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GLOSSAIRE

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

Activation : modification entrainant le déréglement d'un oncogéne et aboutissant & une
modification quantitative ou qualitative de son produit.

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

dépourvus de géne oncogéne.
bp : paires de bases d'ADN.

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

jours.

DLY : (pour Defective Leukemia Viruses) rétrovirus aviaires induisant des leucémies aigués et

défectifs pour la réplication.
Epissure : mécanisme permettant I'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 Terminal Repeat), s€quence activatrice constituée de 350 bp environ et
présente & chaque extrémité de I'ADN proviral.

PK : Protéine Kinase.
ppx : phospho-protéine x.
Pr : protéine précurseur.
Px : protéine de fusion x.
px : protéine x mature.

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

Virus auxiliaire : ALV permettant la propagation de rétrovirus aviaires défectifs pour la
réplication (en anglais helper).
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PRESENTATION DU MEMOIRE

Ces quinze derniéres années, les oncogénes ont envahi la biologie. Primitivement associés aux
cancers, ils ont annexé de nombreux autres domaines : différenciation, développement,
endocrinologie, régulation génique. Aussi la notion d'oncogene, consacrée par l'usage, déborde
t-elle largement son sens éthymologique. Loin de résoudre définitivement le probleme des cancers,
les oncogeénes permettent seulement d'appréhender la complexité de ces pathologies. Depuis le
modele univoque impliquant un seul oncogeéne dans la ransformation, les hypotheses fondées sur
l'association synergique de plusieurs oncogenes se sont multipliées. Une chaine de transmission du
signal relayée a tous les niveaux par les oncogeénes 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 €tudiant l'influence de l'association de
certains oncogenes 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 oncogénes 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
oncogenes sous l'angle transcriptionnel, il nous a semblé intéressant, pour présenter les travaux les
plus récents concernant les oncogeénes nucléaires, de rédiger un chapitre sur les facteurs de
transcription. Cette introduction a été congue comme un outil de travail permettant de comprendre et
d'élaborer de nouvelles hypothéses a partir des observations sur la coopération d'oncogénes
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 syst¢me des neurorétines aviaires. Dans un deuxiéme 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 oncogénes sur la
prolifération et la différenciation des neurorétines. Parmi ces combinaisons, 1'une d'entre elles s'est
révélée particulierement efficace pour la transformation. Mais 2 1'encontre du dogme établi par
R.Weinberg a partir de 1985 selon lequel les coopérations dans la transformation nécessitent un
oncogene a localisation nucléaire et un oncogeéne a localisation extranucléaire, notre travail a permis
de démontrer que la coopération entre oncogénes nucléaires était possible et efficace.
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INTRODUCTION

Le développement de la plupart des cancers humains se déroule en différentes €tapes s'étendant sur
plusieurs années. Le cancer du col utérin débute histologiquement par 1'apparition d'un groupe de
cellules présentant des capacités de multiplication anormalement grandes : c'est la dysplasie du col ;
ces cellules tendent A disparaitre, 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
a I'établissement d'un cancer : la levée des contraintes d'organisation spatiales, la levée des reégles de
différenciation, la levée des limitations temporelles.

Cette notion d'oncogénése multiétape issue de la clinique s'est également imposée en cancérogénése
chimique (Hennings et al., 1983). Trois étapes ont été caractérisées en fonction de l'action des
substances chimiques : I'initiation qui autorise la cellule normale a entrer dans un cycle de
prolifération, la promotion qui assure la transition de la cellule initiée a la cellule tumorale et la
progression qui aboutit a la cellule maligne.

Cet abord théorique, jusqu'a un passé récent, ne trouvait pas de substratum moléculaire. La
découverte d'une famille de génes hautement conservés dans le régne animal et homologues a
certains génes de virus & ARN susceptibles d'induire des cancers chez leurs hotes, 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 myéloides chroniques (Bartram et al., 1983) connus pour présenter des
réarrangements chromosomiques (translocation 8-14 et chromosome philadelphie), les équivalents
cellulaires (appelés proto-oncogeénes) des génes 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 méme époque des chercheurs découvraient que ' 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
étre identifiée comme étant I'un de ces proto-oncogénes.

Ainsi divers modes de cancérogénése utiliseraient un nombre restreint de mécanismes cellulaires
centrés sur les proto-oncogénes. La découverte de plusieurs autres proto-oncogeénes dont les
fonctions pourraient théoriquement s'enchainer sur une voie métabolique allant de la membrane
cellulaire jusqu'a l'intérieur du noyau au contact de 'ADN permettait enfin de concevoir un modele
moléculaire des cancers (Weinberg, 1985). L'activation successive de plusieurs oncogénes situés
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14

sur cette voie métabolique venait étayer les observations de cancérogénese multiétape, chaque étape
étant associée a l'activation d'un proto-oncogene.

Apres quelques généralités sur les rétrovirus oncogeénes et les critéres de la transformation cellulaire,
nous évoquerons rapidement les oncogénes. Nous analyserons ensuite les différents modeles de
coopération impliquant les oncogeénes dans des systemes in vitro et in vivo. Nous approfondirons
enfin la description des facteurs de transcription au travers de certains oncogénes a localisation

cellulaire, les oncogenes myb, ets et myc .
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I. GENERALITES
A. LES RETROVIRUS

Les cancers proviennent de la croissance et de la division non contrlées d'un nombre restreint de
cellules. Cette multiplication cellulaire est sous la dépendance de génes qui normalement contrdlent la
prolifération et la différenciation. Ces génes, sous certaines conditions, sont susceptibles d'induire
un processus de transformation. La découverte de ces génes a été possible gréce, entre autres, a
1'étude des rétrovirus oncogenes. Parmi l'ensemble des rétrovirus, les rétrovirus d'origine aviaire
constituent un systéme d'étude intéressant car ces virus sont répertoriés et étudiés depuis longtemps.
Les descriptions qui vont suivre se référent essentiellement au systéme aviaire.

Les rétrovirus sont des virus 3 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), 2 partir d'une matrice constituée par I'ARN viral (Baltimore, 1970 ;
Temin et Mizutami, 1970). Parmi ces rétrovirus, les oncovirus ou rétrovirus oncogenes induisent
toute une variété de cancers chez 'animal, dans des délais souvent trés courts. C'est griace i ces
rétrovirus oncogeénes qu'un modele expérimental d'étude de la cancérogénése en particulier au
niveau moléculaire, a pu étre défini. Le premier rétrovirus sarcomatogéne fut isolé par Rous, chez le
Poulet, en 1911. Depuis, chez de nombreux vertébrés, d'autres oncovirus ont pu étre étudiés. La
structure de ces virus, 'organisation de leur génome et leur mode de réplication sont semblables a
ceux des rétrovirus aviaires (figure 2).

Le génome des rétrovirus est diploide. Il est constitué par deux ARN monocaténaires de 8 3 9 kb
contenant les capacités codantes pour 3 génes majeurs nécessaires au cycle infectieux :
- le géne gag code pour les protéines de la nucléocapside du virion (ou "core"),
- le gene pol code pour la rétrotranscriptase dont le role est de transcrire ' ARN simple brin
en ADN double brin pour s'intégrer sous forme de provirus dans le génome de la cellule
infectée,
- le géne env code pour les protéines d'enveloppe.

Deux sortes d'oncovirus peuvent étre distingués selon leur pouvoir oncogéne :
- Les ALV : "Avian Leukaemia Viruses" peu ou non oncogénes 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
ALYV 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 virus auxiliaire, un ALV (en anglais helper). Seule
exception, le virus du sarcome de Rous (RSV) porteur de I'oncogéne v-src, compétent pour la
réplication (Rous et Murphy, 1911 ; Martin, 1970 ; Duesberg et Vogt, 1970 ; Stéhelin et al., 1976a).

1) Les ALY

Ces virus sont compétents pour la réplication et ne possédent pas de v-onc. Ils peuvent induire chez
I'animal des cancers dont le temps d'apparition est habituellement long (de 6 & 12 mois) et dont
l'efficacité d'apparition est généralement faible (20 &2 60 % des animaux infectés développent une
leucémie) (Neel et al., 1981). En revanche, ces virus ne transforment pas a proprement parler les
cellules en culture.

Un mécanisme de transformation possible pour ces virus leucémogenes non ou peu transformants
est l'insertion d'un provirus a proximité d'un proto-oncogéne. Ce géne passe alors sous le controle
des séquences promotrices et activatrices contenues dans les LTR (en anglais Long Terminal Repeat)
de I'ALV : c'est une LTR activation (figure 3). Ce type d'activation a déja €té démontré dans
certaines tumeurs. Des proto-oncogenes, déja connus en tant que v-onc ont ainsi été retrouvés (c-
mos, c-myb, c-myc, c-Ha-ras, c-fms , c-spi-1; 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 géne c-myc a beaucoup €té 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
MuLYV (en anglais Murine Leukaemia Virus) est intégré a proximité ou dans le locus c-myc. La
plupart des virus intégrés sont incomplets, certains mémes étant réduits a 1'un de leurs LTR. Dans
chaque cas, le taux de transcrits du géne c-myc est de 20 a 30 fois plus élevé que celui observé dans
des cellules normales. Les ARN myc initiés soit & partir du promoteur viral, soit & partir de ses
promoteurs propres sont activés par les séquences activatrices du LTR proviral. Ces séquences LTR

peuvent €tre 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 étre associée avec l'activation d'un proto-oncogéne
défini. C'est le cas des érythroblastoses et de certains lymphomes développés chez le Poulet. Selon
les expériences, 45 a2 90 % des poulets développant des érythroblastoses possédent dans leur



18

gag pol env
ALV

ADN de la cellule infectée De"°“

— intron

Gene X

01+ T

Intégration du provirus dans
1'ADN de 1la cellule hobte

e H L HH

Prise de contréle du geéne X
par le LTR de 1'ALV

Transcription
ARN prémessager HO——T—  HHH - 1—----.
Epissage
ARN messager [H [] IR |
Traduction
Protéine

figure 3 : Mécanisme de la LTR activation



19

génome une version activée du proto-oncogene c-erbB (Raines et al., 1985) tandis qu'il s'agit d'une
version activée de c-myc dans 85 % des cas de lymphomes viro-induits (Hayward et al., 1981).

Le gene activé ou amplifié n'est pas nécessairement un proto-oncogene. Il peut s'agir également
d'un géne codant pour un facteur de croissance des cellules hématopoiétiques (IL3, IL2...) (Ymer et
al., 1985 ; Chen et al., 1985). L'activation transcriptionnelle de ces génes est une des étapes
amenant la transformation de la cellule. En effet, la cellule hematopoiétique produisant son propre
facteur de croissance devient ainsi indépendante de 1'addition exogéne de ce facteur. C'est un
événement fréquemment observé dans la progression de ces cellules vers la tumorigénicité (Heard et
al,, 1984 ; Spomn et Roberts, 1985).

2) Les DLV

Il s'agit de virus défectifs pour la réplication. Ils peuvent contenir un ou deux oncogénes (v-onc)
ayant des €équivalents cellulaires (c-onc) (figure 4). Plusieurs rétrovirus ont déja été isolés a 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'apparition sont trés courts : la mort intervient dans 100 % des cas, au bout de quelques semaines
voire quelques jours aprés l'infection (Graf et Beug, 1978 ; Weiss et al., 1985). In vitro, ils
stimulent la prolifération de cellules et/ou bloquent les programmes de différenciation. Certains de
ces virus sont susceptibles d'induire des sarcomes ou des carcinomes in vivo et de transformer des
fibroblastes in vitro.

Chaque oncogene, et par extension le géne cellulaire correspondant ou proto-oncogéne, est désigné
par un code de trois lettres dérivant :

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

rétrovirus Mill Hill 2 (MH2),

- soit du nom de celui qui 1'a identifié pour la premire fois (ex : Abl de Abelson),

- soit de l'abréviation du nom de la maladie induite (ex : src¢ pour sarcome).
Plusieurs oncogeénes 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 ¢- indiquent qu'il s'agit du géne viral ou de son
équivalent cellulaire.
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B. LES CRITERES DE LA TRANSFORMATION CELLULAIRE
1) La transformation des cellules non hématopoiétiques

In vivo, 1a détection du pouvoir transformant d'un virus est simple : l'inoculation de quelques
particules de virus sarcomatogéne, comme le RSV-PR-C, & un animal susceptible provoque en une
semaine une tumeur au point d'inoculation (Rous, 1911). In vitro, les fibroblastes aviaires infectés
par ce méme virus vont présenter, aprés quelques jours de culture, une série de modifications
évidentes. Les cellules deviennent rondes et réfringentes, traduisant ainsi les changements que subit
le cytosquelette (Edelman et Yahara, 1976). De nouvelles caractéristiques de croissance
apparaissent. Sur substrat solide, les fibroblastes transformés ont besoin de concentrations de sérum
moins élevées que les cellules saines pour se multiplier, perdent l'inhibition de contact caractérisant
les cellules normales (Dulbecco, 1970) et peuvent également donner naissance a des colonies en
milieu semi-solide (agarose ou méthylcellulose) (Stoker et al., 1968). Des modifications de la
membrane plasmique interviennent : des néo-antigénes de surface surgissent (Kurth et Bauer, 1975)
associés a 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 l'activateur du plasminogéne (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 a former des colonies en milieux semi-solides semble étre liée
(mais pas & 100 %) avec la tumorigénicité de ces cellules chez un animal syngénique ou a défaut
chez les souris nude, qui ne présentent que trés peu de phénomenes de rejet (Kahn et Shin 1979).
Posséder un marqueur fiable de la tumorigénicité est utile, car le degré de transformation conféré in
vitro aux cellules par un méme agent peut varier considérablement d'un systéme biologique a
l'autre, et il existe certains virus oncogénes ainsi que de nombreuses substances chimiques qui
peuvent ne conférer aux cellules qu'un phénotype transformé partiel (Kahn et al., 1982). La part
revenant a chacune des modifications décrites plus haut dans l'acquisition de la capacité tumorigéne
est variable d'un syst¢éme cellulaire a l'autre. Le produit de l'oncogéne induit le phénotype
transformé, comme l'ont bien montré les mutants de virus oncogeénes ainsi que les réversions
phénotypiques obtenues aprés disparition ou suppression transitoire du produit de I'oncogéne
impliqué (Quade et al., 1981 ; Drebin et al., 1985). Le mode d'action du produit est différent selon
le type d'oncogene, mais il se dégage actuellement quelques grands groupes fonctionnels incluant la
plupart des oncogénes connus. Toutefois, si des mécanismes initiateurs de la transformation sont
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établis, I'enchainement des événements aboutissant au phénotype transformé n'est pas encore
compris.

