétine a permis de montrer que 

des cellules d'origine neuronale et gliale proliféraient sous l'action des virus E26 et MHE226. 

MHE226 exprime l'antigène A2B5 de manière similaire à MC29, E26 ne l'exprime que faiblement. 

Toutes ces cellules expriment l'antigène 3A7 filament intermédiaire de cellule gliale (Lemmon, 

1985). Les cellules infectés par E26 synthétisent de plus grandes quantités d'acétylcholine que les 

cellules normales, alors que des niveaux très bas sont détectés dans les cellules MHE226. 

F. DISCUSSION 

Nous avons démontré dans ce travail que : 

- E26 est susceptible d'induire la prolifération des CNR, 

- la P1358ag-m~b-ets coopère avec la P61/63mYc dans la transformation des CNR bien 

qu'appartenant au même groupe de complémentation des oncogènes nucléaires, 

- cette coopération entre oncogènes nucléaires est confmée par une battene de tests de 

transformation. 

La protéine ~1358ag-m~b-ets est susceptible de réduire les exigences en sérum des CNR ; la protéine 

P61/63mYC n'est pas capable de pallier les besoins en facteurs de croissance dans les systèmes des 

fibroblastes et des cellules myéloïdes (Adkins et al., 1984). Différentes Ctudes ont montré que 

d'autres oncogènes (v-src, v-mil, oncogènes du groupe des tyrosines kinases) pouvaient compenser 

cette carence (Adkins et al., 1984 ; Palmieri et Vogel, 1987). Ces résultats suggèrent que la P135gag- 

m~b-etspourrait également jouer ce rôle. Le fait que la ~1008ag-mil ne puisse pas coopérer avec la 

P1358ag-m~b-ets suggère que ces protéines pourraient agir sur la même voie métabolique pour induire 

la prolifération des CNR. 

Les effets de ces deux protéines nucléaires sur la différenciation ne sont pas clairs. Cependant le 

maintien de la présence de cellules portant l'antigène A2B5 lors des infections avec MHE226 permet 

d'éliminer l'hypothèse selon laquelle ce virus (ainsi que le virus E26) pourrait atteindre une cible 

hématopoïétique perdue au milieu de la neurorétine lors de sa mise en culture. 

Ces résultats tendent à démontrer que les CNR constituent un outil puissant pour la détection de 

gènes pouvant coopérer avec v-myc dans la transformation. L'étude de l'importance respective des 

oncogènes v-myb et v-ets dans la protCine P135gag-myb-ets pourrait être analysée dans ce système 

cellulaire. 
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CONCLUSION 

Contrairement à la règle des groupes de complémentation, deux protéines oncogènes nucléaires 
peuvent coopérer dans la transformation. Un des oncogènes utilisés dans ces expériences, la 

P135gag-m~b-ets porte deux oncogènes différents, l'oncogène myb et l'oncogène ers. 
Le virus AMV et les mutants thermosensibles de E26 constituent des outils de choix pour l'analyse 
fine de l'action de ces deux gènes. L'étude du virus AMV permet de constater que v-myb est 

susceptible d'induire la prolifération des cellules de neurorétine de caille. Ces cellules expriment le 

marqueur A2B5 caractéristique des neurorétines. Une transdifférenciation très marquée de type 

cristallinien est observée. v-myb induit également une transdifférenciation de type pigmentaire. 

L'analyse de l'effet de mutants thermosensibles pourrait permettre de mieux comprendre les 

importances respectives de v-myb et v-ers dans la coopération. 

Connaissant le rôle des facteurs de croissance dans la transformation et la coopération, des études 

sur l'influence d'un de ces facteurs, le FGF, sur les neurorétines ont été réalisées. La production de 

facteurs de croissance particuliers par les neurorétines proliférantes (effet de la PlOOgag-mil et de la 

P l  35gag-m~b-ets) est recherchée. 

A partir d'un criblage différentiel, deux ARN complémentaires spécifiques des QNR infectés par 

v-myc ont pu être isolés. Leur schéma d'expression a été analysé par B.Vandenbunder et son équipe 
dans l'embryon. On peut constater une spécificité d'expression dans certaines couches cellulaires du 

globe oculaire, ainsi que dans l'épiderme. Une analyse fine et un séquençage de ces gènes est en 

cours. 

Des travaux portant sur l'injection précoce de rétrovirus porteurs d'oncogènes dans l'embryon de 

Poulet et de Caille ont permis de toucher des cibles cellulaires inhabituelles et d'induire des tumeurs 

cardiaques avec l'oncogène rnyc (Saule et al., 1987). Des travaux réalisés par F.Dieterlen et son 

équipe sur l'injection du virus MHE226 ont permis de constater Cgalement l'apparition de telles 

tumeurs. 

Il serait en outre intéressant d'appréhender les mécanismes moléculaires de cette coopération. Mye, 

myb et ers sont des oncogènes nucléaires. myb et ets sont des facteurs de transcription ; le rôle de 

rnyc n'est pas établi, mais il pourrait faire partie du groupe des adaptateurs. 

Plusieurs questions se posent : 
- la fusion des protéines myb et ers dans la ~ 1 3 5 8 a g - ~ ~ b - e t ~  est-elle fortuite, ou favorise t-elle 

la furation de cette protéine sur des gènes importants pour la prolifération et la différenciation 
des neurorétines ? 

- les protéines myb et ers transfectées dans le système des neurorétines sont elles capables de 

former des hétérodimères et d'améliorer ainsi leurs propriétés transactivatnces ? 



- existe-t-il un site de fixation de mye situé sur les promoteurs des deux gènes isolés par 

criblage différentiel des QNR infectées par MC29, ou mye agit-il par l'intermédiaire d'une 

protéine MYAP, MAX ou autre ? 

- existe-t-il des gènes possédant à la fois sur leur promoteur les deux motifs de fixation de 

myb et ers parmi les gènes exprimés dans les neurorétines proliferantes ? 

Ces résultats expérimentaux et les questions qu'ils suscitent amènent à constater la complexité de la 
physiopathologie des cancers. L'existence de proto-oncogènes codant pour des facteurs de 

transcription montre une fois de plus le rôle critique joué par ces gènes dans la vie cellulaire. L'étude 

des cancers a imprime un nouvel élan à la biologie cellulaire et moléculaire. Les proto-oncogènes ont 

permis de cloner directement des gènes que des approches plus systématiques auraient isolés 

tardivement. Les cancérologues moléculaires se sont éloignés de la thématique cancer. Cet 

éloignement est apparent, il n'est que le témoin de l'intrication étroite des mécanismes de genése des 

cancers et des fonctions les plus élaborées de la vie cellulaire, prolifération et différenciation. Il 

existe probablement plusieurs cancers, leur compréhension doit passer par une analyse fine des 

processus de développement du tissu implique. Pour pouvoir résoudre le problème des cancers, 

cause majeure de décès dans le monde occidental, il paraît nécessaire de résoudre le problème de la 
vie. 
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Characterization of a MH2 Mutant Lacking the v-myc Onqene  I 
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I 
~e bava prrriooriy rcportcd that a virus. MH~-PA~DO, l.ek~ng the d i i i t g  b trinrform 

quail cmbryo œlb, wuld k bolated from r i l d  type (rt) MH2 ntoelu puraged on chieken 
newre t ina  celis. We rrpo* b e n  tbe molcculu doning and extensive c h e t i o n  of 
thia M H 2 - P m  provirus Molecuiuly eloned MH2-P11200 DNA ru found ta rtimaiatc - ; " - . - .  - 
the groath of netuoretin. a l L  by tranafection u u y a  and our radis indiotc that thin - 

.. ' 

recombinant h r a a  deritcd fmm the U V - 1  helper ririy in rh ich  wnii  and a am11 - . ., 
put of m y e  of MH2 r e m  q u i r d  a t  the erpew of helper ( u - â m u )  aaquencu 
In order ta rwss the p&e bounduy k t w n n  the ~ y c  and m u  g e n u  r e  detumined 
the nuclcotide aequencc of the jonction fragment and nhored that 11 of 13 nndrotida of 
the enugene rw identicai ta the aiycrequena a t  the rccombiition point The noclrotide 
rcquencc of tbe mymn, j a r d o n  h g m e n t  of another r imilu and independentiy p n ~ t e d  
MH2 mu-t nhowed r imiluly 9 nuclcotides of homology k t r n n  the rnv and mye b- 
quencu a t  tbe recornbination point that  took place a t  another ri* ruggating thnt a 
hornoloqous mombination o c e n r d  betwecn MHZ and U V - 1  ri& to genemte MH.2- 
PA200 and nimiiar m o t a n b  O uc A ~ - K  h lsr 

r n O D U C I I O N  

The avian retrovirus Mill-Hill No. 2 
(MH2) is a replication defective retrovirus 
that induces carcinomas in fowl and trans- 
forms several ce11 types in culture (Graf 
and Beug, 1978). The MH2 genome contains 
the ~ n y c  oncogene a b o  foand in three 
other retrovinises (MC29, CMIi, OKiO) and 
a second cellderived oncogene m i l  (Col1 
et a i ,  1983, Jansen et ui, 1983) related to 
the src gene of RSV (Galibert et ai, 1984, 
Kan et d, 1984). In MH2 transformed celis, 
wnil is expressed as a 10-kDa polyprotein 
(Hu et ai, 1918) resulting from the fusion 
of gag and mil  sequences (Bechade d ai, 
1985). This cytoplasmic protein exhibits an 
in vitro phosphothreonine/phosphoserine 
kinase activity (Moelling et ai, 1984). v m y c  
is expressed as a W63-kDa protein doublet 
encoded by a 2&kb subgenomic mRNA 
(Hann et al, 1983, Martin et u i ,  1986). We 
recently distinguished some biological 