2) La transformation des cellules hématopoiétiques

Dans les lignées hématopoiétiques, les problemes 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 'expérimentateur d'un moyen simple de caractériser in
vitro la transformation. Les cellules hématopoiétiques transformées proviennent souvent de la
prolifération d'une cellule immature morphologiquement indistinguable de son équivalent normal.
Les cellules hématopoiétiques dérivent d'une cellule souche indifférenciée, douée d'un grand
pouvoir de multiplication afin de pouvoir répondre aux exigences de 1'organisme. Cette cellule
souche va se différencier, perdre graduellement son pouvoir prolifératif et sa capacité a donner
plusieurs types cellulaires distincts (Clarkson et al., 1978). Cette différenciation ne s'effectue pas au
hasard, mais en réponse a des inducteurs précis émis par différents types de cellules (Cline et Gold,
1979 ; Whetton et Dexter, 1986). Toutes les substances intervenant dans le contrdle de
I'hématopoiése ne sont pas connues, mais un certain nombre d'entre elles ont pu €tre caractérisées
(Krantz et Goldwasser, 1984 ; Metcalf, 1985).

L'intervention des oncogénes dans la transformation des cellules hématopoiétiques est importante,
puisque la plupart des rétrovirus peuvent étre leucémogenes (Clarkson et al., 1978). Il existe une
spécificité entre le type de cellule transformée et le type d'oncogeéne actif (Graf et al., 1980), bien
que plusieurs oncogenes différents puissent interférer avec des cellules de la méme lignée sanguine ;
c'est le cas de la lignée érythroide qui peut étre perturbée par les oncogénes myb-ets, erb, ras, abl et
Jps (Graf et al., 1986). Quand leur différenciation peut s'effectuer, les cellules hématopoiétiques
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) ol une perturbation de la différenciation est responsable du phénotype transformé
(Mintz et Illmensee, 1975). De nombreuses études montrent que les cellules hématopoiétiques
infectées par des rétrovirus sans oncogéne se transforment de fagon progressive : elles deviennent,
par paliers, insensibles aux différents facteurs de croissance spécifiques, puis franchement
tumorigénes (Tambourin et al., 1981 ; Heard et al., 1984 ; O'Donnell et al., 1985) suggérant ainsi
I'implication de plusieurs génes cellulaires dans ce processus.
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C. LES ONCOGENES

En 1976, Stéhelin et al. démontrent que l'oncogene 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 oncogénes isolés se sont montrés étre
phylogénétiquement conservés. Cette propriété suggere un role important, sinon essentiel pour la
vie d'une cellule (Bishop, 1981).
Sur la base de la fonction, connue ou présumée et de la localisation de leur produit les oncogenes
peuvent étre classés parmi cinq groupes :

- les protéines homologues 2 un facteur de croissance,

- les protéines de la famille ras,

- les protéines kinases,

- une protéine homologue 2 la phospholipase C,

- les protéines nucléaires.
Pour chaque groupe, nous prendrons comme exemple un oncogéne, pouvant étre considéré comme
une étape dans le processus de transmission des informations extérieures jusqu'a 'ADN.

1) Les protéines homologues & un facteur de croissance

C'est le cas de 'oncogeéne v-sis, homologue a la sous unité p du PDGF (Platelet Derived Growth
Factor) (Doolittle et al., 1983 ; Waterfield et al., 1983) (figure 6). Le géne v-sis est traduit sous la
forme d'une protéine de 28 kD qui s'assemble en un homodimére de 56 kD. Cet homodimere est
clivé pour donner un homodimeére plus court de 24 kD dont la structure est similaire a un
homodimere B du PDGF, puis cette protéine est excrétée (Deuel et al., 1983 ; Owen et al., 1984). Le
produit de v-sis a alors une activité mitogéne autocrine, bloquée par l'addition d'anticorps anti-
PDGEF (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 a l'intérieur méme
de la cellule (Keating et al., 1988). Cette situation peut expliquer la perte de contrdle de la mitose
observée dans les cellules transformées et permet de concevoir un modéle d'intervention des
oncogenes cellulaires dans les processus de prolifération des cellules normales.

2) Les protéines de la famille ras

Cette famille posséde trois représentants trés proches : Ha-ras et Ki-ras, transduits dans des
rétrovirus murins (Chien et al., 1979 ; Ellis et al., 1981) et N-ras identifié comme géne transformant
dans une lignée de neuroblastome (Shimizu et al., 1983a) ; d'autres oncogénes ont récemment été
rattachés a ce groupe. Les génes de la famille ras ont été trouvés activés dans 15 a 20 % des tumeurs
humaines (Shimizu et al., 1983 b et c¢). Les produits de traduction des génes 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 A la membrane perdent leurs propriétés transformantes (Willingham et
al., 1980 ; Willmusen et al., 1984 a et b).

Les protéines ras cellulaires présentent des propriétés similaires 2 celles des protéines G intervenant
dans la modulation de la transduction des signaux extracellulaires a 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 'adénylate cyclase en réponse a des stimulus de
type P adrénergiques), Gi (inhibition de 1'adénylate cyclase et activation de la phospholipase C)
(Barbacid, 1987), Go et de la transducine (régulation de 'activité cGMP phosphodiestérase) (Itoh et
al., 1986).

Ces exemples illustrent I'implication d'oncogénes cellulaires dans les étapes de transduction des
signaux, dont l'autonomisation peut directement contrdler l'activation ou l'inhibition des processus
de transfert des signaux de prolifération.

3) Les protéines kinases

Ces protéines sont essentiellement de deux types :
- les protéines kinases spécifiques des résidus tyrosine,
- les protéines kinases spécifiques des résidus sérine et thréonine.

a) Les protéines tyrosine-kinases

Le produit de traduction de v-src, la pp60¥-57¢ fut la premiére protéine pour laquelle une activité
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), prés de la moitié des protéines oncogénes connues
possedent cette activité€. Selon leur localisation, on distingue deux groupes :

- les protéines associ€es a la face interne de la membrane cytoplasmique,

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

récepteurs de facteurs de croissance).

o) Les protéines associées a la face interne de la
membrane cytoplasmique

Les capacités du virus RSV a transformer des fibroblastes in vitro et A étre tumorigéne in vivo
résident dans I'expression de la protéine tyrosine kinase pp60¥-57¢. C'est la myristylation du résidu
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glycine 2 (Sefton et al., 1982 ; Buss et Sefton, 1985) qui assure I'association de la fixation a la
membrane. La disparition de cette propriété de fixation par mutation de la glycine supprime les
propriétés transformantes de I'oncogene sans altérer I'activité kinase in vitro (Kamps et al., 1986a).
La protéine cellulaire pp60¢-s7¢ est structurellement proche de la pp60¥-5"¢ (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 pp60v-s7< (Iba et al., 1985a) (figure 8). De plus la pp60<-5"¢ exprimée 2 des taux
équivalents a la pp60v-57¢ n'est pas susceptible d'induire la transformation (Iba et al., 1985a). Alors
que le site principal de phosphorylation de la pp60¥-57¢ est la tyrosine en position 416, la pp60c-sr¢
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 tumorigénes et son
activité kinase, considérablement augmentée, est comparable a celle de la protéine virale (Piwnica-
Worms et al., 1987 ; Kmiecik et Shalloway, 1987).

B) Les protéines transmembranaires

Le produit de traduction de l'oncogéne v-erbB est une protéine transmembranaire (Privalsky et al.,
1983) correspondant & une version du récepteur de 'EGF tronquée dans sa partie aminoterminale de
fixation & I'EGF et dans une portion du domaine carboxyterminal (Downward et al., 1984). v-erbB
pourrait donc correspondre 2 une version activée de maniére constitutive du récepteur de 1'EGF.
Comme la protéine virale, le récepteur de I'EGF est une glycoprotéine transmembranaire dotée
d'une activité tyrosine-kinase (Kris et al., 1985). Pour étudier l'importance de la fonction kinase en
tant qu'intermédiaire entre la fixation de I'EGF (le stimulus) et la prolifération cellulaire (la réponse),
un mutant dénué d'activité kinase a ét€ construit (Honegger et al., 1987). La fixation de 'EGF sur
le récepteur non muté augmente '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 sérine/thréonine-kinases

C'est la famille de kinases la plus représentée dans la cellule. Cependant seuls trois oncogénes 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 protéines 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 role de régulation négative.
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4) La protéine homologue a la phospholipase C

L'oncogéne v-crk a été isolé A partir du rétrovirus transformant de Poulet CT10 (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 dégradent des phospholipides :
la phospholipase C dégrade le phosphatidyl inositol biphosphate (PIP 2) en diacylglycerol (DAG) et
en inositol triphosphosphate (IP3). Le DAG et I'IP3 font partie des molécules appelées seconds
messagers, intermédiaires métaboliques dans la réponse a des stimulus externes (figure 9). Ce sont
également des activateurs de protéines kinases. La protéine p47898-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 hypothése de fonctionnement de cette protéine
a été inspirée par l'observation d'une homologie de séquence avec le domaine régulateur des
protéines tyrosine-kinases : p47848-ck pourrait détourner par compétition les inhibiteurs des
protéines kinases.

§) Les protéines nucléaires

Les oncogénes codant pour des protéines 2 localisation nucléaire ont été étudiés pour leur rdle
éventuel en tant que transactivateurs et régulateurs de la synthese d'ADN ou d’ARN (Kingston et
al., 1985). Plusieurs oncogénes nucléaires ont été isolés et caractérisés. Certains d'entre eux seront
étudiés en détail dans les chapitres suivants.

Il est intéressant de noter que les fonctions de deux oncogenes nucléaires ont pu étre clairement
définies : jun (Bohmann et al., 1987) et erbA (Sap et al., 1986). Le produit de traduction des proto-
oncogenes humains c-jun et c-fos codent pour des protéines liant ' ADN et possédant des propriétés
structurales et fonctionnelles comparables a celles de AP1, un facteur de transcription (Bohmann et
al.,, 1987 ; Lee et al., 1987). Une hypothése de mécanisme de transformation possible pour v-jun,
serait que cette protéine se comporte comme une version tronquée de AP1, activée en permanence.
La localisation de la protéine c-erbA ainsi que sa capacité 2 fixer les hormones thyroidiennes
suggerent qu'il s'agit d'un récepteur des hormones thyroidiennes. Cette protéine nucléaire se lie a
I'ADN et active la transcription de fagon hormonodépendante (Sap et al., 1986).
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II. TUMORIGENESE MULTIETAPE : LES COOPERATIONS

Les étapes pouvant conduire & la cellule transformée sont multiples et variées. Nous allons étudier
successivement les produits susceptibles de faire progresser la cellule vers la transformation dans
différents systémes : certaines substances chimiques, des virus autres que les rétrovirus oncogénes,
et les oncogeénes viraux et cellulaires. Nous décrirons ensuite des modeles de coopération
d'oncogenes in vivo, plus proches des réalités biologiques : coopérations dans les organes
reconstitués, coopérations dans les souris transgéniques, activation d'oncogénes multiples dans des
tumeurs et rétrovirus contenant plusieurs oncogenes.

A. LES PRODUITS DE LA COOPERATION
1) Les carcinogénes chimiques

La cancérogénese chimique multiétape a été démontrée la premiére fois en étudiant la transformation
de I'épiderme de souris (figure 10). La premiere étape, ou initiation est obtenue par le badigeonnage
cutané de faibles doses de carcinogénes n'entrainant pas l'apparition de tumeurs. La seconde €étape,
ou promotion est réalisée par le traitement répété des cellules ainsi initiées avec des agents non
carcinogeénes aboutissant a la production rapide de nombreux papillomes bénins parmi lesquels se
développeront de rares carcinomes (Hennings et al., 1983).

Un exemple de ces deux étapes est fourni par l'utilisation de 7,12-dimethylbenz(a)antrancéne
(DMBA) comme initiateur & des doses définies et par l'application durant 10 semaines de 12-0-
téradécanoyl-phorbol-13-acétate (TPA) comme promoteur. Bien que ces modéles 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 entrainées par les initiateurs tumoraux
seraient expliquées par la survenue de mutations ; des mécanismes de sélection cellulaire et de
croissance clonale des cellules initiées seraient impliqués dans la promotion. Dans ces expériences
plus de 90 % des carcinomes se développent a partir des papillomes, mais le nombre de ces
transformations reste faible. Les facteurs intervenant dans cette derniére étape n'ont pas été
identifiés. Parmi les facteurs supposés se trouvent & nouveau les promoteurs, bien que des travaux
aient infirmé cette hypothése. En revanche l'utilisation d'initiateurs (N-méthyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine, urethane, 4-nitro quinoline-N-oxyde ou 4NQO) se révele 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 'étape de
transformation (Hennings et al., 1983 ; Reddy et Fialkow, 1983).
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Lorsqu'on s'intéresse aux modeles de cultures cellulaires soumis a l'action des carcinogénes, on
constate qu'il est possible d'obtenir la transformation maligne de cellules diploides. L'analyse fine
de ces transformations permet de mettre en évidence deux étapes : une phase de prolifération
potentiellement illimitée, I'immortalisation, et au bout d'un certain temps une phase d'acquisition
des critéres de transformation. En effet des expériences ont montré que l'action de carcinogenes
(benzo(a)pyrene, N-méthyl-N-notrosourée, diméthyl sulfate) sur des cultures de cellules
embryonnaires de hamster syrien conduit a I'induction de quelques rares cellules immortelles 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, I'immortalité, bien
qu'insuffisante en elle-méme, s'est montrée €tre un prérequis nécessaire a la transformation
maligne.

C'est ainsi que des lignées cellulaires immortalisées ont pu étre utilisées en coopération avec des
génes connus pour leur pouvoir transformant. Les cellules de hamster syrien normales, transfectées
avec l'oncogene c-Ha-ras-1 ne donnent aucun foyer de transformation. En revanche ces mémes
cellules préalablement exposé€es au diméthylsulfate, ou & des doses moyennes de radiations
développent quelques foyers aprés 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 & I'obtention de foyers plus importants lors de la transfection de ¢-Ha-ras-1 activé (EJ
ras) (Newbold et Overell, 1983). Ces observations conduisent & supposer & nouveau l'existence
d'au moins deux étapes dans la transformation : une étape précoce, I'immortalisation, obtenue ici
par des substances chimiques, une étape tardive, pouvant étre assurée par un oncogéne. c-Ha-ras
peut étre activé par mutation ponctuelle (sur I'acide aminé 61) par le DMBA dans les kératinocytes
murins initi€s (Balmain et al., 1984).