'To rhom r q u a t a  for reprints ahould be ad- 
draeed 

properties of the miZ and rnyc oncogenes 
by studying the properties of virus-infecteci 
avian fibroblasts and embryo neuroretina 
cells (NR cens). wt-MH2, MC29, CMZI, and 
O U 0  which contain v-myc are able to 
transform avian fibroblasts whereas wt- 
MH2 which contains both Pmil and m y c  
bas in addition the abilitp to induce the 
proliferation of avian embryo NR cells 
(Bechade et ai, 1985). From MH2 producing 
'chicken NR celis we Wolated MH2 mutants - 
which are unable to morphologically 
transform avian embryo cells and do not 
contain the functional ~ n y c  oncogene. In 
order to define the genetic organization of 
such m y c  defective mutants, we molec- 
ularly cloned a *m i l  containing provirus 
from MH2-PA200 proliferating quail NR 
cells (Bechade et ai, 1985). Our results sug- 
gest that MH2-PA200 was generated by - 
homolgous recombination between the 
RAV-1 helper virus and MH2, resulting in 
the replacement of most of the helper gag- 
pd-env sequences by mil and part of u 
myc of MH2. 
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MATERIALS AND METHODS 

Ce& and vinses MH2-PA200 was pre- 
viously characterized (Bechade et d, 1985), 
and was derived from a MH2 (RAV-1) 
pseudotype virus obtained by superinfec- 
tion of a non-producer quai1 fibroblast 
clone MH2 QB2 with RAV-1. Another MH2 
mutant (hlH2-PA201) was isolated from 7- 
day-old chicken embryo neuroretina (CNR) 
cells infected by a virus produced by quai1 
embryo cells (QEC) co-transfected with wt- 
MH2 DNA, pMH2-Hd (Col1 et ai, 1983) and 
helper DNA pRAV-1 (a kind gift of J. M. 
Bishop). 

Transfecth procedure Seven-day-old 
quail embryo neuroretina (QNR) cells were 
transfected with phage DNA according to 
the calcium method developed by Graham 
and van der Eb  (1973). Precipitated DNA 
(35 rg) was added in 1 ml volume to 100- 
mm dishes containing I O 7  cells. After 1 h r  
incubation, cells were fed with 10 ml . 
of Dulbecco's modified Eagle's medium 
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf 
serum (FCS). Ten days later, proliferating 
ceIIs were observed and were grown up in 
DhIEM 10% FCS. 

Nucleic &th analt/sis High molecular 
weight DNA was isolated as described (Coll 
et cd, 1983). Cellular or cloned DNAs were 
digested with restriction endonucleases 
(Boehringer Mannheim. FRG, and BRL 
Inc., USA) according to the supplier's in- 
structions. Fragments were size separated 
by agarose gel electrophoresis and trans- 
ferred to nitrocellulose according to 
Southern (1975). Total cellular RNA w k  
extracted and fractionated on oligo (dT)- 
cellulose as  described (Saule et al, 1983). 
Polyadenylated fractions were denatured 
by glyoxal treatment, submitted to elec- 
trophoresis in 1% agarose gels, and trans- 
ferred to nitrocellulose. Blots were hyb- 
bridized to 9- labeled DNA, washed and 
subjected to autoradiography a t  -?O0 as 
previously described (Saule et a l ,  1983). 

C h e d  DNA probes DNA fragments for 
the preparation of ?P probes s e r e  obtained 
from suitable recombinant plasmids by 
endonuclease digestions and agarose gel 
purification. 

The LTR probe was from the RSV-SRA 
genome and represented the 0.36-kbp 
EwRI fragment containing the LTR se- 
quences. The gag probe (Sad-EcoRI), the 
pol probe (EcoRI-KpnI). the 5' env probe 
(KpnI-EcoRI), and the 3' env probe - 
(EcoRI-&CI) were derived from Pr-RSV- - 
A and previously described (Saule et d, 
1983). myc probes includeà a 3 ' v m y c  probe 
(HpI-PstI) derived from pUHX-Hd (Coll 
et d, 1983) and a 3' o m y  probe corre- 
sponding to the 3' haif of chicken exon 3 
(Saule et cd, 1984). The t~mllprobe was ob- 
tained from the 1.1-kb BamHI-HpaI frag- 
ment of plasmid pMH2BS (Col1 et al, 1983). 
The puriiied fragments were labeled 
through nick-translation reaction (Amer- 
sham nick-translation kit) in the presence 
of m]dCTP according to the supplier's in- 
structions. 

Cloning procedures MH2-PA200 (RAV- 
1) growing QNR cells were used as  source 
of DNA and a partial EcoP.1 gene library 
was prepared in a Charon Li vector, as re- 
ported (Coll et ai, 1983), a i th  a minor mod- 
ification in the preparation of Charon 4A 
arms by purification on a sacrose gradient. 
MH2 (RAV-1) proliferating CNR cells were 
nsed similarly as source of DNA in order 
to isolate w n y c  deleted bM2 CNR provirus 
h m  a partial Sau3A gene library prepared 
in EMBL 4 vector. One such recombinant 
was called MH2-PA201. 

Protea'n h Z i n g  and im rnunopre~1~pr~ta- 
tion Labeling was perfonned on semicon- 
fluent. cultures seeded in 100-mm petri 
dishes by incubation in 3 ml of modi6ed 
Eagle's medium lacking methionine (Met) 
followed by the addition of 0 2 5  mCi 
(%)methionine for 60 min Cells were lysed 
in 3 ml of 0.1% SDS, 1% Triton, 0.5% de- 
oxycholate, and 1% trasyloi, Tris-HC1 10 
m\i, pH 7.4, NaCl 150 dl, EDTA 1 mM 
b d e r  (RIPA), and clarifled a t  100,000 g for 
1 hr. Supernatant (0.25 ml) was then in- 
cubated for 3 h r  a t  4' with 3 pl rabbit an- 
tiserum prepared e t h  a bacterially ex- 
pressed protein corresponding to the car- 
boxy terminal part  of P1OOaQm"(F. Denhez 
and J. Ghysdael, in preparation). Protein 
A-Sepharose beads (10 mg) were added to 
each sample for 3 h r  a t  4'. Beads were 
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washed in RIPA buffer, then in a buffer 
containing Tris-HC1 10 mM, pH 7.4, NaCl 
150 mM, EDTA 1 mM. Radioactivity wai  
recovered by elution from beads by 5 min 
boiling in electrophoresis loading buffer 
(1% SDS, 5% mercaptoethanol, 10% glyc- 
erol, 50 mM Tris-HC1, pH 6.8) and loaded 
ont0 10% acrylamide gels, followed by fluo- 
rography of the dried gels (Bechade et ai, 
1985). 

Preparatitm of the envmycfragment and 
nucleotide sequm'ng. Subcloning of the 
EcoRI Agag mdAmycAenv fragment of the 
MH2-PA200 provirus was performed in the 
EcoRI site of pKH47 (Hayashi, 1980). Sub- 
cloning of the BamHI-EcoRI md-Amyc- 
Aenv fragment of MH2-PA201 was per- 
formed similarly in BamHI-EcoRI sites of 
pKH 47. MH2-PA200 plasmid DNA was 
digested with HincII, digests were loaded 
ont0 a 1% agarose gel and electrophoresed 
overnight. The 0.4-kbp Amil-Amyc-4env 
fragment from MH2-PA200 was then re- 
covered and digested with HaeIII. For 
MHz-PA201, plasmid DNA was digested 
with HpaI-XbaI and the 0.4-kb Amil-4myo 
Aenv fragment was recovered from a 1% 
agarose gel and subjected to HaelII enzy- 
matic digestion. Nucleotide sequencing was 
performed by the Maxam and Gilbert pro- 
cedure (1980). The fragments were de- 
phosphorylated and labeled with [ySPNTP 
and polynucleotide kinase as described 
(Herisse et al, 1980). To separate the two 
labeled strands, fragments were denatured 
at 92" in 30% dimethylsulfoxide and frac- 
tionated in a polyacrylamide gel. 5' labeled 
single stranded fragments were recovered 
from the gel and subjected to chemical 
degradation with reagents specific for G, 
AG, CT, C, and AC. 

RESULTS 

QNR cells were infected with biologically 
cloned MH2-PA200 (RAV-1) pseudotype 
virus. DNA from these cells was used as a 
source of DNA for the preparation of a 
gene library. High molecular weight DNA 
was partially cut with EcoRI restriction 

endonuclease, ligated with parified X 
Charon 4A arms, packaged and arnpIi5ed. 
One X phage which hybndked with the 
+mi2 and 3' env probes WPS Uoiated, then-- 
purified and amplified. Phage DNA was .Y - . - 
prepared and digested with dinerent re- 
striction enzymes. Fragments aere  run on 
agarose gels, transferred to nitrocellulose 
and hybridized with d s e r e n t  9 - n i c k  
translated probes. A detailed restriction 
map of the provirus is shown in Fig. 1. 

The hybridization patterns obtained 
(Fig. l),  allowed the following observations: 
first, the cloned MH2-PA200 provims con- 
tained a LTRgag sequence probably de- 
rived from RAV-l helper virus, since the - 
KpnI endonuclease site present in wt-MH2- 
LTR but absent in RAV-1 was not found 
in MH2-PA200. In addition the Pst1 site 
located in the 5' part of the gag sequence 
in both hIH2-PA200 and the RAI--1 helper 
virus was not present in w t - b W  (Fig. 1). 
Second, the MH2-PA200 provirus hybrid- 
ized to the 5' v-myc probe but not to the 3' 
vmyc probe suggesting that  p a n  of the 
v-mye gene was present in this recombi- 
nant virus. Finally, both the 5' and 3' env 
probes hybridized to the bIH2-P.4200 pro- 
virus DNA. The pi probe did not anneal 
(data not shown). Therefore it appeared 
that the 3' recombination point occurred 
between 5' myc sequences of vit-- and 
5' env sequences of RAV-1 helper. 