La transformation peut donc étre décomposée en au moins deux étapes par l'action consécutive de
substances chimiques ou la combinaison d'une substance chimique et d'un géne potentiellement
transformant. Il semble donc exister différentes combinaisons d'étapes pour obtenir un phénotype
transformé. Cette constatation est confirmée par 'analyse des propriétés transformantes de certains
virus.

2) Les virus cancérogenes : 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 a la transformation. Cette exception i la régle de la
cancérogénése multiétape n'est qu'apparente. Des études ont permis de montrer que chaque virus
contient au moins deux génes codant pour des fonctions différentes, chacun devant s'exprimer
consécutivement pour assurer 1'apparition du phénotype transformé.
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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 génes précoces connus du polyome :
grand T, moyen T et petit T. De nombreuses études ont permis de montrer le r6le critique joué par
moyen T sans exclure l'implication de tout ou partie des deux autres génes. Un clonage séparé des
trois génes a permis de décomposer les différentes étapes de la transformation (figure 11).
Lorsqu'on transfecte séparément chaque géne 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 1'on étudie les critéres 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 géne grand T est transfecté dans ces cellules, on observe une perte de la dépendance vis &
vis du sérum de veau foetal (SVF), et des transformants stables sont obtenus avec 0.5 % de SVF.
Des €tudes de délétion ont permis de montrer que seul 40 % de séquence N-terminal était nécessaire
pour cette coopération. Si grand T est transfect€ seul, il assure aux cellules FR3T3 une croissance
en faibles concentrations de sérum. En revanche des fibroblastes primaires embryonnaires de rat ne
sont transformés complétement 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 a nouveau dans une
situation d'oncogénése multiétape. Des cellules primaires peuvent étre immortalisées par la protéine
grand T, permettant 1'établissement de cellules sans phénotype transformé. Cette propriété de grand
T est en rapport avec sa capacité a réduire les besoins de la cellule en facteurs de croissance. Une
deuxi¢me étape de transformation des cellules est assurée par la protéine moyen T.

b) SV40

Comme le virus 2 ADN du polyome, le virus SV40 est capable de transformer a la fois des cellules
primaires et des lignées cellulaires établies in vitro. De nombreuses études ont permis de montrer
que les geénes 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 antigénes, grand T et petit T. Les études de transformation par infection ou transfection
de populations cellulaires conduisent 2 la sélection d'un petit nombre de cellules dont les phénotypes
s'échelonnent de la cellule complétement transformée 2 la cellule faiblement transformée. Comme
pour polyome, il semble exister une coopération de grand T et petit T dans la transformation. En
effet, bien que SV40 et polyome ne soient pas complétement comparables, la région NH2-terminale
de grand T de SV40 facilite la transformation en assurant I'immortalisation. Ces cellules ainsi
immortalisées présentent des phénotypes allant de la cellule normale 2 la cellule transformée (Colby
et Shenk, 1982). Les données concernant I'antigéne petit T sont moins étendues. Petit T semble
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avoir un effet mitogéne dans des cellules au repos qui synthétisent grand T. L'infection par SV40 de
différentes cellules non transformées tend A montrer que petit T et grand T doivent €tre produits pour
supprimer l'inhibition de contact. Cependant grand T seul peut également assurer une croissance
efficace en agar. Ces résultats apparemment contradictoires peuvent étre interprétés comme une
relation effet-dose. Lorsqu'on infecte des cellules Balb/C 3T3 CIA31, on constate que petit T seul
ne peut induire de transformation. En revanche quand grand T s'exprime 2 des taux extrémement
élevés, il permet le clonage en agar des cellules. Si grand T s'exprime faiblement, il ne peut plus
alors assurer de transformation qu'en présence de petit T. On peut donc supposer que le role
essentiel de petit T dans la transformation 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 réalisés. L'expression de moyen T de polyome transforme des lignées de cellules
de rat FIII, contrairement a grand T qui n'induit pas l'apparition de nombreux critéres de
transformation. Les cellules transfectées avec grand T de SV40 ne présentent pas d'autres caractéres
de transformation qu'une certaine capacité a cloner en agar. Grand T de SV40 assurerait
I'immortalisation des cellules comme le géne Ela de 'adénovirus (Jat et al., 1986).

¢) Adénovirus

Les virus 2 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 €tait portée du coté 5' au niveau des génes
précoces de la région 1 (Houweling et al., 1980). Lorsqu'on étudie finement la région précoce 1
notée E1, on constate que cette région transforme avec la méme efficacité qu'un mélange des régions
Ela et E1b. Ela seul induit une transformation incomplete des cellules de hamster BRK qui
deviennent aneuploides et sont immortalisées. E1b seul n'induit aucune transformation évidente. En
revanche Ela et E1b coopérent pour transformer les cellules. Il semble donc que Ela initie la
transformation et que E1b est finalement responsable du phénotype transformé et de la
tumorigénicité (Van den Elsen et al., 1982). Cette capacité d’Ela a initier la transformation a été

largement exploitée pour démontrer par coopération l'activité transformante des oncogénes (Ruley,
1983).

3) Oncogenes 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'immortalisation
ainsi que des étapes de progression et de transformation sont observées. En raison d'une certaine
latence & observer le phénotype transformé final, on peut supposer l'existence d'autres étapes
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survenant au niveau des génes de la cellule elle-méme, les oncogeénes constituant des candidats
potentiels. Dans ce qui suit, les génes cités font référence a des oncogénes activés par différents
mécanismes (oncogene viral, proto-oncogéne muté, proto-oncogene surexprimé Ces observations
conduisent 2 une interprétation de la cancérogénése multiétape au niveau génique : chaque étape
nécessite I'activation d'un géne distinct, et le phénotype final est obtenu par I'expression simultanée
de plusieurs g&nes activés. Ainsi de nombreuses combinaisons transformantes d'oncogénes ont pu
étre décrites, en association parfois avec les substances chimiques ou les génes des virus 28 ADN
précédemment décrits. Ces études ont permis de définir des groupes de complémentation entre des
oncogenes nucléaires et des oncogeénes cytoplasmiques. C'est I'association d'un géne & localisation
nucléaire et d'un géne 2 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 coopeérent
pour transformer des fibroblastes embryonnaires en culture
primaire

Jusqu'd présent, l'idée d'une carcinogénése multiétape était documentée au niveau clinique
(dysplasie, métaphasie, néoplasie), au niveau chimique (initiation, promotion, transformation) mais
trés peu au niveau des genes cellulaires eux-mémes. En dépit de l'action de certains virus (polyome,
SV40, adénovirus), I'équivalent au niveau cellulaire n'avait pas pu étre observé in vitro.

C'est en 1983 que Land et al., réalisent la premiére reconstitution in vitro d'une transformation
cellulaire impliquant deux oncogénes au moins (figure 12). Parmi les oncogenes découverts a cette
époque, deux retinrent leur attention ; un lymphome de Burkitt et une leucémie promyélocytique
étudiés dans leur laboratoire présentaient chacune des copies anormales du géne myc ainsi que des
versions activées d'un second oncogéne N-ras. Leur choix se porta donc sur v-myc du rétrovirus
oncogene MC29 et c-Ha-ras-1 activé issu d'un carcinome de vessie en lignée (T24 appelé également
EJ ras). Le systtme 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 résultat 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. Aprés 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 méme chez le rat de 12 jours. De multiples copies de v-myc et de c-Ha-ras
étaient intégrées & I'ADN des cellules des foyers. Par comparaison avec les lignées établies comme
la NIH3T3 ou la Rat-1 sur lesquelles ¢-Ha-ras est transformant, il était tentant de conclure que v-
myc présidait & I'établissement des REF. Cependant il existe une différence entre ces deux
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transformations au niveau de 1'induction des tumeurs chez la souris nude : les cellules transformées
de REF induisent des tumeurs qui se stabilisent & un diamétre de 1 2 2 cm aprés 3 semaines ; les
cellules transformées de Rat-1 se développent jusqu'a tuer leur hbte. Le géne myc semble donc
favoriser l'apparition d'un phénotype transformé par l'oncogéne ras mais n'est cependant pas
capable de simuler complétement I'immortalisation des cellules.

b) Des groupes de complémentation

La capacité de c-Ha-ras et de myc a coopérer dans la transformation a conduit a étudier si d'autres
geénes pouvaient étre placés dans des groupes de complémentation caractérisés par une activité de
coopération avec ras ou avec myc dans différents systemes cellulaires (figure 13).

o) Les génes du groupe "“ras" pouvant coopérer
avec des génes du groupe de "myc"

La famille ras

Les génes ras étudiés dans ces expériences sont au nombre de trois : c-Ha-ras, c-Ki-ras et N-ras
(Land et al., 1983). Ces génes codent pour des protéines similaires. Ces génes 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
etal, 1982 ; Der et al., 1982 ; Taparowsky et al., 1983). Ces génes activés présentent un pouvoir
transformant en coopération avec les génes du groupe "myc" sur de nombreux systémes 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 génes homologues a src

Des passages précoces de cellules surrénales de rat sont transformées par l'action conjointe des
oncogenes v-sr¢ et v-myc. Les cellules ainsi transformées deviennent trés rapidement indépendantes
des facteurs de croissance du sérum et perdent leur inhibition de contact. Ces mémes cellules
infectées par v-myc et v-Ki-ras ne présentent les mémes caractéristiques de transformation qu'apres
plusieurs passages, ce délai suggérant ainsi l'intervention d'un troisiéme événement dans cette
coopération (MacAuley et Pawson, 1988).

Des cellules myéloides de poulet transformées par I'oncogéne 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 rétrovirus contenant
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un oncogene de la famille des protéines kinases dont le représentant est v-src (Adkins et al., 1984).
Parmi ces génes on trouve v-fps/fes 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 oncogene est susceptible d'induire cette indépendance au cMGF, l'oncogene
mil/raf issu d'un virus de Poulet MH2 et d'un virus murin MSV-3611 (Coll et al., 1983; Rapp et
al., 1983). MH2 est un rétrovirus particulier que nous €tudierons plus en détail : ce virus a transduit
les deux oncogeénes myc et mil. 1 est capable de transformer des macrophages de Poulet in vitro et
de les faire proliférer en I'absence de cMGF (Graf et al., 1986). L'oncogeéne c-raf-1 coopére avec c-
myc dans la transformation de cellules d'épithélium bronchique immortalisé€es par grand T de SV40.
Il ransforme ce tissu en carcinome a grandes cellules présentant 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 érythroides aprés de probables altérations génétiques secondaires, et deviennent sensibles
a la différenciation par I'érythroprotéine. v-raf et v-myc pris isolement n'ont pas d'effet sur ces
cellules (Klinken et al., 1988). Des cellules non tumorigénes de moelle osseuse issues de souris
transgéniques portant un géne c-myc controlé par le promoteur des chaines lourdes
d'immunoglobuline, sont transformées par infection a I'aide d'un virus contenant v-raf (Alexander
et al., 1989).

Moyen T de polyome

Lorsqu'on étudie la transformation par polyome, on constate que deux génes coopérent : moyen T
induit des modifications morphologiques et supprime l'inhibition de contact, grand T assure
I'immortalisation cellulaire (Rassoulzadegan et al., 1982). Dans un systé¢me de culture primaire de
fibroblastes embryonnaires de rat, moyen T coopére avec myc pour transformer les cellules (Land et
al.,, 1983). Lorsque des lignées cellulaires différenciées d'épithélium thyroidien de rat sont
transfectées avec moyen T et le c-myc humain, on observe une transformation importante et
I'absence de différenciation des cellules (Berlingieri et al., 1988).

ber-abl

La tyrosine kinase produite par le géne du locus remanié bcr-abl du chromosome Philadelphie
présent dans les cellules leucémiques de patients atteints de leucémie myéloide chronique coopére
avec l'oncogéne v-myc pour conférer un phénotype complétement transformé 2 la lignée cellulaire
Rat-1. Cette interaction n'existe pas sur NIH3T3 (Lugo et Witte, 1989). En revanche v-abl n'est

apparemment pas capable de coopérer avec myc pour la transformation de cellules lymphoides pré B
(Alexander et al., 1989).
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B) Les génes du groupe "myc" pouvant coopérer

"

avec des genes du groupe "ras

Des homologies de structures localisées dans des régions importantes pour la transformation ont été
retrouvées dans myc, 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 oncogénes nucléaires susceptibles
de coopérer avec le groupe de complémentation de ras (Weinberg et al., 1985).

Oncogeénes de la famille de myc

Dans les travaux de Land et al. (1983) le géne v-myc du virus aviaire MC29 sous LTR promotion
coopere avec c-Ha-ras. Mais cette coopération peut également s'effectuer avec un c-myc de souris
placé sous le promoteur de SV40. 1l en est de méme de N-myc (Schwab et al., 1985 ; Yancopoulos
et al., 1985). N-myc est un oncogéne homologue a c-myc retrouvé dans les neuroblastomes et
certains cancers a 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.

Ela

Nous avons vu que le gene Ela de l'adénovirus est susceptible d'immortaliser des cultures
primaires de cellules. Lorsque Ela est cotransfecté avec c-Ha-ras, ces deux génes coopérent pour
transformer des cellules de rein de hamster nouveau-né (Ruley, 1983). Les fonctions
d'établissement de Ela viennent complémenter les fonctions transformantes de ¢c-Ha-ras et des
autres génes 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 2 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 diamétre
supérieur a celui des tumeurs induites par le tandem v-myc/c-Ha-ras et finissent par tuer I'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.
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myb

Le virus des leucémies aviaires aigués contenant 'oncogéne v-myb est susceptible de transformer
des cellules hématopoiétiques de la lignée myélomonocytaire. Ces cellules ainsi transformées
dépendent pour leur prolifération in vitro du cMGF, comme les cellules myéloides infectées par
v-myc (Beug et al., 1982). La surinfection de ces cellules avec des rétrovirus contenant des
oncogenes de la famille src assure une coopération permettant de rendre les cellules ainsi
transformées, indépendantes du cMGF (Adkins et al., 1984).

pS3

La phosphoprotéine cellulaire instable p53 est fréquemment retrouvée a des taux élevés dans les
cellules transformées et se stabilise par la formation de complexes protéiques avec I'antigéne grand
T de SV40 ou la protéine adénovirale E1b dans les cellules infectées par ces virus. Bien que
plusieurs études aient associ€ la p53 avec la prolifération cellulaire, son role 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 1'immortalisation de ces cellules et les rend
susceptibles a la transformation par ras (Jenkins et al., 1984). Comme l'oncogéne myc, la protéine
pS3 est capable de se lier a 'ADN et tend a s'accumuler dans le noyau des cellules transformées ; la
P53 coopére 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'étre activée (Hinds et al., 1989) : la protéine p53 doit présenter
une valine en position 135 a la place d'une alanine.

¢) Des exceptions éventuelles aux groupes de
complémentation

Dans ce qui vient d'étre décrit, les expériences de coopération impliquent un oncogéne du groupe
"myc" A localisation préférentielle nucl€aire et un oncogéne du groupe "ras" a localisation
préférentielle extranucléaire. Cependant deux tentatives d'association entre génes nucléaires ont été
réalisées.

Une complémentation entre v-fos et 'antigéne grand T de polyome a été observée a 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 phénomene de crise puis se mettent 2 proliférer et  acquérir un
phénotype de cellules transformées (cellules plus petites, rondes et moins adhérentes). Mais aucun
des autres critéres de transformation n'a été vérifié.
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Il en est de méme pour l'association fréquemment observée entre la p53 et I'antigene grand T de
SV40 (Santos et Butel, 1985). Dans les cellules possédant grand T, on constate que cette protéine
est associée avec la pS3 dans le noyau et 2 la surface des cellules. Des corrélations entre la présence
de ce complexe grand T/p53 et les vitesses de croissance de cellules de rein de souris ont €té
observées.

Dans ces deux expériences, impliquant des génes 2 localisation habituellement nucléaire dans les
cellules transformées, les criteres de transformation se limitent 2 des modifications morphologiques.
De plus la p53 tend a se relocaliser dans la membrane. Aussi dans ces deux €tudes il semble difficile
de pouvoir parler de coopération entre oncogénes nucléaires dans la transformation.

d) Des voies possibles de la coopération

Quelques études ont essayé d'analyser quels mécanismes pouvaient étre a l'origine de la coopération
des oncogeénes du groupe "ras" et du groupe "myc" (figure 14).

a) La modulation des taux d'expression

Les conditions de la transformation des fibroblastes embryonnaires de rat par les oncogénes ras et
myc ont été analysées (Land et al., 1986). Dans des conditions de culture en haute densité, aucun
des oncogenes n'est capable de transformer seul les fibroblastes embryonnaires de rat. La
cotransfection de ras avec un plasmide de résistance a la néomycine permet de détruire les cellules
normales n'ayant pas incorporé ras. Les colonies de cellules exprimant ras se maintiennent. 10 %
d'entre elles survivent 2 une crise et deviennent tumorigeénes. Cette latence permet de supposer la
survenue d'un événement supplémentaire. On note que dans ces conditions les taux d'expression de
ras sont plus de 10 fois supérieurs & ceux observés lors de la cotransfection myc/ras. Le méme
phénoméne de surexpression de myc dans des conditions de culture particuligres est susceptible
d'assurer la transformation de quelques 1lots de fibroblastes embryonnaires de rat. Ces conditions
de surexpression des génes sont essentiellement retrouvées pour les oncogénes d'origine rétrovirale.
En ce qui concerne les oncogenes cellulaires, les taux d'expression sont beaucoup plus faibles et
conduisent 2 des modifications plus limitées : ras modifie la morphologie des cellules, entraine une
perte de l'inhibition de contact, et favorise la sécrétion de facteurs de croissance , myc immortalise
les cellules.

B) Une troisieme étape possible
Le nombre des paliers impliqués dans la cancérogénése multiétape n'est pas connu. Si la simple

activation de deux oncogénes €tait suffisante pour assurer la tumorigéngse, les tumeurs issues de
cellules diploides devraient rester diploides ou subir des remaniements chromosomiques aléatoires
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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 été réalisées (Oshimura et al., 1985). Les
tumeurs ainsi induites sont monoclonales, c'est & dire que les sites d'intégration de v-Ha-ras et
v-myc sont identiques d'une cellule A l'autre. De plus ces cellules présentent un réarrangement
chromosomique préférentiel, une monosomie du chromosome 15. 11 semblerait donc que cette perte
d'un chromosome 15 favorise ou soit nécessaire & la transformation par v-Ha-ras et v-myc. Plus de
deux étapes pourraient donc étre nécessaires. Cette notion est renforcée par le fait que souvent les
cellules transfectées 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 précédemment, beaucoup d'oncogénes interviennent directement ou
indirectement dans des processus régulés par les facteurs de croissance. Un rdle des facteurs de
croissance dans la transformation a été mis en évidence pour la premiére fois lors de la mise en
évidence de la sécrétion de facteurs de croissance par des cellules transformées par des virus des
sarcomes murins Kirsten (contenant ras) et Moloney (contenant mos) (De Larco et Todaro, 1978).
Cela suggeére un modele 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 2 proliférer par les facteurs de croissance
qu'elles sécrétent (Sporn et Todaro, 1980). La transformation par v-sis procéde de ce mécanisme
autocrine (Deuel et al., 1983). L'introduction de 1'oncogéne v-erbB dans une cellule entraine 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 oncogénes a pu étre établi par la
constatation que l'expression de proto-oncogénes est régulée par des facteurs de croissance. Par
exemple, le PDGF stimule I'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-oncogeéne erbB) i 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 'EGF, le PDGF et le TGF-B ont été étudiés sur des
cellules de rat FR3T3 dans lesquelles 1'oncogéne ras ou I'oncogéne myc activés ont été introduits.
L'EGF est un facteur de croissance mitogéne contenu dans le sérum (Stern et al., 1986). L'EGF
présente des homologies avec le TGF-«, un facteur de croissance souvent sécrété par les cellules
transformées. L'EGF et le TGF-a agissent en se fixant au récepteur de 'EGF et ont des effets
similaires sur la physiologie cellulaire (Roberts et al., 1983). Le TGF-B 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 contrdles FR3T3 non transfectées
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ne poussent pas en milieu 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 exogenes. Ces cellules sécrétent des taux élevés de
facteurs de types EGF et TGF-f suggérant que l'absence de réponse aux facteurs de croissance
exogene est due A 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-B. Ces cellules ne
sécrétent pas de facteurs de type EGF ou TGF-f.

Ces résultats suggeérent I'hypothese d'un mécanisme de coopération entre myc et ras dans lequel les
génes du groupe "ras" induiraient la production de facteurs de croissance alors que les génes du
groupe "myc" augmenteraient la sensibilité des cellules a ces facteurs. Selon les systemes,
Iimplication de facteurs de croissance peut étre différente. Ainsi des cellules de rein de rat
immortalisées par différents oncogeénes présentent des réponses différentes aux facteurs de
croissance (Kelekar et Cole, 1987). Les cellules immortalisées par Ela sont indépendantes des
facteurs de croissance du sérum alors que les cellules immortalisées par c-myc répondent mieux au
sérum qu'a I'EGF ou I'Insuline. Les cellules immortalisées par H-ras répondent a I'insuline seule et
fournissent une réponse maximum a I'EGF et a l'insuline.

B. DES EVIDENCES BIOLOGIQUES DE COOPERATION

Les travaux que nous avons analysés jusqu'a présent font état de substances ou de geénes dont
I'action combinée in vitro sur un systéme cellulaire permet d'aboutir a 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 syst¢me immunitaire, du syst¢me hormonal, des contrdles cellulaires de la croissance
bien que ces éléments soient supposés étre fondamentaux pour le développement du processus
malin. C'est pourquoi des auteurs ont utilisé pour leurs études les souris transgéniques, un systéme
dans lequel l'action d'un oncogéne peut étre analysée dans un étre vivant susceptible de répondre
physiologiquement au développement d'une tumeur.

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

expriment I'oncogeéne et développent des tumeurs mammaires et occasionnellement des lymphomes.
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Cependant, dans ces expériences, c-myc semble €tre nécessaire, mais non suffisant pour la
tumorigénése. En effet le mode d'apparition de ces tumeurs laisse supposer l'existence d'étapes
supplémentaires pouvant coincider avec l'activation d'autres oncogenes. C'est pourquoi le géne v-
Ha-ras a été introduit dans des souris transgéniques sous le controle du promoteur de MMTYV (Sinn
et al., 1987). Les animaux ainsi produits développent une hypertrophie des glandes lacrymales.
Occasionnellement aprés une période de 6 & 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 MMTV/v-Ha-ras et
MMTV/c-myc a I'état hétérozygote, pour obtenir des doubles hétérozygotes pour chaque geéne. Le
type des tumeurs obtenues chez ces animaux n'est pas différent de celui observé pour les souris
porteuses uniquement de MMTV/v-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 lignées 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 S0 % 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 caractéres isolés des tumeurs solides
et les caractéristiques monoclonales des lymphomes ne correspondent guére a un simple modele de
coopération a deux oncogenes. D'autres événements génétiques doivent probablement intervenir.

D'autres travaux ont €t€ menés sur les coopérations obtenues lors de croisements entre souris
transgéniques (VanLohuizen et al., 1989). Des souris transgéniques portant I'oncogéne pim-1 (géne
impliqué dans les lymphomes de type T activé par insertion provirale de MuLV (Selten et al., 1985))
sous contrdle de l'activateur des immunoglobulines et d'un LTR de MuLV expriment I'ARN
messager pim-1 a des taux €élevés dans les cellules B et T. Entre 5 et 10 % de ces souris développent
des lymphomes a cellules T clonaux avant 7 mois. Quand ces souris porteuses de pim-I sont
infectées par MuLV, les lymphomes a cellules T se développent beaucoup plus vite (7 2 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

4+

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

Bien que les souris transgéniques représentent un modele in vivo, la surexpression ubiquitaire des
oncogenes reste un phénomeéne non physiologique. Pour approcher plus finement le role des
oncogenes dans la tumorigénése in vivo, il est intéressant de transférer les oncogénes 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
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et lignées W) pour introduire les oncogenes myc 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
I'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'oncogéne myc seul induit un type de Iésion différent correspondant 2 une
hyperplasie. Des oncogénes peuvent donc induire des phénotypes apparentés A des €tapes précoces
de la tumorigénese. En revanche, lorsque ras et myc sont associés, ils cooperent pour induire
préférentiellement des carcinomes, dans lesquels des altérations génétiques semblent jouer un role
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” (Alitalo 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-
oncogenes ne sont pas amplifiées. C'est pourquoi la présence de ces chromosomes "double minute”
pourrait correspondre 4 'amplification d'autres génes impliqués dans la progression tumorale.

3) Les tumeurs in vivo

Quelques études ont cherché a savoir s'il était possible de mettre en évidence un ou plusieurs proto-
oncogenes activés dans les tumeurs ou les lignées. Pour les détecter, deux types de stratégie sont
utilisés.

- L'hypothese sous-tendant la premiere stratégie est que 'ADN des cellules tumorales contient des
geénes transformants. Cet ADN est transfecté dans des fibroblastes initiés de souris, les NIH3T3
(figure 15). Une fois intégré, le géne actif, est repéré par son aptitude a transformer les NIH3T3. De
I'ADN de la lignée promyélocytique humaine HL-60 a ainsi €té transfecté sur NIH3T3 (Murray et
al., 1983). L'oncogene N-ras activé a pu étre isolé. De plus une amplification du géne c-myc a été
retrouvée dans ces cellules. Selon la méme technique, 'oncogéne activé N-ras a été isolé d'une
lignée cellulaire de lymphome de Burkitt (AW Ramos), associé a une amplification de c-myc. Cette
constatation a également pu étre faite dans les cellules de neuroblastome en lignée SK-N-SH, pour
N-ras et N-myc. Dans un carcinome a cellules géantes du poumon d'origine humaine, maintenu
dans la souris nude, I'oncogéne c-Ki-ras-2 activé a été trouvé associé a 'amplification génomique
de I'oncogeéne c-myc (Taya et al., 1984).

Une autre stratégie consiste a analyser par la technique de Southern un ensemble d'oncogénes
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 oncogéne de la famille ras, des
modifications d'autres oncogénes :
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- 40 % des cellules étudiées présentaient un ou plusieurs oncogenes anormaux, avec une
amplification constante de c-myc,

- 17 % des cellules étudiées présentaient une activation de trois oncogenes, c-Ha-ras, c-myc et
N-ras.

Ces expériences tendent donc A montrer que plusieurs oncogénes activés peuvent coexister dans des
tumeurs ou lignées humaines. Cependant la stratégie d'analyse par transfection sur NIH3T3 a été
beaucoup critiquée dans la mesure o ont été isolés des génes qui avaient été activés au cours de la
transfection elle-méme (l'oncogéne mas, Young et al., 1986). De méme, en ce qui concerne les
lignées, 1'établissement de ces cellules in vitro pourrait avoir entrainé I'altération et l'activation des
oncogenes détectés.

4) Les rétrovirus a deux oncogeénes

Une autre évidence de la synergie entre oncogénes est fournie par la constatation que certains
rétrovirus contiennent naturellement plusieurs oncogénes. C'est le cas de AEV, virus de
I'érythroblastose aviaire, du rétrovirus E26 et du rétrovirus MH2 (figure 16).

a) AEV

Le virus AEV contient deux oncogénes, v-erbA, forme tronquée du récepteur des hormones
thyroidiennes (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 érythroides transformées par
AEV. Des travaux réalisés par Kahn et al. (1986) portant sur la coopération entre le produit v-erbA
et le produit d'autres oncogéenes dans la transformation des érythroblastes a permis de définir deux
étapes dans cette transformation. Les produits des oncogénes v-src, v-erbB, v-ras, v-sea permettent
la prolifération dans des milieux de culture complexes des érythroblastes indépendamment de
I'érythropoiétine, les cellules restant toutefois dépendantes de 'hormone pour se différencier. La
surinfection de ces cellules par un virus contenant l'oncogéne v-erbA seul (Frykberg et al., 1983)
assure leur prolifération en milieu standard et bloque leur maturation en érythrocyte, méme en
présence d'hormones. Ces résultats suggerent que v-erbA agirait sur le contrdle de la différenciation
des érythroblastes transformeés, et v-erbB (et les autres oncogénes Cités) sur le contrdle de la mitose.

b) MH2

Le rétrovirus aviaire MH2 fait partie des rétrovirus leucémogenes défectifs (DLV). Ce virus a
transduit dans son génome deux oncogenes : le géne v-myc et le géne v-mil (ou v-mht) dont
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1'équivalent murin est appelé v-raf (Saule et al., 1983 ; Kan et al., 1983 ; Coll 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 2 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 P10084g-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 a 'ADN (Bunte et al., 1983). In vivo, v-
mil confére 3 MH2 une pathogénicité plus aigué que celle des autres rétrovirus aviaires ne contenant
que v-myc (Linial, 1982) : I'infection de cailles japonaises de 2 & 3 semaines par le virus MC29 ne
provoque l'apparition de tumeurs que chez 7% des animaux, tandis que ce pourcentage s'éleve a
75% avec MH2.