MH2-PABOLFliùe Mu&& Are RemaM bg 
Neurmetina Cells 

The use of a specific biological assay (NR 
ce11 proliferation) reveals rapidlr and ef- 
ficiently MH2-PA200-like mutanu. This . 
was illustrated by analyzing proviral DNA 
from NR cells freshly infected 6 t h  virus 
produced from QEC transfected with 
pMH2-Hd and pRAV-1 DNAs; this wt- 
MH2 (RAV-1) virus was passaged only once 
on quail embryo cells (QEC) after trans- 
fection. Chicken NR cells were passaged . 
twice 20 days after infection with cloned 
wt-MH2 (RAV-1) virus in order to select 
proliferating cells before proviral DNA 
analysis. Southern blots of DN& cleaved 
with EcoRI or  other endonucleases allow- 
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A 
Eco RI EcoRI/Pst  1 Pst 1 B.ni PI/Bind III 

Kbp Lt8r LTR mi1 y s S 0  y c l '  .nvJa u p  ~ r r i  qaq aAl.nvS'uv1' Kbp LTR qbq a i l  anvS' onvl' Kbo Z Y r  LZY rCI y c S *  .nul' 

Fie. 1. Characteriution of cloned MH2-PA200 proviral DNA. (A) X MH2-PA2W phage DSA w u  
diguted with EwRI. EwRI-Pd, Pd. BamHI-HindIII restriction enzymes. Digesb (1 &lane) 
were separated on 1% agaroae gek. trmsferred onto nitrocellulose. and h y b r i d i i  with the aick- 
truulated probes lbted atm the top of the figure. Siza of r igninunt  hybridization positive MH2- - 

. 

P11200 ban& are indicarcd ( u m r h d ) .  (B) Organization of MH2-PA200 DNA: a restriction map 
of the recombinant virua ton k c o m p d  with that of the cloned MH2-Hd ( lu i t  3). &striction 
e n d o n u c l u ~ s  oscd were RI, EwRI; & X p I ;  S1, Stl; Pl. Pa; Bl. BamHI. X1,XAoI; BZ &tii; HZ, . 
HineII; P2, AiuII; H3. HindIU Only the ratriciton r i t u  d a e r e n t  from those of MH!2-PAaDO have 
been indiuted on wt-MH2 provirus restriction map. The fint H i 4 1  rite pnsent in hM2-PA200 
w u  a b  a HpaI rite. SD, iplice donor rite; SA, rplice accepter rite. X arm DNA. =$ ce l luh  DNA. 
-; Lm. m. 

ing to distinguish bebveen parental and 
mutant viruses were hybridized to  a m i l  
probe (Fig. 2). For example, EcoRI endo- 
nuclease which cuts in the LTRs of wt-MH2 
DNA revealed a provirus-sized band of 5.5 
kbp in QEC transformed by wt-MH2 (first 
lane). No band corresponding to recombi- 
nant mutants (expected around 3.5 to 4.0 
kbp if the interna1 EcoRI site in the helper 

env gene were acquired) was detected, in- 
dicating tha t  such mutants, if present, 
represented a minor fraction of the pro- 
viruses. A similar experiment performed 
on chicken NR cells (Fig. 2, third lane) 
readily revealed a strong 4.0-kbp band cor- 
responding to recombinant molecules, in 
addition to a faint 5.5-kbp wt-blH2 proviral 
band. The mutant molecules at  4.0 kbp dif- 
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F'Ic. 2 Southern blot analpis of integrated provi- 
rusa  from wt-MH2 and mubnt infectcd celh. High 
moluular weight DNA from infectcd cells w a  di- 
gated with EcoRI. PatI. and &I-HindlLI uidonu- 
c l e u a .  Sire sepiratcd eellular DNA fragments wcre 
transferred to nitrocetlulore and hybridized with the 
BamHI-Hm1 vmii probe. CeIl îypw and viruso are 
hted rcnar the top of the figurc Arrowhesds indiute 
 mil conuining DNA fragments. 

fered in size from the EcoRI fragment of 
3.6 kbp seen with MH2-PA200 mitogenized 
(quail) NR ceils (Fig. 2 lane 2) suggesting 
that  distinct recombination events had oc- 
curred in these two separate experiments. 
These results were confirmed by using 
other restriction endonucleases like Pst1 or 
-1 + HindIII (Fig. 2) or other probes like 
gag or 5' rnyc (data not shown). Bands 
mithout arrows in Fig. 2 represent frag- 
ments of the cellular mil DNA. We thus 
conclude that  molecularly cloned wt-MH2 
can rapidly recombine with the RAV-1 
helper to yield mutants lacking most of 
u-myc that  appear to bear a selective ad- 
vantage on chicken NR cells. 

N e a ,  we examined the transcription 
patterns of the MH2 mutants detected in 
Fig. 2 lanes 2 and 3. Polyadenylated 
mRNAs extracted from MH2-PA200 QNR 
and MH2 CNR cells were hybridized on 
Northern blots with mil and other probes. 
Results in Fig. 3 show that the MHz-PA200 
virus exhibited a 5.6-kb genomic RNA 
which also hybridized with the LTR, 5'myc 
and 3'mv probes. In addition, the LTR and 
3' m v  probes detected a 8.4- and a 3.2-kb 
viral RNA encoded by helper RAV-1 as well 
as a 2.4-kb band which also hybridized to 
the 5' rnyc probe but not to the v-nril or 3' 
rnyc probes. These results suggest that  the 

splice acceptor site of the myc gene is con- 
served in this provirus and Ica& to the 
expression of a small subgenomic myc-env 
RNA. When analyzing MH2 CNR cells, a 
6.0-kb MH2-RAV-1 recombinant genomic i 
RNA was detected with a 3' env probe i n r -  

' 

addition to the 8.4- and 32-kb helper 
mRNAs, confirming that  this ras a recorn- . 
binant distinct from MH2-PL2.  The ex- 
istence of a putative subgenomic mRNA . I 

could not be demonstrated for this recom- ! .  
' ! .  

binant since its expected size aas close to 
that of the RAV-1 helper m v  USVA a t  3 2  
kb (Fig. 3 last lane). 

Nudeofide Sequeme of the m yc-env Junc- 
tion in  the Recombinants 

For further analysis of recombination, 
we molecularly cloned the abovedescribed 
recombinant. A Sau3A DNA library from 
MH2 CM3 cells in X EBIBU =as screened 
with mil and env probes and a recombinant 
X phage (MH2-PA201) containing a DNA 
insert which hybridized to both probes -.as 
isolated. The precise boundary between 
rnyc and env sequences was then deter- 
mined in MH2-PA200 as aell as MH2- 
PA201. 

WH2-PA200 QNS iWi2 CNR 

ICb Lr" m i l  myes' wc3' c-v?' r ~ v 3 '  10 I 

1 

RG. 3. S u e  of viral tranrcripu in proliferating NR 
celk. Poly A* eonuiriing %VA au denrturcd. wpa- 
raud on 1% agarose gel, and a n s f e m d  to nitrocel- 
lulose. Blou were hybridizcd rith the p r o k  lis& ' 
.cross the top. The size of the viral trarucripts is in- 
dicated in the Ieft- and right-hurd columnr of the 
figure. Bands at 8.4 and 3 2  kb rith the 5' myc probe 
were unexpected and probably due to a small eont-am- 
ination of the myc fragment by other YH2 relavd 
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The 0.4-kbp HincII fragment from MH2- 
PA200 provirus and the 0.4-kbp HpI-XbaI 
fragment from MH2-PA201 provirus were 
purified on agarose gels, cleaved with 
Hue111 endonuclease and subjected to nu- 
cleotide sequence determination by the 
Maxam and Gilbert procedure. In Fig. 4 we 
compare the relevant nucleotide sequences 
to the wt-MH2 rnyc and SRA env se- 
quences. In these two mutants i t  appeared 
that  the recombination points were differ- 
ent but exhibited several similarities. In 
MH2-PA200, 11 homologous nucleotides 
divided into two stretches of five and six 
nucleotides were found berneen the env 
and myc sequences, whereas nine homol- 
ogous nucleotides divided i n t o  two 
stretches of four and five nucleotides, were 
obsened in MH2-PA201. This suggested a 

hc. 4. Nuclcotide sequencc of the myc-env junction 
fragment The determincd nuclcotide sequenca of 
MH2-P11200 and MH2-PA201 (ahovm in Fig. 2 in MH2 
CNR lana) myc-env junetion acre compared to the 
myc sequence of art-MH2 (Galibert d d.  1981) and 
rnv requence of RSV (Schwartz et d.  1983). For both 

i recombinants, we have indicated the structure of the 
BamHI-EcoRI fragment used to determine the se- 
quence. For MH2-PA200 the nuclcotide sequeacc w u  
determincd by the M u a m  and Gilbert procedure 

I (1980) on both strandr, whereu one strand waa se- 
quenced for MH2-PA201.m repraents myg. asterislu 
represent nucleotides of mycMH2 (upper line) 
andlor m R S V  (lower line) homologour to the nu- 
elcotida of m v m n ,  junction of the mutants. Shrtcha  
of nucleotides cornrnon in the three sequenm are 
boxed. 

similar mechanism of recombination for 
these two viruses. 

The mil G a e  of the MoLecdarly Claed - 
MHz-PA200 Is BidoqicaUy Adive - -- . - 

We examined whether the moleculary 
cloned --PA200 was biologically active. 
X MH2-PA200 DNA was used to perform 
transfection on QNR cells. DN-A (30 pg) was 
transfected together with RAV-1 plasmid 
DNA (5 pg) onto 10' QNR cells. Ten days 
later, growing cells were detected and 
propagated. These cells were checked f o r .  
the presence of MH2-PA200 by protein 
analysis using specific antisera derived 
from bacterially expressed vmi i  polypep- 
tide. WJMet-labeled total cellular extracts 
mere cballenged with rabbit anti-nrii as 
well as rabbit anti-gag sera. Immunopre- 
cipitated proteins characterued by their 
apparent molecular weight in SDS-poly- 
acrylamide gels are shown in Fig. 5. The 
~ 1 0 ~ " '  fusion protein was detected in 
these growing NR cells. Virus produced by 
the cultures induced the g r o ~ t h  of fresh 
CNR celLs (data not s h o m ) .  Thus we con- 
cluded that  cloned MH2-PA200 provirus 
was biologically active. 