In vitro, nous avons précédemment décrit 'effet des virus v-myc et v-mil sur le syst¢me des
macrophages. Ces deux oncogénes coopérent également dans un autre systéme 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 transformer. Des virus mutants de
délétion, spontanés ou obtenus par recombinaison, n'exprimant que l'un ou l'autre des deux
oncogenes ont été utilisés pour caractériser le role de chacun des génes 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 a 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 collagéne sont utilisées avec un milieu plus riche DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) contenant 10 % de sérum de veau foetal, 1 % de sérum de poulet et 10 % de
Bactotryptose, on observe une transformation et une prolifération avec l'oncogéne v-myc seul. On
peut interpréter cette différence par I'hypothése que v-mil induit la sécrétion de facteurs de
croissance dans les conditions de cultures utilisées par Béchade et al.

c) E26

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 géne gag (Agag), les deux
oncogenes (v-myb et v-ets), une partie du géne env (Aenv) et deux LTR. La protéine du virus E26
est une protéine de fusion de 135 kD, la P1358ag-myb-ets_de localisation nucléaire (Klempnauer et
al., 1984),

Chez le Poulet, E26 induit des leucémies en trois 2 cing semaines apres I'infection. Ces leucémies

sont caractérisées par la présence de larges cellules basophiles et par 'augmentation du nombre des
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réticulocytes plus ou moins différenciés (Radke et al., 1982). E26 induit in vivo une leucémie mixte
érythroide et myéloide, 2 prédominance érythroide (Moscovici et al., 1981 ; Radke et al., 1982). In
vitro, E26 est susceptible de transformer des cellules hématopoiétiques 2 partir de moelle osseuse de
poussin, ou d'embryon de poulet de 1 & 3 jours (stade blastoderme).

In vitro, E26 a un effet mitogéne 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
hématopoiétiques transformées. En revanche l'expression de 'ARN génomique est beaucoup plus
importante dans les cellules hématopoiétiques que dans les fibroblastes. De plus, au niveau de la
traduction, la P1358ag-myb-ets n'est pas détectée dans les fibroblastes.

Des mutants thermosensibles pour la transformation myéloide ont été isolés (Beug et al., 1984). A
la température permissive, les cellules myéloides transformées par ce mutant de E26 ressemblent
aux cellules myéloides transformées par le virus sauvage, et proliférent rapidement en présence de
cMGF. A la température non permissive, elles arrétent de proliférer et acquiérent plusieurs
caractéres de macrophages. Les myéloblastes transformés par ces mutants thermosensibles, aprés
passage a la température non permissive et en présence de TPA se différencient et arrétent leur
prolifération, méme 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 & v-myb, alors que la transformation des érythroblastes semble dépendre de v-
ets. Les P1358ag-myb-ets pyrifiées A partir des mutants thermosensibles de' E26 ont perdu leur
capacité 2 fixer 'ADN (Moelling et al., 1985). Un de ces mutants a été séquencé, le ts143 E26, et
une mutation (substitution d'une thréonine par une arginine) a pu étre localisée en N-terminal de v-
myb dans une position phylogénétiquement conservée du domaine de fixation 2 I'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 a celui obtenu avec le ts143 E26.

Un autre mutant thermosensible de E26 pour la transformation érythroide, mais non pour la
transformation myéloide a été caractérisé (Golay et al., 1988). Ce virus E26ts 1.1 posséde une seule
mutation dans la partie 3' de v-ers. Les érythroblastes transformés a la température permissive se
différencient en érythrocytes normaux quand ils sont cultivés 2 la température non permissive. Les
cellules myéloides transformées par ce virus sont des promyélocytes (les précurseurs des
granulocytes neutrophiles) plutdt que des myéloblastes immatures. Une infection de macrophages
par ce virus induit une conversion des macrophages en promyélocytes. v-ets de E26 semble donc
jouer un rdle sur la différenciation des cellules érythroides, mais aussi sur la différenciation des
cellules myéloides.
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III. LES ONCOGENES NUCLEAIRES

Des progres récents ont été faits dans la compréhension du fonctionnement de certains oncogenes &
localisation nucléaire. Plusieurs ont pu étre identifiés et rapprochés de facteurs de transcription.
Apreés quelques généralités sur les facteurs de transcription, nous détaillerons les études menées sur
trois oncogénes nucléaires myb, ets et myc.

A. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

L'initiation de la synthése de I'ARN messager (ARNm) joue un role primaire fondamental dans la
régulation de I'expression différentielle des génes. Les cellules répondent a des sollicitations intra et
extracellulaires en activant ou en réprimant certains génes et en modulant la transcription des genes
activés. Chez les eucaryotes supérieurs, ces modifications transcriptionnelles peuvent avoir des
conséquences 2 long terme lorsqu'elles s'inscrivent dans un programme de développement. Les
mécanismes et les voies biochimiques par lesquelles une cellule intégre les sollicitations
physiologiques pour aboutir 2 des modifications transcriptionnelles adaptées sont encore largement
inconnus. Il est cependant établi que la fréquence d'initiation de la synthése d'ARNm dépend en fin
de compte de facteurs qui intéragissent avec des séquences spécifiques situées dans les promoteurs
des génes. C'est & ces protéines nucléaires régulant l'initiation de la transcription par I'ARN
polymérase II que nous allons nous intéresser.

1) Les régions en cis liant les facteurs de transcription

Chez les eucaryotes, pour un géne donné, existent dispersées en amont et en aval de l'origine
d'initiation de 'ARNm tout un ensemble de séquences régulatrices de ' 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 géne posséde une combinaison
particuliere de séquences régulatrices en cis a effet positif ou négatif spécifiquement organisées quant
a 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 gene. Habituellement, ces éléments en cis sont disposés sur une longueur de plusieurs centaines
de paires de bases 2 partir du site d'initiation, mais certains éléments peuvent exercer un contrdle sur
des distances bien plus importantes, de 1'ordre de 1 & 30 kb. La région de controdle située dans
I'environnement immédiat du site d'initiation est appelée promoteur ; les régions qui régulent un
promoteur a des distances plus importantes et dans une orientation quelconque sont appelées
activateurs (Ptashne, 1986). Certaines séquences promotrices sont communes 2 de nombreux génes
transcrits par I'ARN polymérase II : TATA, GC et CCAAT consensus. Cependant des expériences
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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). 11 existe par ailleurs un grand nombre de séquences moins fréquemment rencontrées
impliquées dans des régulations transcriptionnelles dépendant d'un signal hautement spécialisé en
réponse A 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 a des
signaux physiologiques, probablement en raison de la quantité ou de la capacité variable 2 agir selon
les tissus des facteurs se liant 2 '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 2 la compétition de protéines 2 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 ; Schiile et al., 1988).

11 existe divers types de régions inhibitrices qui peuvent bloquer la fonction de régions activatrices en
cis (Laimins et al., 1986 ; Kuhl et al., 1987 ; Fujita et al., 1988). Certains génes possédent 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 a ces régions ne soient pas clairement comprises, on peut
supposer que des combinaisons d'éléments en cis précisément et spécifiquement ordonnées
permettent de construire pour chaque géne un programme de transcription temporel et spatial
déterminé.

La figure 17 représente une combinaison d'éléments en cis constituant les régions promotrices et
activatrices d'un gene transcrit par ' ARN polymérase 1. Les protéines qui se fixent dans ces régions
sont schématiquement représentées et comprennent I'ARN polymérase 11, le TFIIA, le TFIIB, le
TFIID et diverses autres protéines liant ' ADN spécifiquement (CREB, Jun, Fos, CTF, Sp1, OCT-2
et AP-2) au niveau de séquences consensus. Le ou les mécanismes par lesquels des éléments en cis
activent la transcription a 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 adaptatrices ou coactivatrices (Lewin, 1990) peuvent étre nécessaires pour que des
facteurs éloignés puissent participer directement au processus d'initiation de 'ARNm.

2) Les protéines liant des séquences spécifiques d'ADN

Les facteurs qui se lient aux séquences ADN en cis peuvent &tre détectés dans des extraits cellulaires
et caractérisés en fonction de la séquence de leur site consensus 2 1'aide de diverses expériences de
fixation & 'ADN in vitro (Gilbert et al., 1976 ; Mc Kay, 1981). Ces protéines, trés peu abondantes,
peuvent €tre purifies a partir d'extraits nucléaires par chromatographie d'affinit¢ d'une séquence
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FT: facteur de transcripton ADP : adaptateur

figure 17 : Régions promotrices, facteurs de transcription
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spécifique d'’ADN en vue d'obtenir des quantités de matériel suffisantes pour les €tudes
biochimiques et 1'analyse de la séquence protéique (Kadonaga et Tjian, 1986). Les propriétés de
fixation de ces protéines & I'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
modifi€es. Ces expériences sont pour la plupart menées in vitro, et les activités transcriptionnelles
sont mesurées en exprimant le facteur de maniére transitoire dans des cellules en culture et en
mesurant la transcription du promoteur d'un géne 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 possédent différents domaines identifiables : région de fixation & I'ADN, région
d'activation transcriptionnelle.

3) Les domaines de fixation a 1'ADN des facteurs de
transcription

Les domaines de fixation de ' ADN de plusieurs facteurs de transcription ont été localisés sur des
régions assez courtes de 60 a 100 acides aminés. Ces études ont montré que ce domaine de fixation a
I'ADN est nécessaire mais non suffisant pour l'activation transcriptionnelle. Plusieurs types de
domaines de fixation ont été décrits et de nouveaux sont réguliérement découverts .

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

Ces motifs ont été initialement identifiés dans le facteur de transcription TFIIIA de I'ARN
polymérase III. Ce facteur se lie  1a région de contréle du géne de I'ARN 5S (Miller et al., 1985).
Depuis au moins deux types de "doigts de zinc" ont aussi été décrits pour des facteurs participant a la
transcription dirigée par ' ARN polymérase II (Evans et Hollenberg, 1988 ; Parraga et al., 1988 ;
Berg, 1988) (figure 18).

a) Le facteur de transcription Spl

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 2

un méme jon 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 Spl, qui active la transcription en se fixant sur un consensus GC contient trois doigts de
zinc 2 son extrémité C-terminale ; en présence d'ions zinc ces structures sont nécessaires et

suffisantes pour la liaison 2 'ADN.

B) Les récepteurs d'hormones stéroidiennes

Un deuxi¢me groupe de motif "en doigts de zinc" est retrouvé au niveau du domaine de fixation des
récepteurs d’hormones stéroides. Ces motifs comportent deux paires de résidus cystéine au lieu de
I'arrangement cys-his retrouvé dans le domaine de fixation de Spl. Le récepteur des glucocorticoides
de rat demande du zinc pour assurer la liaison 2 ' ADN, et des substitutions par mutation des résidus
cystéines conduisent & une perte de la fonction de fixation (Freedman et al., 1988 ; Severne et al,,
1988).

Y¥) Des protéines ne liant pas I'ADN

Des motifs contenant des cystéines, trés proches des "doigts de zinc" de Spl et des récepteurs des
hormones stéroides ont €té retrouvés dans des protéines eucaryotes et procaryotes ne se liant pas
nécessairement 3 'ADN (Berg, 1986). Ces résidus sont utilisés pour fixer des ions métalliques et
permettent de créer des ponts disulfidés dans des structures protéiques, a la fois au sein d'une méme
protéine et entre des protéines différentes.

Les protéines de fixation & 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 2 'ADN, les déterminants de la spécificité de la
liaison doivent se situer en un autre endroit. Par exemple, les spécificités de fixation 2 'ADN des
récepteurs 2 la progestérone et aux oestrogénes ont été montrées dépendre de différences situées au
niveau d'acides aminés non conservés a 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
retrouveés dans des régulateurs de 1'embryogénése chez la Drosophile. Ces segments ont rapidement
été localisés également dans les génes des organismes vertébrés (Hoey et Levine, 1988). La
séquence primaire des homéodomaines se rapproche des structures de liaison A I'ADN de type
hélice- coude-hélice des répresseurs procaryotes (figure 18). Les résidus les plus conservés entre les
homéodomaines de différentes protéines sont les acides aminés basiques et hydrophobes. En raison
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des fonctions régulationnelles communes a un grand nombre de protéines de la Drosophile contenant
des homéodomaines, on peut supposer que d'autres protéines contenant ces régions pourraient étre
des facteurs se liant 2 ' ADN pour réguler la transcription des genes (Levine et Hoey, 1988). Le fait
que certaines protéines contenant des homéodomaines puissent se lier A certaines séquences riches en
AT dans la région de contrdle de leur propre géne et/ou de génes d'autres facteurs contenant des
homéodomaines conforte cette hypothese (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 génes codant pour diverses protéines régulant le
développement et possédant des homéodomaines dans des cellules issues de tissus de Drosophile en
culture suggérent que les effets de ces protéines sur I'expression génique se font au niveau de la
transcription (Han et al., 1989).

Les confirmations définitives de I'hypothése selon laquelle les protéines contenant des
homéodomaines peuvent lier et activer directement la transcription de génes cibles proviennent
d'études biochimiques et d'expériences in vivo sur trois facteurs de transcription récemment clonés :

- OCT-1 (Sturm et al., 1988) appel€ aussi OTF-1, NF-A1 et NFIII,

- OCT-2 (Ko et al., 1988 ; Miiller 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 & démontrer que cette structure n'est pas
uniquement li€e aux régulations du développement, car OCT-1 est exprimé dans toutes les cellules
mammiferes et active la transcription de génes cibles comme 1'histone H2B. Les domaines de
fixation 2 'ADN des facteurs Pit-1, OCT-1, OCT-2 spécifiques des cellules lymphoides et Unc-86,
protéine de régulation du développement du nématode caernorhabditis 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 troisieme type de domaine fixant 'ADN a été observé pour la premiére fois dans un activateur
protéique de mammifere, la C/EBP (Landschulz et al., 1988a). La recherche de protéines présentant
des homologies avec la C/EBP 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 demier segment, appelé "leucine zipper” par MacKnight et
al. est nécessaire pour la dimérisation et pour la liaison 2 'ADN (Landschulz et al., 1988b). La
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dimérisation des protéines de ce groupe, qui comporte la C/EBP, 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 & I'ADN, mais pas
pour la dimérisation, et les sous unités ainsi réunies concourent toutes deux 2 la constitution du
domaine de liaison & 'ADN (Kouzarides et Ziff, 1988 ; Turner et Tjian, 1989).