DISCUSSION 

We reported previously that  defined bio- 
logical systems allowed to rereal distinct 
activities for the two oncogenes mil and 
vmyc  of wt-M. (Bechade d a l ,  1985) and 
to isolate mutants expressing only one or  
the other oncogene product. K e  have de- 
scribed mutants expressing the p61/63"F 
protein that  transform QEC but do not in- 
duce NR cells proliferation (Martin d d, . 
1986). F e  now report the characterization 
of mutants expressing the P I V J  gene 
product that  induce the proliferation of NR 
cells, but not transformation of QEC. Two 
such mutants MH2-PM00 and MH2- 
PA201 were molecularly cloned and the 3' 
recombination points were sequenced. The 
mutants appear to have arisen through 
homologous recombination between wt- 
MH2 and the RAV-1 helper virus used. The 
mutants consist of RAV-1 molecules hav- 



278 MARTIN ET AL 

A-MHz-PA200 QNR Wt-MHZ QEC 

1 2 3  7 2  
M I<d 
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FIG. 5. Immunoprecipitation of P I P d p r o t e i n  in 
QNR a l l s  tr~nsfected with iarnbda MH2-PA#)O DIVA 
Growing celL were labelcd for 1 h r  with [PSI 
methionine, Iped, and incubated with rabbit  anti-gag 
aerum prepared with the bacterially expressedXho1- 
BamHI fragment of the gag gene (F. Ferre. unpub- 
lished data)  (lane 1); rabbit anti-mil serurn (lane 2); 
and the  same serum preincubated +th  the  c o n t  
sponding polypeptide (lane 3). CeIl types used a r e  in- 
dicated on top of the figure. 

ing acquired v-mil and 200-300 nucleotides 
of v-myc from wt-MH2 a t  the expense of 
Agag-pol-Ienv helper sequences. In both 
cases, the 3' recombination points occurred 
between myc and env sequences, but  a t  
distinct location in both genes. Little in- 
formation was obtained concerning the 
precise 5' recombination points t h a t  oc- 
curred probably within the gag sequences 
between the PstI restriction site in wt-MH2 
a t  nucleotide 1542 (Galibert et d, 1984) and 
the beginning of mil since this PstI si te is 
present in wt-MH2, absent in RAV-1 and 
also absent in both recombinants. Finally, 
both mutants are expected to still produce 
a subgenomic mRNA (Le., 2.4 kb for MH2- 
PA200 in Fig. 3). The smallest deduced 
protein (for MH2-PA201) would include 6 
amino acids of gag joined to 16 amino acids 
of mvc Although unlikely, we cannot for- 
mally exclude a participation of such a 
product to mitogenicity. Recombinant vi- 
ruses may have occurred through reverse 
transcription of viral RNA, as proposed by 
b f f in  (1979). The quite high frequency with 
which mutants seem to segregate in wt- 
MH2 transformed CNR cells could relate 
to two factors. First, C'NR cells induced to 
proliferate by MH2-PA200-like viruses 
remain attached to cell-culture plates 
whereas wt-MH2 infected cells a re  trans- 
formed and easily released into the culture 

medium. They could have lost N-CM-me- 
diated adhesion as shown for CNR cells 
transformed by Rous sarcoma virus 
(Brackenbury et a l ,  1984). Second, recom- 
binant mutants appear to propagate much, 
more efficiently than wt-MH2, since titers z- . 
were found to be over 106 mitogenic units 
for MH2-PA200 (RAV-1) a s  compared to I 
only 103 focus forming units for wt-MH2 I 

(RAV-1). These two factors concur, sepa- 
rately or together to favor the selection of . . 
hiH2-PA200-like mutants in infected CNR 
cells. Such a selection does not occur in 
chicken fibroblasts ahich may explain why 
this type of mutant was not observed pre- . 
viously. 

Finally, with its mil oncogene MH2- 
PA200 resembles the mammalian retro- 
virus MSV 3611 that includes the mouse 
analog raf (Jansen et aL, 1984) of t.-mil and 
has been shown to induce sarcomas in mice. 
We are thus currently testing the in vivo 
properties of Our mutants. 

F e  thank C. L.grou. A Begue, and M. Benaissa for 
excellent technical usistrnce, B. Vandenbunder and 
K Boulukos for  helpful discussion, N. Devusine for 
patient typing. and M. B. Rats  for help in the manu- 
script preparncion. This aork  w u  supporteà by fun& 
fmm Institut Nationil  de ia Santé e t  de la Recherche 
bléàicale. Centre National de la  Recherche Scienti- 
fique. Institut Pasteur de Lille. and Association pour 
la Recherche s u r  le Cancer. CH. ia a fellow of Ligue 
Nationale Fran-ise a n t r e  le Cancer. 
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Expression of the plWu-& prolein of avian retrovirus hIH2 in cultured chicken embryo neuroretina cells 
was prenously shom to resuit in the proliferation of oormaUy quiescent ceIl populations. Wc sbow hert that 
long tetminai repeat activation of the carboxy termiDus of the c-mil gent is sufncient to induce neuroretina ceIl 
proliferation. 

The v-mil gene of MH2 is expressed as a 100-kilodaiton 
&Da) polyprotein resulting from the fusion of gag and mil 
sequences (2, 14). This cytoplasmic protein exhibits an in 
vitro serine-threonine kinase activity (4. 20) and is respon- 
sible for avian embryo neuroretina (NR) ce11 proliferation in 
infected cultures (2). The v-n:i1 gene represents a truncated 
form of the chicken cellular mil (c-mi0 gene (17). The regions 
of C-mi1 with homology to v-mil are distributcd over 14 
kiiobase pairs (kbp) of the chicken genome and are organized 
in 11 exons (16). Predicted sequences of the v-mil and c-mil 
proteins dEer by 5 arnino acids among 379 amino acid 
residues (16). v-mil is closely related to v-raf, the transduced 
oncogene of the highiy oncogenic munne sarcoma virus 
N S V )  3611 (18, 26, 31); however, v-mil has 5' additional 
sequences denved from three exons of its chicken cellular 
homolog (7). The v-mil gene shares significant sequence 
homology with the src gene family (11). whose members also 
induce proliferation of NR cells (5. 23). However, con- 
structed Rous sarcoma virus variants encoding p60C'"C in- 
stead of p6OV"" lack the mitogenic function of the 5rc gene 
(15). Since the c-neu (1) and c-src (19) proto-oncogenes 
appear to acquire their transforming abiiity through mutation 
of a single amino acid, it was of some interest to know 
whether c-mil sequences themselves were able to cause 
proüferation of NR cells or whether the acquired mutations 
activated the biological function of the v-mil gene. We 
therefore examined the gowth properties of NR cells 
transfected with retroviruses containing the carboxy- 
terminal part of c-mil. 

We have constructed recombinant plasmids from 
pMH2HdX. a derivative of pMHlHd (6) with minor modifi- 
cations resulting in the deletion of the XbaI-HindIII flanking 
cellular sequences, and either chicken or human cellular 
mil-raf-1 sequences (Fig. 1). pPVS, a derivative of 
pMHZHdX, was used as staning material for recombinant 
plasmid construction and as positive control in transfection 
experiments. pPVS was generated by an intemal deletion of 
a 443-bp PvuII-Sa11 fragment in the myc gene, which pre- 
vented the expression of an active myc oncogene product 
Fig. 1). 

In pSmXH c-mil, substitution of partial chicken c-mil 
sequences for v-mil sequences was carried out, taking ad- 
vantage of the fact that the splice donor site of the gag 
sequences was in phase with the splice acceptor site of exon 

Corrcsponding author. 

4 of the chicken C-mil sequences homologous to v-mil. This 
recombinant plasmid was constructed by changing a viral 
SmaI site into a XbaI site by linker insertion and then 
replacing the 2.5-kbp Xbal-HpaI gag-mil sequences by a 
9.2-kbp XbaI-HpaI cellular mil fragment isolated from a 
clone of the chicken cellular locus (Fig. 1). The junction at 
the 3' end of the v-mil sequence was made at the HpaI site 
conserved in both v-mil and c-mil DNA. 26 bp upstream 
from the v-niil translation stop codon; in this region, the 
amino acid sequence encoded by v-mil is identical to that of 
c-mil (16). The cellular sequences substituting the viral 
sequences contain 8 of the 11 exons homologous to v-mil 
(16). The recombinant virus was expected to express as a 
subgenomic mRNA c-mil sequence linked to the first nucle- 
otides of the gag sequence (upstream from the splice donor 
site) containing the initiation codon. This mRNA should 
encode a fusion protein containing the carboxy-terminal part 
(35 kDa) of the c-mil protein. This 3 ikDa  protein should 
exhibit four amino acid dinerences compared with v-mil(11, 
16). 

To examine whether amino acid changes occurring in the 
mammaiian mil-raf gene could alter the biological activity of 
the recombinant product, we constructed a plasmid carrying 
a hybnd stnicture between v-mil and human c-raf-1 (M) 
sequences. 'fhis clone, termed pSpHc m i l - W 1 ,  was gen- 
erated by replacing the 3' region of v-mil of pPVS (a 535-bp 
SphI-HpaI fragment) with the corresponding portion of the 
human M l  cDNA (a 568-bp SphI-HincII fragment ob- 
tained from a cDNA clone named ELA7  isolated from a 
human fetai liver cDNA library) (Fig. 1). This svetch of 
M l  corresponds to exons 7 to 11 fkom the part of the gene 
homologous to v-mil (3). The expected 10GkDa gag-mil- 
RAFI fusion protein encoded by this recombinant contained 
10 amino acid changes when compared with the PIWar"' 
product (3). 

Neuroretinas were dissected from 7-day-old quail or 
chicken embryos, and ceiis were dissociated and suspendcd 
in Eagle basal medium supplemented with 1Wo fetal calf 
serum. NR cells at a density of ca. 106 per @-mm dish were 
transfected with pRAVl DNA (10 pg) and supercoiled 
plasmid DN.4 of either pSmXH c-mil or pSpHc m i l - M l ,  
with pPVS as a positive control. Transfection experirnents 
were performed by the calcium method developed by Gra- 
ham and van der Eb (13). Precipitated DNA (35 kg) was 
added in a 1-ml volume to the 60-mm dishes. After 1 h of 
incubation. cells were fed with 5 ml of Eagle basal 
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pSmXH c-mil . pSpHc mil-RAF1 

l kbp  
k 
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FIG. 1. Construction of recombinant proviruses containing avian mil and human rufil (RAFI) sequences. On the left. construction of 

pSrnXH c-mil which contains chicken c-mil sequences is shown; 1. exon; -. intron. On the right. construction of pSpHc mil-RAFI which 
contains a gag-v-mil-RAFl hybnd oncogene is shown. Abbreviations for restriction sites: Sm. SmaI; Sp. SpIiI; H. Hpol; P. Pvull; SI, SoR; 
Hc. HinclI; X. XbaI. SD and SA. splice donor and splice accepter; A. vanslarion stop codons. m. v-myc and RAFI noncoding sequences. 
Enzymes used to generare pSmXH c-mil are boxed; enzymes used to penerare pSpHc mil-RAFI are encircled. I, Enzymes used io delete 
the myc gene. The XboI site gcnerated by linker insertion at the Sm01 site is underlincd. 

medium-1070 fetal calf serum, incubated ovemight. and then 
passaged in 100-mm dishes. When proliferation became 
evident in pPVS-transfected cells (10 to 15 days after trans- 
fection), NR transfected cell cultures were passaged once in 
1 W m m  dishes until they reached confluency and were then 
seeded at low density (ca. ld celis per 60-mm dish) for 
analysis of growth rates (Fig. 2). pPVS-, pSmXH c-mil-, and 
pSpHc mil-RAFI-transfected ceiis grew much faster than 
untransfected cells, although pSmXH c-mil-transfected cells 
reproducibly exhibited a growth profile lower than those of 
celis transfected with pPVS or  pSpHc mil-RAFl (Fig. 2). 
The results described above demonstrate that both recom- 
binants pSrnXH c-mil and pSpHc mil-RAFl induce NR ce11 
proliferation. Identical growth profiles were obtained when 
trrinsfection experiments were performed on chicken em- 
bryo NR cells or when pSmXH c-mil and pSpHc mil-RAFI 
were transfected without Rous-associated virus type 1 
helper provirus (data not shown). ï h i s  suggests that the 
target cells for mil product are abundant throughout the ceIl 
culture. 

The protein products encoded by these two constructs 
were analyzed by two experiments. In one, transfected NR 
cultures were metabolically labeled with ['JS]methionine for 
1 h. Cell lysates were prepared and immunoprecipitated by 
using antisera prepared with bacterially expressed v-mil 
protein as previously described (2). Immunoprecipitated 
proteins, characterized by their apparent molecular weights 
in polyacrylamide gels. are shown in Fig. 3A. pSmXH 
c-mil-transfected NR cells produced a protein with an appar- 
ent  molecular mass of 35 kDa that was specifically precipi- 
tated by an anti-v-mil antiserum (Fig. 3A, lane cl). The 
pSpHc mil-RAFl-transfected NR cells produced the ex- 

pected protein of 100 kDa specifically precipitated by anti- 
v-mil antiserum (Fig. 3A. lane bl)  and similar in size to the 
one produced by pPVS-transfected NR ceUs (Fig. 3A, lane 
al) .  We next used the immunoblotting technique to probe for 
the steady-state level of the protein products (Fig. 3B). A 
total of 106 cc11 lysates were prepared h m  each of the 
transfected NR cultures as previously described (12) and 
clectrophoresed through a sodium dodecyl sulfate-lWo 
polyacrylamide gel. The proteins were transferred to nitro- 
cellulose and probed with the anti-v-mil antiserum (dilution, 
1:100) described above. =I-labeled protein A (0.05 &Ci per 
lane) was used to detect bound immunogiobulins. The 
p 3 ~ ~ ~ " ' '  (Fig. 3B. iane c) and p l W O H - R A F '  (lane b) pro- 
teins accumulated to the steady-state level of plWa'"" 
(lane a)  in transfected NR cells. As a conuol. nonnal quail 
NR lysates (lane d) were used. 

These transfection data demonstrate that the carboxy- 
terminal part of the chicken c-mil gene causes NR ceIl 
proliferation \vhen overexpressed by a retroviral control 
element. This observation is consistent with the report that 
the tnnsfonning potential of the mouse c-raf gene can be 
activated by insertion of a hloloney murine leukemia virus 
long terminal repeat (21). ï h e  hybrid v-mil-RAF1 gene in 
pSpHc tnil-RAFI stimulates NR ccUs to proliferate. indicat- 
ing that the carboxyl portion of the p l ~ u @  protein can be 
functionally complemented by RAFl protein components. 
Comparable results have been reported for v-fes uirh chi- 
meric constructs of the Gardner feline sarcoma viral 
oncogene and the FES proto-oncogenc (79) and for V-raf 
with chimeric constructs of the 3611 MSV oncogene and the 
R4F1 proto-oncogene (3). 

Our results indicate that the 35-kDa carboxy-teminus part 
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FIG. 2. Growh kinetics and morphology of mnsfected quail NR cells. At  10 to 15 days after tnnsfection. NR cells wcrc passaoed once 
in 10û-mm dishes until they reached confluency and then were subcultured into several @mm dishes at low cell dcnsity. Medium was 
renewed daily, and cclls from two dishes were counted as indicatcd. Symbols: 0 and a. pPVS (pRAV1)-~ansfected ceUs; A and b, pSpHc 
mil-RAF1 (pRAV1)-tnnsfected cells; e. and c, pSmXH c-mil (pRAV1)-tnnsfected cells: Cl, and d. unvjnsfected cells. 

of the chicken mil protein is suficient to induce NR cell 
prolifeation. It is interesting that this portion of the c-mil 
protein corresponds to the region of strongly conserved 
amino acid sequenct among the memben of the tyrosine 
kinase family (11). hlany reports show that this highly 
conserved amino acid sequence. defined as the kinase do- 
main. is important for the transforming ability of the v-erbB 
(221, the v-ab1 (24). and the v-fcs (30) oncogene products. 
Aforeover, al1 three oncogenic alleles of mil-raf, Le., v-raL 
v-mil, and the long teminal repeat munne c-raf. have 
retained similar stretches of the 3' half of the gene and 
encode polypeptides with molccular masses ranging from 35 
to 45 kDa, which al1 share the carboxy-terminal p a n  of the 
normal cellular protein. This observation suggests that the 3' 
sequences encoding the protein kinase dornain retain the 
malignant potential of the gene product. The recent identifi- 
cation of tmnsforming versions of RAFl after transfection of 
DNA derived from a human stomach tumor (27) and a 
glioblastoma ce11 line (10) which share amino-terminal trun- 
cation suggests that amputation of 5' sequences may be 
essential for c-mil-rnf activation detected on immortalized 
(NIH 3T3) or normal (avian SR) embryonic cells. However. 
we have not tested the mitogenic activity of the entire c-mil 
gene product on NR cells. 

gag sequences (except the 18 nucleotides upstream from 
the splice donor site, which are probably translated in the 
35-kDa protein) present in P ~ W Y - " "  are not required for 
induction of proliferation. Identical results have been ob- 
tained for some other viral oncogenes containing viral gng 
gcne sequences: gag sequences are not specifically required 
for transformation by v-fps in Fujinomi sarcoma virus (8). by 
v-myc in MC29 (28). or  by vyms in McDonough strain feline 
sarcoma virus (32). Howevcr, the growth rate of the prolif- 
erating NR cells obtained with the p35'C'"" was lower than 
that obtained with the complete v-mil gene product. The four 

FIG. 3. Irnmunoprecipilated proteins. (A) NR cclls tmsfccted 
with pPVS (lanes a). pSpHc niil-RAF1 (lanes b), and pSmXH c-mil 
(lanes c) werc labeled for 1 h with [JsS]mcihionine, lysed. and 
incubaied with mbbit anti-v-niil antisemm prepared with a bacten- 
ally expressed polypeptide (Iancs 1) or the same antiscnim preincu- 
batcd with the corresponding polypeptide (lanes 2). (B) ïbcse NR 
cells (1v) werc cxtncted, fractionaied on a sodium dodecyl Sulfa[e- 
polyacrylarnidc gel. tnnsferred to nitrocellulose. and probcd uith 
anti-v-mil antiserum. Bound immunoglobulins were detected with 
i21-labeled protcin A. 
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amino acid changes observed between p3S"C-mi1 and the 
corresponding v-mil sequence could explain the dincrence in 
proliferating activity. Altematively, the diEerence could be 
due to the deletion of nearly the whole gag gene in pSmXH 
c-mil; indeed. it has been shown that fusion of c-fis se- 
quences with gag sequences can provide a mutagenic event 
able to activate the transforming potentiai of c-fps (9). and 
other snidies suggest that gag gene sequences arc not simply 
a vehicle for expression of a ceiiular gene in a retrovirus (25, 
30). Howcver, since ~ 3 5 ~ " "  and p1W0t"" exhibited simi- 
lar steady-state levels in the proliferating cells, as shown by 
the immunoblotting technique (Fig. 3B), we cari exclude an 
instability of p3SSC-"" in explaining the dinerence observed 
in the growth rate s h o w  in Fig. 2. Thus the amino-terminal 
p m  of P1OWOt-"", although not essential, might play a role in 
the strong rnitogenic activity observed for the viral protein. 
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Several snidies have shom that full transformation of primary rodent fibrobipsts can be achieved in vitro 
through the cooperation of two oncogenes (uninlly one nudear and one cytoplasmic) clwified on the basis of 
dinerent complementation groups. We have shown pnviously that coopention betwnn v-mil (cytoplamiic, 
senne-threonine kinase product), and v-myc (nudear, DNA-binding product) is required to transform 
7-daysld chicken neuroretina cells, which in unial culhire medium do not rapidly protifente. v-mil induces 
sustained growth of chicken neuroretina cells nithout transformation; v-mye fails to stimulate the proliferation 
of chicken neuroretina ceiis but is nquired to achieve fransformation of the prolitemting cells. Here, we 
present results indicating that the P>35cQ"*0 nuclear protein of avian erythrobiastosis virus E26 is able to 
induce proliferation but not transformation of chicken neuroretina cells. r-myc b required in addition to 
P13YQ-"ykLI to achieve chicken neuroretina ceU transformation. In contrast, we found that the P13Y~~"'ykn 
and PIOVS"" proteins are not able to cooperate in this system. 