D'autres protéines, comme myc et OCT-2, contiennent des motifs répétés de leucines sans la région
basique retrouvée dans les facteurs homologues a la C/EBP. La région riche en leucine de myc est
nécessaire pour la tétramérisation et pour la transformation des cellules primaires (Dang et al., 1989).
OCT-2 possede une structure de fixation a2 ' 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 & I'ADN du facteur de transcription et de réplication CTF/NF-I 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
posséde une haute densité d'acides aminés basiques comme dans la structure de liaison 2 'ADN ;
mais aucune ressemblance caractéristique des domaines de liaison associés aux "doigts de zinc", aux
homéodomaines ou aux "leucine zipper"” (figure 19).

Les séquences primaires de plusieurs autres facteurs de transcription clonés indiquent que le nombre
de types de régions liant '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 myb et ets et
celui de myc.

4) Les domaines d'activation transcriptionnelle

Les propriétés d'activation transcriptionnelle des facteurs se liant 2 I'ADN reposent sur des domaines
d'environ 30 a4 100 aminoacides séparés du domaine de fixation a2 I'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 & I'ADN pour produire des facteurs de transcription chimériques. Les premiéres
régions d'activation de facteurs de transcription eukaryotiques ont été caractérisées par des études de
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facteurs de levures, GAL4 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'enchainements 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

GAL4 a deux domaines acides séparés, qui, en dépit de leur absence d’homologie, semblent étre
fonctionnellement redondants. Chacun de ces domaines développe une activité transcriptionnelle
significative quant il est placé a des positions variables par rapport au domaine de fixation 2 I'ADN.
Quand ces domaines d'activation sont li€s 2 un domaine de fixation hétérologue, ils peuvent activer
la transcription de génes 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 identifi€é dans le récepteur des hormones
glucocorticoides correspond & la description en hélice a acide (Hollenberg et Evans, 1988). De
méme, il semble exister un certain rapport entre l'activation et les régions en hélice o négativement
chargées du facteur de transcription AP-1//un (Bohmann et al., 1987 ; Struhl, 1988). Une hypothése
de fonctionnement serait que les domaines d'activation acides puissent faciliter I'initiation de la
transcription en interagissant de maniére non spécifique avec un des éléments du complexe
d'initiation, comme le TFIID qui se lie au consensus TATA ou 4 I'ARN polymérase II elle-méme
(Ptashne, 1988 ; Buratowski et al., 1988 ; Guarente, 1988). En faveur de cette hypothése, certains
domaines acides peuvent stabiliser un complexe avec un facteur reconnaissant un motif TATA sur un
promoteur dans des cellules de mammifere et de levure (Horikoshi et al., 1988a et 1988b).

B) Riches en résidus glutamine

Des analyses de délétion du facteur de transcription Sp1 ont montré quatre régions séparées qui
contribuent a l'activation transcriptionnelle (Courey et Tjian, 1988). Toutes ces régions sont situées
en dehors du domaine de liaison 4 I'ADN en "doigts de zinc". Deux de ces domaines d'activation les
plus puissants contiennent environ 25 % de résidus glutamine et trés peu de résidus amino acides
chargés. Le troisitme domaine d'activation, adjacent aux "doigts de zinc" comprend environ 30
acides aminés et posséde une charge nettement positive. L'extrémité C-terminale de 30 amino acides
de la protéine constitue le quatrieme domaine. Ces deux derniéres régions ne présentent pas
d’homologie évidente entre elles ni avec les domaines d'activation riches en glutamine.
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Les séquences amino acides des domaines d'activation ainsi que des domaines de fixation en "doigts
de zinc" de Spl sont hautement conservés entre 'homme et la grenouille par rapport a d'autres
régions de la protéine. Cela suppose une forte pression de sélection du cours de I'évolution pour
maintenir la spécificité de ces structures (Courey et Tjian, 1988).

v) Riches en résidus proline

Un troisiéme type de domaine d'activation a €té caractérisé dans le facteur de transcription CTF/NF-1
(Santoro et al., 1988). Un domaine riche en proline (20 a 30 %) situé a I'extrémité C-terminale de
CTF active la transcription quand ce domaine est lié a différentes régions fixant 'ADN, y compris
les "doigts de zinc" de Sp1. Ces régions riches en proline qui viennent rompre les hélices o ont aussi
été localisées dans de nombreux autres facteurs de transcription mammiféres, incluant AP-2
(Imagawa et al., 1987), Jun (Struhl et al., 1988), OCT-2 (Ko et al., 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'idée que tous les domaines d'activation entrent directement en
contact et stabilisent le méme facteur général de transcription comme le TFIID de la séquence TATA,
semble improbable, 2 moins que TFIID ne présente de multiples surfaces d'interaction. Au moins
cinq facteurs de transcription sont nécessaires a l'initiation de ' ARN polymérase 11, et il n'est pas
difficile d'envisager que des facteurs de transcription possédent différents types de domaines
d'activation pour entrer en contact avec différents autres facteurs ou différentes sous unités de ' ARN
polymérase II (Mitchell et Tjian, 1989), directement ou par l'intermédiaire d'adaptateurs (Lewin,
1990).

L'hypothese a été proposée que certains facteurs de transcription eucaryotes puissent fonctionner en
interagissant avec l'extrémité C-terminale riche en thréonine et en sérine de la sous-unité la plus large
de I'ARN polymérase II (Allison et al., 1988 ; Sigler, 1988). Cette région pourrait 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 3 I'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 I'élongation (Mitchell et Tjian, 1989).
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Les régions 5' des génes transcrits activement peuvent souvent étre structurellement caractérisées
comme des zones sans nucléosome, hypersensibles a la desoxyribonucléase, occupées par des
protéines non histones se liant 3 '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 empécher l'effet inhibiteur des
nucléosomes sur la transcription in vitro (Wolfe et Brown, 1988 ; Workman et al., 1988).

11 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 transcription sous-
tendent certains de ces mécanismes. Des associations spécifiques entre des régions régulatrices de
geénes transcrits et des protéines nucléaires de structure ont aussi €té décrites (Gasser et Laemmli,
1986) ; on peut supposer ainsi que certains domaines d'activation entrent en contact avec des
protéines de la matrice nucléaire. Ces interactions pourraient faciliter la transcription, si, par
exemple, elles servaient & maintenir des génes dans des régions du noyau présentant des
concentrations localement élevées en facteurs transcriptionnels divers (Mitchell et Tjian, 1989).

5) Familles de facteurs de transcription avec des homologies dans
leur spécificité de fixation a I'ADN

Comme beaucoup de génes qu'ils contrdlent, les facteurs de transcription liant ' ADN ont augmenté
en nombre et en diversité au cours de I'évolution par des mécanismes comme la duplication des
genes, la divergence, et les combinaisons d'exons. Les homologies de spécificité de séquence
nucléotidique de plusieurs groupes de facteurs de transcription mammiféres suggérent que
I'expression, les modifications post-traductionnelles, l'affinité de liaison, I'environnement du site de
fixation et les interactions avec d'autres protéines régulatrices jouent un role important dans la
détermination de 'action de ces facteurs sur les promoteurs de leurs génes cibles (Mitchell et Tjian,
1989).

a) Famille AP-1

Les protéines de la famille AP-1 peuvent étre purifiées A partir d'extraits nucléaires par
chromatographie d'affinité pour I'ADN a partir d'extraits nucléaires et 2 l'aide de séquences
oligonucléotidiques du type TGACTCA (Bohmann et al., 1987 ; Lee et al., 1987). Chez les
mammiferes, ces protéines sont codées par de nombreux génes comme c-jun, jun B, jun D, fos et
fra-1 (Curran et Franza, 1988). Les facteurs de transcription 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 2 ' 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 2
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I'ADN. Les régions en dehors du domaine de liaison a2 'ADN sont généralement différentes ou ont
beaucoup divergé entre les différents membres de la famille. Des €tudes sur les protéines fos et jun
montre que I'homo et I'hétérodimérisation des protéines AP-1 par l'intermédiaire de leur domaine
"leucine zipper" semble jouer un rdle 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 premiere fois par son association stable avec fos dans les extraits cellulaires, a été
identifiée comme étant la protéine AP-1/c-jun (Curran et Franza, 1988). Des expériences ont montré
que les protéines c-jun et fos, lorsqu'elles sont synthétisées ensemble dans des systemes de
transcription in vitro, forment des hétérodimeres qui peuvent se lier aux sites AP-1 ; ¢-jun (mais pas
fos), lorsqu'elle est synthétisée seule, forme des homodiméres qui se fixent sur les sites AP-1
(Turner et Tjian, 1989).

Des €tudes de mutations dans la région des motifs répétés de leucine de fos montrent que cette région
est nécessaire a 1'hétérodimérisation entre fos et c-jun et aux fonctions transformantes de fos
(Schuermann et al., 1989). La synthése in vitro des hétérodimeres c-jun-fos et c-jun-fra-1 ainsi que
des hétéro et des homodimeres entre les différentes protéines jun, suggérent que la régulation
transcriptionnelle des génes présentant des sites AP-1 est complexe (Curran et Franza, 1988 ;
Halazonetis et al., 1989 ; Nakabeppo et al., 1988). Le promoteur du géne fos lui-méme montre un
exemple de cette complexité. La plupart des protéines AP-1 peuvent étre 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 ' ARNm de fos lors de la
stimulation par le sérum semble étre autorégulée dans les cellules mammiféres par des boucles de
rétroaction négative, et les phases d'induction positive et négative sont toutes les deux contrdlées 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 confere l'inductibilité par I'adénosine 3', 5' monophosphate
(cAMP) aux promoteurs de certains génes mammiferes le CRE (pour c-AMP-responsive element).
Ce motif differe du site consensus AP-1 par l'insertion d'un nucléotide (Montminy et Bilezikjian,
1987 ; Yamamato et al., 1988). La protéine CREB se fixe A 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 a I'ADN de jun
(Hoeffler et al., 1988 ; Gonzales et al., 1989) et est associée A 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 hétérodiméres qui
associent leurs propriétés respectives (Ivashkiv et al., 1990).
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b) Famille des protéines 3 homéodomaine

Plusieurs études comparant des facteurs présentant des spécificités de liaison a3 I'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 & I'ADN homologues, contenant un homéodomaine et se liant in vitro
avec des spécificités identiques au consensus octomérique (ATTTGCAT). Le facteur OCT-1 qui est
exprimé de maniére ubiquitaire, n'est dans les conditions habituelles pas capable d'activer la
transcription des génes des immunoglobulines spécifiques des cellules lymphoides présentant les
consensus octamériques (Robertson, 1988 ; Schaffner, 1989). L'activation sélective de ces genes
par OCT-2 pourrait étre 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 a former des dimeres qui différencie ces
facteurs, ni si cette dimérisation intervient dans leur régulation. Comme les protéines OCT, les autres
protéines contenant des homéodomaines de différentes origines semblent avoir des sites de fixation 2
I'ADN similaires (Mitchell et Tjian, 1989).

¢) Famille des protéines reconnaissant les motifs CCAAT

Une autre famille de facteurs de transcription mammifere reconnait des éléments CCAAT retrouvés
dans les promoteurs et les activateurs de nombreux génes. Les épissages alternatifs des ARNm du
géne CTF/NF-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 étre organisées en vue de réguler la
transcription dans des environnements différents (Santoro et al., 1988 ; Gil et al., 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 étre
régulées par des phénoménes de phosphorylation et de déphosphorylation (Mitchell et Tjian, 1989).

L'augmentation de la transcription des génes de choc thermique de la levure est corrélée a
l'augmentation de la phosphorylation de la protéine HSF déja liée aux promoteurs de ces génes (Wu
etal., 1987 ; Zimarino et Wu, 1987a). Les groupements phosphates négativement chargés pourraient
activer la transcription par un mécanisme apparenté a celui utilisé par les domaines riches en résidus
acides de facteurs de transcription de levure comme GAL4 et GCN4 (Sorger et al,, 1987 ; Sorger et
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Pelham, 1988). La protéine CREB, qui poss¢éde un domaine de liaison avec une structure de type
"leucine zipper", existe sous la forme d'un mélange de dimeres actifs transcriptionnellement et de
monomeres relativement inactifs, en équilibre ; 1a phosphorylation déplace cet équilibre en faveur des
dimeres (Yamamoto et al., 1988 ; Gonzales et al., 1989).

La glycosylation est une modification post-traductionnelle commune 2 beaucoup de facteurs de
transcription de 'ARN polymeérase II (Jackson et Tjian, 1988). La protéine Sp1 isolée a 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 Sp1 in vitro, sans modifier sa capacité a se lier A ' ADN. Cependant I'existence
de ce mode de régulation par les glycosylations n'a pas été démontré in vivo. 11 est intéressant de
noter que ces glycosylations surviennent sur des résidus serine et thréonine pouvant €tre également
I'objet de phosphorylation ; ces deux types de modification pourraient étre mutuellement exclusifs.

b) Régulation par des interactions protéine-protéine

Le récepteur des hormones stéroides s'associe avec la protéine de choc thermique, hsp 90,
abondante dans le cytoplasme. A la suite de la fixation de I'hormone sur son récepteur, il y a
dissociation du complexe récepteur/hsp 90 et les signaux de localisation nucléaire du récepteur
dirigent ce dernier dans le noyau, ot il se lie et active ou réprime la transcription des génes possédant
les motifs de fixation. L'effet inhibiteur de la protéine hsp 90 sur le récepteur libre est assuré par le
domaine de fixation de I'hormone au récepteur (Picard et Yamamoto, 1987 ; Picard et al., 1988).