Several lines of evidence suggest that ceU proliferation and 
difierentiation are controlled by an intricate network of 
biochemical pathways extending from the ce11 membrane to 
the nucleus (4). Oncogene products control key positions 
dong these pathways; they are able to act as growth factors, 
growth factor receptors, transducing agents, or nuclear 
products. Nuclear oncogene products may have the power 
to substantially increase the replication potential of infected 
ceUs in vitro (3, 34). 

The E26 retrovirus contains the v-myb-ets sequence fused 
in the same reading frame with the residual gag sequence 
(19, 26). A unique 5.7-kilobase genomic RNA encodes a 
135-Modalton gag-myb-ets protein located in the nucleus 
(17). After infection with E26, chickens develop mixed 
leukemias involving both myeloid and erythroid lineages (23, 
30). In vitro, this virus may transform bipotent uncommined 
hematopoietic celis, as well as myeloid an erythroid pro- 1 genitor ceUs (24, 30). E26 aiso increases e üfe span of 
infected chicken fibroblasts but is unable to transform these 
celis (16). 

The v-myc oncogene is the major transforming gene found 
in MH2. This viral oncogene is encoded by a subgenomic 
RNA as a nuclear protein (6). v-myc is dso  found in three 
other independent virus isolates (MC29, OK10, and CMII) 
(32). These four viruses transform macrophages and fibro- 
blasts in culture (15). The other cell-derived sequence con- 
tained in the MH2 virus, v-mil, is responsible for an increase 
of the oncogenic potential of MH2 when compared with that 
of MC29. v-mil also induces the proliferation of chicken 
neuroretina (CNR) celis (2. 21). The protein encoded by 
v-mil from a genomic size RNA contains an associated 
serine-threonine kinase activity and is located in the cyto- 
plasm (22). 
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We have constructed a recombinant v h s ,  MHE226, 
expressing the Et6 P1352'-b." nuclear protein from a 

. genomic RNA and the MH2 v-myc-encoded nuclear protein 
(p6il63-3 from a subgenomic RNA. In this study, we 
present evidence that after infection with E26, CNR celis are 
induced to proliferate but are not .transformed. Following 
infection with MHE226, CNR ceUs proiiferate and become 
tumorigenic in young chickens. In addition, we demonstrate 
that the P13520cqk" and the PIWa~"i' proteins are not 
able to cooperate in CNR ce11 transformation. 

MATERUIS AND METHODS 

V i  and moimilar dones. The XSK provims rcsults 
from a Xhoii-SphI deletion leading to the inactivation of the 
mil oncogene in the MH2 provirus (8, 9). MHE226 results 
from the substitution of the BamHi-HpaI gag-mil fragment 
of the pMH2-Hd DNA by the BarnHi-StuI gag-myb-ets 
fragment from the XE26 Q1 p r o v h s  (19). This virus should 
express P135c0-"k'J through a genomic mRNA and p6iJ 
63- from a subgenomic spliced mRNA. MHE226AETS 
resdts from the substitution of the BamW-HpaI gag-mil 
fragment of the pMH2-Hd DNA by the BamHI-HpaI gag- 
myb-Aets hgment  from the XE26 Q1 provins. 

The Wuses used werc obtained by cotransfection of DNA 
from the rnolecular clones depicted in Fig. 1 with Rous- 
associated vims type 1 (RAV-1) DNA into quail embryo 
cells, as previously reponed (2). for MHE226, XSK, and 
MC29. E26 pseudotyped with E26AV was a gift from P. 
Jurdic. 

Cell culture, powth assay, and soft-agar doning. Neuroret- 
inas were dissected from 7day-old chicken embryos (2). 
Dishes (diameter, 60 mm) containing 5 x 106 dissociated 
cells were infected with various vinises in Eagle basal 
medium supplemented with 10% fetal calf serum at 37°C. 
The infected and uninfected cells wcre passaged four times 
to allow virus spreading. Cells were then seeded on collagen- 
coated dishes. CNR E26 cells were superinfected by MH2- 
PA200 (ring-necked pheasant virus) after 15 passages. These 
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FIG. 1. Molccular clones uscd. B. BamHI; E, EcoRI; H. Hpal; 

P. PvuII; SI, San; Sp, Sphl; St. StuI; X. XholI. La, Long teninal 
repeat; O, functional proviral oncogencs; E S .  nofinciional 
oncogencs. 

cells were then passaged three times more to allow virus 
spreading. 

Some cells grown without collagen were fixed and stained 
with Giemsa blue, and representative areas were photo- 
graphed at a magnification of x40. 

To study the growth kinetics of virus-infectcd CNR cells. 
1 x IOs cells were seeded in 35-mm-diameter collagen- 
coated dishes in 10% fetal calf serum and 2 x 10' cells were 
seeded in medium containing 1% fetal calf serum. Medium 
was renewed daily, and cells from two dishes were counted. 
Then, 10' ceiis of each type were seeded in 4 ml of 
soft-agar-containing medium (Eagle basal medium, 10% fetal 
caif serum, 0.7% agar). Colonies were observed 14 days later 
and were only found in MHE226-infected cells. 

Ln vivo tumorigenicity assay. Infected ceUs were suspended 
at the desired concentration in 100 ~1 of complete medium 
and injected in the wing webs of 1-day-old outbred chickens 
(Barrez Poultry). In some cases, chickens were similarly 
injected intraperitoneally. 

For the chorioallantoid membrane (CAM) assay, eggs 
were prepared by the method of Poste and Flood (29). 
Briefly, after the host eggs had been incubated for 10 days, 
the blunt end was pierced and a small window was opened in 
the sheU overlaying the CAM; removing the air t o m  the air 
chamber created a pseudo-chamber, and 106 cells were 
layered in 100 ~1 of complete medium ont0 the surface of the 
CAM. The window was seaied with Micropore tape, and the 
eggs were horizontaily incubated for an additional week. At 
that time, the shell was opened and the CAM was rcmoved 
and rinsed in phosphate-buffered saline (PBS). Tumors were 
detected by macroscopic examination, and samples were 
dissected out, fixed with 3.7% paraformaldehyde in PBS, 
and processed for histological examination. 

Cell labeling and immunoprecipitation analyses. Infected 
CNR ceiis were incubated for 45 min in the presence of 30 
1Ci of [L-"Sjmethionine (specific activity, 1,000 Cilmmol) 
per ml., lysed, and immunoprecipitated as described previ- 
ously (2). Sera used included preimmune rabbit serum, 
rabbit anti-ers serum (14), rabbit anti-myc serum (13), and 
rabbit anti-gag serum. Immunoprecipitated proteins were 
analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec- 
trophoresis followed by fluorography. 

Irnrnunofluorescence study. Uninfected or virus-infected 
CNR cells cultured on collagen-coated 12-mm microscope 
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cover slips were fixed for 20 min with 3.7% paraformalde- 
hyde in PBS and then treated 20 min at 4°C with 150 mM 
ethanolamine (pH 7 .3 ,  rinsed, and permeabilized with 
0.15% Triton X-100 in PHEM (60 mM piperazine diethylsul- 
fonic acid, 25 mM hydroxyethylpiperazine-N-1,2-ethane- 
sulfonic acid, 10 mM EGTA [ethylene glycol-bis@-amino- 
ethyl cther)-N,N,N1,N'-tetraacetic acid], 2 rnM MgCI, [pH 
6.9]} for 1 min. To stain actin cables, ceUs were incubated 
with methanol-reconstituted niuobenzoxadiazole-labeled 
phallacidin (Molecular Probes, Inc.) (1DO) in PBS for 30 min 
and then washed in PBS. With 3A7 (l/200), anti-vimentin 
(11200), or anti-mil (11100) antibodies (2). cells were incu- 
bated for 1 h, washed in PBS. and stained for 30 min with 
fluorescein isothiocyanate-labeled second antibody. The 
same procedure was used with undiluted supernatant of 
monoclonal A2B5 (hybridoma ceU line from the American 
Type Culture CoUection) o r  anti-fibronectin antibodies (II 
100) (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, Md.) 
but without Triton X-100 treatment of the cells. 

Fluorescein isothiocyanate-labeled antibodies (Biosys) 
were as follows: fluorescein-labeled sheep anti-mouse anti- 
bodies were used with 3A7 and A2BS antibodies; goat 
anti-rabbit antibody was used with anti-vimentin anti-fi- 
bronectin and anti-mil antibodies. After washing in PBS, 
cells were mounted in glycerol and examined with a Zeiss IiM 
35 fluorescence microscope at x416 magnification. 

RESULTS 

Dissociated CNR celis from 7-day-old chicken embryos 
contain neuroepithelial cells from glial and neuronal lin- 
eages, as well as postmitotic neurons (10, 18). CNR cells 
were plated in Eagle basal medium containing 10% fetal calf 
serum and were infected with retroviruses produced frorn 
molecular clones (Fig. 1 and MC29) pseudotyped with RAV- 
1 helper virus or  with E26 pseudotyped with its natural 
helper E26AV. We have also used the supernatant from 
myeloid ceils infected with the virus produced from a 
molecular clone of E26 with similar results. Infection of 
CNR with E26 resulted in the appearance of actively divid- 
ing elongated ceUs (doubling time of Ca. 26 h) after four 
passages (within 20 days). The infected ceUs could be 
subcultured for at least 20 gentrations (Fig. 2A. panel d,  and 
Fig. 2B). These ceUs were morphologicaiiy normal and did 
not display anchorage-independent growth properties Vable 
1). When CNR ceUs were infected with XSK (MHz mutant 
deleted in the mil gene; Fig. 1) or MC29 viruses and cultured 
by using similar conditions, numerous dense foci of epithe- 
hum-like ceUs were observed. These foci were isolated in the 
culture dish and were clearly distinct from normal ceUs (Fig. 
2A, panels b and c). The cells of the foci displayed no 
proliferating properties or  cloning capacity when tested in 
soft agar (Table 1). These cells could not be propagated 
through more than five passages, even on coliagen-coated 
dishes. 