Beaucoup de produits de génes précoces viraux sont des régulateurs de transcription spécifiques qui
activent ou répriment la transcription des génes 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 3 'ADN. La protéine Ela de 'Adénovirus 2 transactive des promoteurs de
genes viraux et cellulaires par l'intermédiaire des sites de fixation pour TFIID et ATF, un facteur
apparenté 8 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 Ela obtenues
par épissage alternatif (Green et al., 1988). Cependant, on ne sait pas si ce domaine entre
directement en contact avec 1'un ou l'autre des facteurs de transcription précédemment mentionnés.
Ela peut indirectement réprimer la transcription de génes contrdlés par certains €léments 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 transcriptionnel (Hen et al., 1985 ; Lillie et al.,
1986). Une autre protéine virale transformante, l'antigéne grand T de SV40 posséde également la
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propriété d'activer et de réprimer la transcription. L'antigéne grand T régule négativement la
transcription précoce virale par au moins deux mécanismes indépendants. Premiérement, l'antigéne
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). Deuxi¢mement, l'antigéne grand T peut former un complexe avec le facteur de
transcription cellulaire AP-2 et ainsi inhiber la fixation spécifique de AP-2 aux éléments activateurs
de SV40 importants pour la transcription précoce (Mitchell et al., 1987). Ce dernier mécanisme est a
rapprocher de celui utilisé par Ela pour la répression transcriptionnelle puisqu'il n'implique pas la
fixation directe 3 '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 & partir d'une combinatoire de
domaines fonctionnels. Les mécanismes par lesquels des dizaines de facteurs spécifiques de
séquences nucléotidiques touchent différents contrdles de l'initiation de la transcription sont encore
inconnus. Les études qui permettent de lier les systémes de transduction du signal cellulaire a la
régulation des facteurs de transcription sont importantes pour la compréhension des mécanismes de
croissance cellulaire, de différenciation, de développement et d'oncogénése. En effet, un certain
nombre de protéines dites oncogeénes se sont révélées étre des facteurs de transcription.

B. LES ONCOGENES NUCLEAIRES myb, ets et myc

1) myb
De ces trois oncogeénes nucléaires, c'est myb qui fait l'objet des études les plus avancées en ce qui
concerne un role de facteur de transcription. Les rétrovirus AMV et E26 contiennent l'oncogéne v-
myb. 11 existe un équivalent cellulaire de v-myb, le proto-oncogéne c-myb, exprimé a des taux
importants dans les cellules immatures des lignées hématopoiétiques érythroides, lymphoides et
myéloides (Chen, 1980 ; Gonda et al., 1982).

a) Le domaine de fixation a 1'ADN

L'oncogene v-myb code pour une protéine nucléaire, p48V-myb, Cette protéine posseéde une activité
de liaison & 'ADN in vitro (Boyle et al., 1984 ; Moelling et al., 1985 ; Klempnauer et al., 1984).
Son équivalent cellulaire c-myb code pour une p75¢-m¥b présente dans le noyau et possédant une
activité de liaison 2 ' ADN (Klempnauer et Sippel, 1986).



73

En ce qui concerne v-myb, un domaine d'environ 120 acides aminés localis€ dans la région N-
terminale constitue le support de l'activité de liaison 2 'ADN. Cette région contient deux
enchainements répétés 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 a
'ADN de c-myb comporte trois enchainements répétés imparfaits de 51 & 52 acides aminés. La plus
grande partie du premier enchainement a été perdue par les virus AMV et E26. Cette structure répétée
est fortement conservée dans 1'évolution (Howe et al., 1990). Les séquences protéiques murines et
humaines sont identiques dans cette région et la séquence de poulet ne diffeére que par la substitution
de trois acides aminés dans le premier enchainement répété. De plus cette région est conservée chez
la Drosophile et dans deux génes apparentés au c-myb chez I'homme (Nomura et al., 1988). Cette
région est également retrouvée avec une homologie partielle chez le mais. En effet une homologie
protéique de 40 % existe entre myb et la protéine C1 de Zea mays (Paz-Ares et al., 1987) ; C1 code
pour un facteur de transcription impliqué dans la régulation de la biosynthése des anthocyanines du
mais. Ces régions sont contenues dans des transposons (Schwarz-Sommer et al., 1987). 11 existe
également une homologie entre le géne BAS-1 de la levure et myb dans la région amino terminale qui
possede les trois motifs répétés. BAS-1 est un activateur transcriptionnel du géne HIS4 de la levure.
BAS-1 agit en coopération avec BAS-2 lui méme facteur de transcription de type homéodomaine
(Tice-Baldwin et al., 1989). Toutes ces homologies décrites pour myb sont en faveur d'un rdle
d'activateur transcriptionnel.

b) myb, un nouveau type de domaine de fixation a
I'ADN

La région de fixation de myb a2 'ADN n'a pas de ressemblance avec les domaines précédemment
décrits pour les facteurs de transcription. Si I'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 a l'intérieur de chaque segment répété ily a 18 ou 19
acides aminés entre le premier et le deuxiéme résidu tryptophane et 18 entre le deuxiéme et le
troisieme. v-myb a perdu le premier et le deuxi¢me 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 a I'ADN nécessitait la derniére moitié du deuxiéme segment et le troisiéme
segment. Une protéine ne contenant que le troisitme segment perd des propriétés de fixation a
I'ADN. Chez C1 de Zea mays on retrouve le deuxiéme et le troisi#me segment répété ainsi que cing
des six tryptophanes, une leucine remplagant le premier tryptophane du troisieéme segment. Cette
conservation au cours de I'évolution laisse & penser que ces tryptophanes répétés 2 intervalle régulier
peuvent jouer un rdle dans la structure et la fonction de myb. myb pourrait étre ainsi le prototype
d'un nouveau type de fixation 2 ' ADN. Dans une région hautement conservée entre les genes de la
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famille ers existe un triplet de tryptophanes ; le premier et le deuxiéme tryptophanes sont séparés par
17 acides aminés et le deuxiéme et le troisiéme par 18 (Anton et Frampton, 1988).

¢) Motif de fixation de myb a 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 grace a l'utilisation de fragments d'ADN de poulet qu'a pu étre
détecté le site de fixation a8 ' ADN de v-myb Py AACG/T 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 al., 1990).

Cependant la capacité de liaison de v-myb a '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 A partir de la proline 521 et correspondrait au consensus
P521.L-L-K-K-I-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 a la transformation

Des études de délétion ont été effectuées sur v-myb pour explorer les régions nécessaires a la
transformation (Ibanez et Lipsick, 1988 ; Lane et al., 1990). Ces résultats tendent A prouver que
v-myb constitue la région minimale du proto-oncogene c-myb nécessaire 2 la transformation (figure
22). La perte d'une partie de la région carboxyterminale de v-myb entraine une dissociation entre le
phénomeéne de transformation morphologique et la capacité a former des colonies en agar. De plus
les myé€loblastes infectés par les mutants ayant perdu cette région en 3' doivent étre cultivés sur un
tapis de macrophage. Or il est intéressant de constater que le v-myb de E26 qui transforme les
my€loblastes in vitro en présence de facteurs de croissance a également perdu cette région (Beug et
al.,, 1982). Ces observations suggerent que ce domaine carboxyterminal de la p48¥-mb conditionne
I'hormono-indépendance d'’AMV. On peut donc penser que la p48V-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 a la dimérisation et 2 la liaison & 'ADN de protéines
transactivatrices comme C/EBP, GCN4, jun, fos et myc. Cependant des mutations dans cette région
n‘alterent apparemment pas les propriétés transformantes du virus (Lane et al., 1990).
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e) myb, un transactivateur

Des travaux de transactivation de génes témoins ont démontré que myb est un transactivateur. Cette
transactivation a lieu directement au niveau de la transcription comme le suggere la localisation
nucléaire, l'activité de liaison A ' ADN. Ces résultats rejoignent les homologies retrouvées avec C1
chez Z. mays et BAS1 chez S.cerevisiae, eux-mémes facteurs de transcription (Weston et Bishop,
1989 ; Klempnauer et al., 1989).

Des travaux plus récents confirment que le domaine de fixation a ' ADN de v-myb, couplé a la
protéine HSV VP16 se fixe in vivo sur la séquence consensus Py AAC G/T G, et active fortement la
transcription. Cependant, la transcription par la p48v-myb elle-méme n'est pas activée de la méme
fagon. 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
I'interaction avec un autre facteur de transcription liant ' 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 a 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 a la transactivation (Ibanez et Lipsick, 1990).

c-myb est lui aussi un transactivateur (Nishina et al., 1989). Deux régions ont pu étre identifiées
dans I'extrémité 3', importantes pour l'activité de c-myb. Une région correspondant au domaine
transactivateur (résidus 241 a 325), riche en résidus acides (comme les domaines transactivateurs de
GALA4 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 A ' ADN. Vers l'extrémité C-
terminale, on trouve une région susceptible d'entrainer 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 'augmentation de la transcription par le récepteur
des hormones stéroidiennes lors de la délétion du domaine de liaison 2 'hormone (Hollenberg et al.,
1987). Le domaine de régulation négative de c-myb implique une région (résidus 460-494 du c-nyb
de souris) qui est conservée dans beaucoup d'espéces dont la Drosophile. La séquence d'acides
aminés en amont (résidus 415-459) est conservée entre le c-myb humain et le géne B-myb
apparenté. ¢-myb pourrait donc a la fois transactiver et réprimer la transcription comme le récepteur
des glucocorticoides (Ackerblom et al., 1988) et le récepteur des hormones thyroidiennes (Glass et
al., 1988).
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f) mim-1, un géne cible pour v-myb

11 existe des consensus de fixation pour myb situés sur différents geénes. Parmi eux on trouve c-
myb, lui méme (Dvorak et al., 1989), le génome de SV40 avec MBS-1 et MBS-II (Sakura et al.,
1989). 11 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 systéme est trés
utile pour trouver par criblage différentiel des génes spécifiques de 1'un ou l'autre état de
différenciation. C'est ainsi qu'on a pu découvrir le géne mim-1 exprimé dans les granulocytes
normaux immatures et codant pour un produit secrétable des granules trouvés dans ces cellules
(Ness et al., 1989). Le géne mim-1 est activé par v-myb dans les cellules de type myéloide
uniquement mais pas dans les lignées érythroides ou autres. Cela traduit la haute spécificité de v-
myb. 11 est intéressant de noter également que mim-1I n'est pas transcrit dans les cellules myéloides
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-myb. Des
expériences ont suggéré la possibilité de la fixation de plusieurs protéines myb selon un mode de
coopération.

g) Régulation de l'activité transcriptionnelle de myb

Des travaux concernant v-myb semblent montrer que la forme dimere est plus stable que la forme
monomere, d'autant qu'existerait une séquence homologue a un domaine "leucine zipper" (Bading,
1988). Cependant cette notion est controversée (Ibanez et Lipsick, 1990). myb contient plusieurs
sites consensus conservés pour la phosphorylation par la caséine kinase II. myb est phosphorylé in
vivo et in vitro par la caséine kinase II en un site situé prés du domaine de fixation 2 I'ADN. La
phosphorylation en ce site régule négativement la fixation spécifique de myb 2 ' ADN. Les délétions
observées dans l'extrémité N-terminale de myb entrainent I'élimination de ce consensus de
phosphorylation. Ces délétions rendent la fixation 2 I'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 a 18 (Liischer et al., 1990). L'activation oncogénique de myb implique des délétions
des régions N-terminale et C-terminale a des degrés divers. Ainsi aucune incorporation de phosphate
par la caséine kinase II n'a-t-elle pu étre détectée dans la protéine v-myb de AMYV, 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 role dans la
régulation de '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
(Liischer et Eisenman, 1988).
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2) ets
a) La famille des génes efs

Le génome du rétrovirus E26 contient deux oncogenes, v-myb et v-ets qui contribuent tous deux a la
transformation. Plusieurs génes d'origine cellulaire homologues a I'oncogeéne v-ets ont été identifiés
dans plusieurs especes vertébrées et invertébrées :

- chez le Poulet : ers] (Gegonne et al., 1987 ; Leprince et al., 1988), le progéniteur de v-ets et

ers2 (Boulukos et al., 1988),

- chez la Souris : ets] et ets2 (Watson et al., 1988),

- chez 'Homme : ets] et ets2 (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 : ets2 (Pribyl et al., 1988), E74 (Burtis et al., 1990 ; Urness et

Thummel, 1990),

- chez I'Oursin : ets2 (Chen et al., 1988)
Les produits des génes c-ets] et c-ets2 ont pu étre 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). 1l s'agit de phosphoprotéines a durée de vie courte. Les protéines c-ets! et c-ets2 ont une
localisation nucléaire, elles font partie des protéines associées a la chromatine. Elles sont susceptibles
in vitro, de se lier a I'ADN lorsqu'elles ne sont pas phosphorylées (Pognonec et al., 1990). Ces
protéines ont en commun deux domaines de forte homologie : la premiére 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 ets
identifiés a I'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 a
I'ADN in vitro (Boulukos et al., 1988).

Plusieurs études tendent & montrer que les protéines c-ets] et c-ets2 ont des fonctions de régulation
dans la cellule. Ces protéines assurent au niveau du noyau la transmission de signaux moléculaires
initiés a la surface de la cellule. L'expression de c-ets2 est induite rapidement de fagon transitoire lors
de la régénération du foie de souris (Bhat et al., 1987). De méme c-ets2 est induit lors du traitement
des macrophages par le cMGF (Boulukos et al., 1990). c-ets] et c-ets2 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 mitogénes ou des anticorps monoclonaux dirigés contre
des composants de ce récepteur induisent une phosphorylation rapide et transitoire, dépendante du
calcium des protéines c-ets] et c-ets2 (Pognonec et al., 1988). Cette phosphorylation entraine une
perte de 'affinité de ces protéines in vivo pour la chromatine et in vitro pour I' ADN (Pognonec et
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al., 1989). Toutes ces constatations seraient en faveur d'un role des protéines ets dans la régulation
de la transcription.

b) Les protéines ets, des facteurs de transcription

Wasylyk et al. en 1990, démontrent que les proto-oncogenes c-etsl et c-ets2 sont des facteurs de
transcription. Le motif de fixation 4 I'ADN a été retrouvé dans le domaine « de I'activateur du virus
de polyome. Cette région contient les sites de fixation de PEA1 (AP1) de PEA2 et de PEA3. PEA3
est une cible nucléaire pour 'activation de la transcription par les oncogénes 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, PEA1 et PEA3 coopérent dans la réponse du domaine o du virus de
polyome a l'expression d'oncogeénes.