Striking results were obtained when CNR cells were 
infected with MHE226 virus which contains the myc onco- 
gene of MH2 in addition to the gag-myb-ers oncogene of E26 
(Fig. 1). lnfected cultures displayed foci of morphologically 
transformed cells (Fig. 2A, panel e) after only two passages. 
These ceils exhibitcd a strong proiiferative capacity (Fig. 2B: 
doubling time of Ca. 13 h) and induced numerous large 
colonies in soft agar (more than 200 cells per colony; Fie. 
2A, panel f, and Table 1). In addition, MHE226 CNR cells 
showed marked rnorphological changes; they were much 
smaller and markedly less adherent than Et6-, XSK-. or 
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FIG. 2. (A) Microphotographs of virus-infected neurorctina cells after four passages: nonnal CNR cells (a); XSK- (b), MCS-9- (c), E?+ (dl, 
and MHE226 (el infected CNR ceus; and soft-agar colonies induced by MHE226-infected CNR (fi. Magnification. X40. (B) Growth kinetics 
of virus-infected CNR cells. Results for XSK- and MC29-infected and control (uninfected) ceUs are after 4 passages, and rcsults for E26- and 
MHE22binfected cells are after 11 passages. (C) Analysis of viral proieins in CNR ceiis. Sera used werc as foiiows: lanes 1. ers preimmune 
rabbit serum; lanes 2, rabbit anti-ers serum (14); lanes 3. myc preimmune rabbit serum; lanes 4. rabbit anti-myc serum; lane 5,'rabbit anti-gag 
semm (13). CeU types used are listed across the top. 

MC29-infected ceiis. After four passages, MHE226 CNR 
ceiis were cultured on collagen-coated dishes. Only in these 
conditions could MHE226 CNR cells be vbcultured for 
more than 20 generations. 

T o  determine whether the P135rar'mY'"" product was 
expressed in proliferating CNR ceiis infected with E26 or 
MHE226, ceiis were labeled with [L-3sS]rnethionine and 
immunoprecipitated with anti-v-ers antibodies (Fig. 2C, 
lanes 2) (14). These lysates, as well a s  lysates of CNR cells 
infected with XSK or  MC29 viruses, were imrnunoprecipi- 
tated with anti-v-myc antibodies (Fig. 2C, lanes 4) (13). The 

TABLE 1. Transformation-related changes in CNR cells 

Induction of Colony formation 
Cell in semi-solid Loss of 96 of cclls 

cell treatmcni pdifcntion. medium for 10< a c ~ ~ ~ c s  
cells 

-. N o  induction: +. inductton. ' +. Nctwork was lost; -. nctwork rcmaincd intact. 

levels of P135raF"*k" (Fig. 2C) expressed by E t6  and 
MHE226 CNR celis were comparable to those of E2&trans- 
formed hematopoietic celis and much higher than those of 
EZ&infected fibroblasts (16). The amounts of p6i/63my' and 
P1lWa-C present in XSK- and MC29-infected CNR celis 
were comparable to the amount present in infected fibre 
blasts. In addition, we localized p61/63"J' and P135rag'm'"" 
in MHEZdinfected celis by imrnunofluorescence experi- 
rnents and subceiiular fractionation (data not shown). Anti- 
sera against v-myc proteins stained nuclei. The ~ 6 1 / 6 3 ~ '  
proteins were also found in the nuclcar compartment by using 
immunoprccipitation techniques. P13SraF"Jb"" couid not be 
detected by immunofluorescence with Our anti-v-eu antibod- 
ies, but this protein was imrnunoprecipitated by subcellular 
fractionation in the nucleus of MHE226 CNR ceils (data not 
shown). 

Since only MHE226 CNR celis appcared transformed, we 
tested MHE226-, E26-, and MC29-infected CNR cells for 
several transformation parameters. The alterations in ceIl 
morphology and in potential for celi proliferation correlate 
with changes in the extracellular matrix and cytoskeletal 
proteins. A loss of ordered actin-containing microfilaments 
and a reduction in the arnount of ceIl surface fibronectin are 
frequently observed in virus-transformed cells (11, 27). 
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Actin, vimentin, and glial intermediate filaments are found in 
neuroretina cells (18). Immunocytochemical techniques 
wcre used to determine whether changes in cytoskeletal 
proteins occur in E26-, MHE226-, and MC29-infected CNR 
cells. Cultures infected with E26 (Fig. 3g) or MC29 (Fig. 3d) 
contained few cells without actin cables (25 and 36%. 
respectively) relative to normal cells (Table 1); however, 
MHE226 cultures exhibited no staining with actin antibodies 
(data not shown) or with NBDlabeled phallacidin (Fig. 3j). 
Funhermore, MHE226-transformed CNR ceUs completely 
lacked the fibronectin network (Fig. 3k) yet exhibited an 
almost normal pattern of vimentin and glial intermediate 
filaments (Fig. 30 and p). Thus, MHE226-infected CNR cells 
exhibited a transformed phenotype while CNR cells infected 
with E36 or MC29 appeared closer to normal. 

To test whether MHE226-infected cells could be tumori- 
genic in chickens, we transfected MHE226 without U V - 1  
DNA into CNR ceus. Nonproducing transformed celis were 
propagated for 18 passages and then injected (1.8 x 10' cells) 
in the wing web or in the peritoneal cavity of 1-day-old 
chickens. After 1 week, tumors were found at the injection 
site, and animals were sacrificed 1 week later. Four out of 
five animals injected in the wing web developed large tu- 
mors, and three out of five injected intraperitoneally devel- 
oped tumors. MHE226 provirus was found by Southern blot 
analysis in the DNA of the three different tumors tested (data 
not shown). No tumor was found outside of the injection 
areas, and the liver, lungs, and kidneys were found normal 
by macroscopic examination. Additional experiments were 
also performed with CNR cells infected with E26 RAV-1, 
MHE226 U V - 1 ,  and MHE226AETS U V - 1 ,  an in vitro 
deletion mutant lacking most of the e u  sequences. This last 
virus is able to induce CNR cell proliferation and direct the 
synthesis of the expected P90sap-mb'A'" fusion protein in 
transfected or infected cells (Fig. 4A). AI1 12 animals in- 
jected with 3 x 106 MHE226 RAV-1 CNR cells produced 
tumors at the injection site within 15 days. AU birds injected 
with the same amount of E26 CNR ceUs developed leuke- 
rnias without soiid tumors in 1 month or  longer. In addition, 
no bird injected with MHE226AETS developed solid tumors. 
Since immunological rejection could occur in animals, we 
performed additional experiments to compare the ability of 
these infected CNR celis to induce tumors in the chorioal- 
hntoic membrane from Il-day-old chicken embryos. Again, 
only MHE226 CNR cells (productive or  nonproductive celis) 
were found able to induce tumon in this assfy (Fig. 4B and 
r)\ 

L I .  
Since E26 CNR cells proliferate, we analyzed whether the 

E26 nuclear product, P13580r'mb"" , could at least in part 
overcome growth factor dependence (Fig. 5). E26 CNR 
celis, seeded in low-serum medium containing 1% fetal calf 
serum, exhibited active proliferation with a doubling time 
similar to that observed when a medium containing 10% fetal 
caif serum was used. MHE226transformed ceUs plated in 
low-serum medium adhered to coliagen-coated dishes and 
grcw efficiently but with a doubling time of Ca. 26 h com- 
pared with ca. 13 h in medium containing 10% fetal calf 
serum. Thus, P1358°8-myb'C's can lower the requirement for 
growth factors in rapidly dividing MHE226 CNR ceus. 
MC29 CNR cells died a few hours after seeding in low-serum 
medium. 

Because seemingly normal CNR cells could be induced to 
proliferate by the v-mil oncogene, it was of panicular 
interest to know whether the PIWas'"" and P13Sx08~myb-"s 
could cooperate in CNR ceIl transformation. Supennfection 
of E26 CNR celis with MH2-PA200 (21), pseudotyped with 

RPV, induced slight changes in cell morphology after three 
passages; cells appeared more fusiform than E26 CNR cells 
or E26 CNR cells superinfected with RPV alone. However, 
the growth rate and the inability to grow in soft agar were not 
modified whereas most, if not all, of the superinfected cells 
exhibited significant amounts of P100Pa8~"", as shown by 
immunoprecipitation and immunofluorescence experirnents 
using anti v-mil antibodies (Fig. SA through D). To exclude 
the possibility that E26 CNR cells were selected from cells 
insensitive to P~W"~'"", we reversed the infection superin- 
fection protocol; superinfection of MH2-PA200 CNR ceUs 
( U V - 1 )  with E26 pseudotyped with RPV induced the same 
slight changes in ceIl morphoiogy (data not shown). In al1 
these experiments, effective infection was controiled by 
immunoprecipitation assay. Thus, these two oncogene prod- 
ucts, each able to induce CNR cell proliferation and located 
in different subcellular compartments, were not able at least 
in these cells to achieve CNR ceU transformation together. 

We partially characterized the lineage of E25 and MHE226 
CNR ceus. Cells from 7-day-old chicken embryos can give 
rise to neuronal, glial, and progenitor cells of both lineages 
(10, 18). Virus-infected ceUs were characterized for the 
expression of tissue-specific antigens, including a tetrasialo- 
ganglioside present on neural ceUs recognized by monoclo- 
nal A2B5 antibodies (12). intermediate filament of glial cells 
recognized by monoclonal 3A7 antibodies (18), and synthe- 
sis of acetylcholine (33). CNR ceUs transformed with 
MHE226 expressed N B 5  antigen similarly to MC29-in- 
fected CNR ceUs (Fig. 31 and f). E26-infected CNR cells 
expressed this antigen only faintly; 1% of the celis reacted 
strongly with this monoclonal antibody (Fig. 3i). However, 
normal CNR cells expressed this marker only faintly after 
four passages (Fig. 3c), suggesting that A2BS-positive cells 
were maintained in the culture by the viral oncogene prod- 
uct. All infected or normal CNR ceUs expressed 3A7 glial 
intermediate filaments (Fig. 3n and p and data not shown). 
E26-infected CNR ceUs synthesized greater arnounts of 
acetylcholine than normal cells, but only low levels were 
detected in MHE226 CNR ceUs (M. Fauquet, unpubiished 
data). îhese  observations suggest that ceUs of both neuronal 
and glial lineages were induced to proliferate after infection 
with these viruses. 

DISCUSSION 
In the study rcsented here, we investigated the effect of 

E26 P13580r-myLr<r nuclear protein in CNR celis, alone or 
together with the p61163myc product from MH2. As reponed 
for chicken embryo fibroblasts (16). E26 does not induce the 
expression of the usual features associated with transforma- 
tion (ïable 1). E26-infected ceUs did not show anchorage- 
independent growth, disorganized actin microfilaments, or 
loss of fibronectin network. However, in contrast to normal 
or  control RAV-1-infected CNR cells, E26 CNR cells were 
able to grow both for at least 20 generations in culture and at 
low ceU density in low-serum medium. Similar results have 
been obtained in chicken embryo fibroblasts infected with 
E26, which exhibited increased proliferation in vitro and 
maintained long-term growth in low-serum medium (16). In 
contrast, in other cell systems. chicken myeloid cells trans- 
formed by E26 are still dependent on chicken myelomono- 
cytic growth factor (20) to proliferate. Thus. the effect of 
~135~an-"~b--s  on growth factor dependence is probably 
governed by genetic differcnces between the ce11 systems 
used. 

MCI9-transformed chicken fibroblasts have been shown 
to lack the ability to proliferate when cultured in medium 



act in  f ibronectin A2B5 - .  - .  

FIG. 3. Immunofluoresccnt visualization of actin. fibronectin. neural antigen A2BS. vimentin. and 3A7 giial intermediate fragments in 
normal and virus-infected CNR cells. Cells were stained after 4 (a through fl or 15 (g through p) passages. Staining was done with NBD-labeled 
phallacidin (actin), with an anti-fibronectin antibody (fibronectin). with a monoclonal A2BS antibody (A2B5). with a polyclonal anti-vimcntin 
antibody (vimentin), or with a monoclonal 3A7 antibody (3A7). Magnification. x416. 
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FIG. 4. Histological anaiysis of tumors developed on CAM. (A) 
Anaiysis of viral proteins in MHE226AETS and CNR MHE226NP. 
Sera used were as follows: lanes 1. rabbit anti-gag serum; lanes 2. 
rabbit anti-myb senim (5); lancs 3, rabbit anti-ers serum. (B and C) 
inoculation of CAM with CNR ceUs infected with MHE226AETS 
RAV-1 l~anel  B) and CNR cells transfected with MHE226 (vanel C). 
~rrowhëads in panel C delimate the tumor found. The siides wek 
stained with May Griinwald-Giemsa (RAL 555 kit). Magnification. 
x40. 

containing a low concentration of serum (31). Chicken 
myeloid cells transformed by v-myc require growth factors 
to proliferate (1). The dependence of v-myc-infected myeloid 
ceiis could be abolished by several oncogene pr~ducts,~such 
as v-src-related tyrosine kinases and v-mil (but neither 
v-myb nor the v-gag-myb-eu) (1). However, the effect of 
oncogenes on growth factor dependence varies with the ce11 
systems used, since chicken embryo fibroblasts infected by 
MH2 decrease in number and die in medium containing 1% 
serum, whereas v-mil containing MH2-PAZOO-infected fibro- 
blasts are able to grow in such culture conditions (28). These 
results suggest that v-myc-infected chicken ceiis are depen- 
dent on serum factors for survivai and that in MHE226 CNR 
ceus, P13S2ac'"Y~*ts overcomes this requirement. 

Jurdic et al. (16) proposed that E t 6  P13S*0~my"ts could 
induce either ceii growth activation o r  ceIl( transforma- 
tion, according to its level of expression. Our results are 
not in agreement with this proposai, since high levels of 
P1352a2"yb"s only induced CNR ceii proliferation, not 
transformation. Transformation was achieved by addition of 
the v-myc oncogene. Therefore, cooperation of two retrovi- 
rus-encoded oncogenic proteins, both located in the nucleus. 
was found to operate in CNR ceiis, in contrast to the 
previously reported systems (3, 34). Since the v-myc onco- 
gene aione was found able to induce CNR ce1 proliferation 
and transformation in complex culture conditions (7). 
p135#a~-m~b-rir c0uld mimic such culture conditions, allow- 
ing transformation through v-myc. 

The PIWag-"" product induces CNR ce11 proliferation. 
However, the P13S*a0-myb-'" and PIWag~""  proteins do not 
cooperate in CNR ceU transformation. This could suggest 
that gag-myb-ers and mil oncogene products may act on the 
same cellular pathway to induce CNR ce11 proliferation. 

Although the mechanisms through which the nuclear 
p61/63"Yc and P135~uP~"yb-*" proteins operate are unknown, 
the observation that these two proteins are able to cooperate 
in the conversion of CNR cells into tumongenic cells sug- 

FIG. S. (A) Growth kinetics of virus-infected CNR cells in me- 
dium containing 10% (closed symbols) or 1% (open symbols) fetal 
calf setum. 0.  0. MHE226; A. A. E26; 8. 0, E26tMH2-PA2ûû. 
(B) Analysis of viral proteins in CNR E26RAV-1 superinfected by 
MH2-PA2ûûRPV virus. Lane 1. rabbit-anti ers semm (14); lane 2; 
rabbit-anti mil serum (2). (C and D) Analysis of viral proteins in 
CNR E26 RAV-1 superinfected by MHz-PA200 RPV virus by 
immunofluoresccnce studies. Panel C, CNR E26 RAV-1; panel D. 
CNR E26 superinfected by MH2-PA2ûû RPV; cells were stained 
with anti-mil ancibodies as described in Materials and Methods. 
Magnification, x 150. 

gests that the proteins work through dinerent mechanisms. 
This was aiso suggested from expenments conducted with 
E26 and MC29 in the hematopoietic system (25) which 
suggested a v-myb dominance over v-myc in doubly 
transformed chick myelomonocytic ceus. A portion of 
P13SYa*'"yk" encoded by the ers oncogene is essential to 
allow the cooperation between this oncogenic protein and 
the myc product, since MHE226 deleted in most of the ets 
sequences, MHE226AETS, is not able to transform CNR 
cells. However, this virus is stiU able to induce both CNR 
ceii proliferation in vitro and hematopoietic disorders in 
infected birds. Results obtained on the cooperation between 
myc and several mutants of P13520*'myh" wiU be presented 
elsewhere. 

The effect of the two nuclear proteins on CNR cell 
dserentiation is not clear; A2B5 antigen, which quickly 
disappears from cultured normal CNR cells, is maintained in 
MC29- and MHEI26-infected cells. Only 1% of the EX- 
infected cells retained the A2B5 antigen. Thus, the rnyc gene 
product could .block the maturation of neuroretinal cells 
expressing AZBS antigen. Altemafively, the rnyc gene prod- 
uct could induce the survivai of a ceU type which is not 
maintained in the culture conditions; such a ceIl type would 
be induced to proliferate in MHE226-transfomed cells by 
the addition of the P1358a~'myk" protein. 

These, and previous, results demonstrate that CNR cells 
constitute a powerful system to detect v-myc cotransforming 
genes. This biological system could also reveal previously 
unexpected targets for oncogenes. In addition, CNR cells 
should be useful to define the relative importance of myb and 
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ers domains of  P13Y"r~my6"" in growth properties and in 
cooperation with v-myc t o  induce transformation. 
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primaire pouvait Etre obtenue, in vitro, par la coopbtion d'un oncogène B localisation nuclédm l 
et d'un oncogtne B localisation extranucléaire. La coopération des oncogènes V-d l  ~ 
(cytoplasmique) et v-myc (nucléaire) est nécessaire pour assurer la uansformation de celluler ih ~ 
neurorétine d'embryon de Poulet de 7 jours en cultun (CNR). v-mil induit une prolifération dts 

CNR et v-myc transformt les CNR proliferantes. 

Des mutants des oncogènes v-myc et v-mil ont été obtenus après l'infection de CNR à l'aide du 

rétrovirus MH2 (porteur des oncogènes v-myc et v-mil). Le clonage des mutants porteurs de 

l'oncogène v-mil a permis de montrer l'existence d'une recombinaison spontanée entre MH2 et 

son virus auxiliaire RAV-1. La construction de chimères entre v-mil et v-myc a pennis d'établir 

l'irnponance de la région carboxytenninale dans la prolifération des CNR. 
.. . . .. . .  . , . ., 

Dans les neuroretines aviaires en culture, deux types cellulaires sont presents : des cellules 

neuronales et des cellules épithéliales. Des phénomènes de transdifférenciation en cellules du 

cristallin et en cellules pigmentaires peuvent survenir. Nous avons ttudié l'influence des 

oncogènes v-mil et v-myc sur les programmes de différenciation des cellules de neurorétine de 

Caille de 6 jours (QNR). Les cultures iqfectées par les virus porteurs de l'oncogène v-mil 
a ..- .r 

contiennent un pourcentage élevé de cellÜi;f%xigine neuronale qui meurent rapidement en 

l'absence d'infection. L'oncogtne v-myc favorise une transdifférenciation majoritaire en 

cellules pigmentaires. 

Nous avons testé l'effet d'autres oncogènes seuls ou en coopération sur les neurorétines. Nos 

résultats indiquent que la protCine oncog&ne ~ 1 3 5 g ~ g - ~ I ' b - e ~ ~  à localisation nucléaire issue du 
-- 

virus E26 est susceptible d'induire la prolifération des C.N.R., et de coopérer dans la 

transformation avec une autre protéine oncogène à localisation nucléaire, la p61/63mrc, 

démontrant ainsi que la coopCration entre oncogènes nucléaires est possible et efficace. 