L'expression de la protéine p68c-¢!s! peut activer la transcription en présence du motif PEA3
uniquement (présent 3 une ou plusieurs copies) des mutations dans le site AP1 ne modifiant pas son
activité, La protéine p68¢-¢:s! forme un complexe spécifique avec le motif PEA3. Lorsque la protéine
p68c-es] est liée A un domaine de fixation hétérologue A I'ADN, les résultats obtenus permettent de
confirmer l'existence d'un ou plusieurs domaines activateurs de la transcription. De plus p68c-ets!
coopere dans l'activation de la transcription avec le complexe c-fos/c-jun se fixant sur AP1. Les
protéines pS4c-etsl| p58/64¢-eis2 activent également la transcription en se fixant sur le motif PEA3
(figure 23).

En conclusion, les protéines de la famille ets présentent un domaine de fixation a 'ADN situé dans la
région 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 ezs et les autres facteurs de transcription suggére que nous sommes
en présence d'une nouvelle famille de facteurs de transcription. Le domaine présumé de fixation 2
I'ADN des génes de la famille ets est d'un type nouveau : 3 tryptophanes séparés par 17 ou 18
acides aminés, comme pour myb, sont hautement conservés (Karim et al., 1990). Il est intéressant
de noter que l'association des motifs AP1 et PEA3 est retrouvée dans un certain nombre de
promoteurs conditionnant la réponse aux oncogenes de certains génes : stromelysin, IL2, fos.

¢) Les protéines ets, des facteurs de transcription : des
confirmations

En €tudiant 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 génes ets
codait pour une de ces protéines. En effet un clone incomplet d ADN complémentaire du géne c-ets]
murin a été obtenu par criblage d'une banque d'ADNCc 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 & une séquence consensus, le motif
PU, riche en purines. La protéine PU-1 a ainsi pu étre isolée en criblant une banque d'ADN
complémentaire de macrophage a 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 génes de la famille ezs, cette région
conditionnant la localisation nucléaire et la fixation a2 I'ADN. De plus l'oncogéne présumé Spi-1
activé par l'insertion provirale du virus murin SFFV (pour Spleen Focus Forming Virus) dans les
tumeurs érythroblastiques de Friend et le géne PU-1 sont identiques (Moreau-Gachelin et al., 1988 ;
Moreau-Gachelin et al., 1990 ; Goebl et al., 1990).

Les proto-oncogeénes c-ets] et c-ets2 transactivent le LTR du virus des leucémies humaines a T-
lymphocytes, HTLV-1, mais en se fixant 2 une séquence différente des consensus PU (Bosselut et
al., 1990).

) myc

L'expression controlée du proto-oncogene c-myc est impliquée dans la régulation de la prolifération
cellulaire (Einat et al., 1985 ; Kaczmarek et al., 1985). Son expression anormale intervient dans la
pathogénie de différents processus malins, tumeurs lymphoides chez le Poulet, la Souris et
I'Homme, cancer du poumon 2 petites cellules chez 'Homme (pour revue : Martin, 1986 ; Saule,
1987). Les génes 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 a 30 minutes), & localisation nucléaire, et pouvant lier I'ADN in vitro
(Eisenman et al., 1985 ; Hann et al., 1985 ; Ramsay et al., 1984). Les protéines c-myc sont
phosphorylables par la caseine kinase II (Liischer et al., 1989). La séquence protéique obtenue &
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 & 67 kD (Hann et Eisenman, 1984 ; Ramsay et al., 1984). c-myc fait partie des
oncogenes 2 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 étre définies :
- la coopération avec l'oncogéne EJ ras pour la transformation de fibroblastes embryonnaires
de rat,
- la transformation de la lignée Rat-1,
- la localisation nucléaire.
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Les exons 2 et 3 codant pour la protéine c-myc de 439 acides aminés peuvent étre globalement
divisés en quatre domaines (Stone et al., 1987).

- le domaine I (acides aminés 1 2 104) dans l'exon 2,

- le domaine II (acides aminés 105 a 143) dans l'exon 2,

- e domaine III (acides aminés 144 2 319) dans 'exon 2 et I'exon 3,

- le domaine IV (acides aminés 320 a 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 myc avec ras. La région I joue un role dans cette propriété sans que sa délétion
supprime totalement la fonction. La région III ainsi que la fin de la région IV sont importantes pour
la transformation des cellules Rat-1. La région I a une importance beaucoup plus réduite pour la
transformation que pour la coopération. Les séquences indispensables 2 la localisation nucléaire se
situent dans la région IV, C-terminale. '

b) La région IV : une région de fixation

En analysant la séquence de la région IV (figure 25) située entre les acides aminés 346 et 434 2 la
recherche de consensus, Dang et al. (1989) ont mis en évidence une structure pouvant correspondre
a un domaine de liaison de type "leucine zipper". D'autres auteurs considérent que ces leucines et les
autres acides aminés de la région constituent une nouvelle structure de fixation s'étendant de la
position 346 a 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 étre
décrit a partir de I'isolement de deux ADN complémentaires (ADNc), E12 et E47 dont les produits
sont susceptibles de se fixer sur l'activateur des chaines Kappa d'immunoglobuline, xE2. Ces
ADNCc présentent de fortes homologies avec le géne de Drosophile "daughter less”, les trois
protéines myc, les génes apparentés 8 Myo D impliqués dans 1a myogénése et les membres des
familles de génes "twist" et "achaete-scute” de la Drosophile. Les régions homologues ont toutes la
propriété de former deux hélices amphipathiques 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'hétérodiméres et dans la fixation 3 I'ADN (Murre et al., 1989b). Cependanvt myc ne
semble pas pouvoir se fixer sur la séquence consensus de xE2 (Murre et al., 1989a).

c) myc est-il un facteur de transcription ?

Alors que les effets biologiques attribués A c-myc sont trés nombreux, les mécanismes d'action sont
tres mal connus. Bien que beaucoup d'auteurs pensent que c-myc est un activateur transcriptionnel,
les observations accréditant cette hypothése sont indirectes, et parfois incompatibles avec cette
fonction (Prendergast et Cole, 1989). Bien que les protéines myc soient capables de lier 'ADN
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"Leucine zipper" (Dang et al, 1989)]

figure 25 : Régions de fixation de myc
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double brin et simple brin, aucune séquence spécifique n'a pu étre clairement identifiée comme pour
les autres oncogeénes jun, myb ou ets (Abrams et al., 1982). Quand la région N-terminale de c-myc
est fusionnée avec la région de fixation 2 ' ADN du répresseur de LexA dans la levure, la protéine de
fusion peut activer la transcription des génes situés en aval de 1'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 confirmée.

La région C-terminale de myc contient un motif susceptible d'interagir avec I'ADN ou d'autres
protéines. Des études de fixation covalente chimique entre myc et d'autres protéines ont permis
d'isoler une protéine appelée MY AP (pour myc Associated Protein) d'une masse apparente de 500
kD présentant une durée de vie longue (demi-vie supérieure a 3 heures) (Gillepsie et Eisenman,
1989). Des travaux effectués sur v-myc ont permis de suspecter une fixation de la protéine, directe
ou indirecte a une région d'ADN riche en A-T (Dissous et al., soumis).

Iguchi-Ariga et al. (1987) ont montré que c-myc pouvait intervenir dans la réplication de ' ADN
cellulaire 2 partir de séquences pouvant se répliquer de fagon autonome dans les cellules murines et
humaines. La séquence de fixation consensus TGAATAGTCA a pu étre ainsi définie (Iguchi-Ariga
et al., 1988). Des travaux plus récents effectués par la méme €quipe (Ariga et al., 1989) ont permis
de détecter une séquence consensus de 7 bases TCTCTTA, située en amont du premier exon du
gene c-myc lui-méme, sur laquelle c-myc pourrait se fixer et réguler sa propre transcription.

Le produit de c-myc peut transactiver le promoteur de E4 de I'Adénovirus dans des cellules
embryonnaires en utilisant la méme séquence cible que le produit du geéne Ela (Onclercq et al,,
1988). Lorsque Ela transactive les génes de 'adénovirus, il agit par l'intermédiaire d'un facteur
cellulaire appelé ATF (pour Activating Transcription Factor). Ce facteur se lie 2 plusieurs sites dans
I'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.
Récemment Eisenman et al., en criblant une banque d'expression avec un segment de 92 acides
aminés de myc contenant les motifs HLH et "leucine zipper" (Marx, 1990) ont pu isoler une autre
protéine spécifique se liant 2 myc baptisée MAX et possédant une homologie partielle avec myc 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
€té congu sur la base de résultats expérimentaux. Il s'agirait de protéines servant d'intermédiaire de
liaison entre des facteurs de transcription et d'autres protéines du complexe transcriptionnel (Lewin,
1990) ; myc pourrait appartenir & ce groupe.
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RESULTATS

Notre travail a essentiellement porté sur l'influence de certains oncogenes sur les neurorétines
d'embryon de poulet et de caille en culture. A partir des travaux réalisés dans le laboratoire sur la
coopération des oncogenes v-myc et v-mil dans la transformation des neurorétines (Bechade et al.,
1985), nous avons participé a l'analyse de divers mutants (article I et II). Nous avons €tudié
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 oncogenes.

D'autres oncogénes 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 oncogenes. Les
coopérations sont habituellement effectuées entre groupes de complémentation, un oncogéne du
groupe "myc” associé A un oncogéne du groupe “ras”. Aucune coopération effective dans la
transformation d'un syst¢me de cellule n'a été décrite dans la littérature en associant uniquement des

"

oncogenes du groupe "myc". C'est pourquoi nous avons construit un virus exprimant deux
protéines oncogénes i localisation nucléaire, la p61/63my¢ et 1a P1358a8-myb-ets, Ces deux protéines
bien qu'appartenant au méme groupe de complémentation coopérent pour transformer la neurorétine

(article III).

La description de ce travail comporte trois parties :
-I'étude de I'influence des oncogeénes v-mil et v-myc sur la croissance des cellules de
neurorétine d'embryon de caille,
- I'étude de l'influence des oncogenes v-mil et v-myc sur la différenciation et la
transdifférenciation de cellules de neurorétine d'embryon de caille,
- I'analyse de la coopération dans la transformation des protéines oncogénes nucléaires
p61/63myc et P1358a8-myb-eis et leur influence sur la différenciation et la transdifférenciation.



88

I. LE SYSTEME DES NEURORETINES AVIAIRES

La neurorétine est un tissu d'origine neurectodermique. Ce tissu est facilement accessible par
dissection de I'oeil. Son étude a pu étre approfondie chez les oiseaux et certains reptiles (Okada et
al., 1979). Chez I'embryon de poulet de sept jours (CNR), ou chez I'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. Apres leur
mise en culture, les cellules effectuent 2 4 4 cycles de division et peuvent ensuite étre maintenues 2
I'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
modéle 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 étre 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 supporter l'idée de la présence de cellules
progénitrices multipotentes.

Une des techniques les plus adaptées a cette étude est la culture clonale des cellules, dans laquelle,
une cellule multipotente pourrait donner naissance a des clones présentant plus d'un type de cellules
différenciées. Quatre types de clones ont ainsi pu étre 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. Apres 10 jours de culture, les clones présentent des cellules
plates de type épithélial, et des cellules rondes et réfringentes de type neuronal. Aprés une durée de
culture de 30 jours, on constate l'apparition de cellules cristalliniennes et pigmentaires. En revanche,
si I'on se situe & un dge embryonnaire de mise en culture supérieur 3 6 ou 7 jours aucune colonie
mixte n'est observée. 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 différencient ensuite en
cellules ganglionnaires et en cellules photoreceptrices. Les cellules épithéliales se différencient en
cellules de Miiller, 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 géne v-src (Hanafusa, 1977).
L'expression de la protéine phosphorylée pp60¥-57¢ 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 tumorigenes (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 Ia prolifération des neurorétines aviaires (Iba et al.,
1985b).

2) v-fos et c-fos (Iba et al., 1988)

Les genes v-fos et c-fos peuvent induire la prolifération de cellules de neurorétines aviaires sans
changement morphologique particulier. Cet effet est détectable dés le troisieme jour aprés l'infection.

3) Les mutants du virus MH2 (articles I et II)

Le virus MH2 et le virus MC29 induisent la transformation des fibroblastes. La prolifération et la
transformation des cellules de neurorétine (CNR) peuvent étre induites par l'infection a 1'aide du
virus MH2 (figure 27). En revanche, I'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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I'on suppose que les différences de comportement des virus MH2 et MC29 ne sont pas dues aux
différences de structure des génes v-myc de ces virus ou 2 la nature des LTR, cela laisse entrevoir un
role du géne v-mil dans l'induction de la prolifération et/ou de la transformation des CNR par le
virus MH2.
Apres 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 g¢ne v-myc de MH2,

- le mutant MH2-PA200 n'exprimant que le géne 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 'ARN sous-génomique de MH2 (Saule et al., 1983) propagé par le virus RAV-1.

La caractérisation du mutant MH2-PA200 suggére une recombinaison homologue entre les virus
MH?2 et RAV-1, conservant seul l'oncogéne v-mil fonctionnel (article I). Le virus MH2-PA200 a été
cloné 2 partir de cellules de neurorétine de Caille infectées par MH2-RAV-1. Les points de
recombinaison des extrémités 3' ont été séquencés. Un deuxi¢me mutant, obtenu dans des
conditions similaires mais par des expériences indépendantes, a €té€ obtenu. Ce mutant appelé MH2-
PA201 a été cloné a 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 géne v-mil et 200 2
300 nucléotides du géne v-myc a partir du virus MH2 sauvage. Dans le cas des deux virus, MH2-
PA200 et MH2-PA201, les points de recombinaison en 3' sont localisés entre les séquences myc et
env.

D'autres mutants construits en laboratoire ont €té étudiés. Les mutants ne contenant que v-myc
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 a 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 génes v-myc et v-mil des mutants de MH2 sont supposés avoir conservé
respectivement les propriétés des génes v-myc et v-mil de MH2, cela implique donc la possible
coopération des génes v-myc et v-mil pour la transformation des CNR par MH2. Cela a pu étre
confirmé par une expérience de reconstitution : des CNR quiescentes ont été induites a proliférer par
infection avec un mutant v-mil+ et ces CNR proliférantes mais non transformées ont alors pu €tre
transformées par surinfection avec un mutant v-myc+. Cependant, si dans les mutants v-myc+
aucun peptide de la protéine v-mil ne peut étre exprimé, dans les mutants v-mi/+ un ARN codant
pour une vingtaine d'acides aminés de v-myc est produit. Pour éliminer l'influence de ces peptides,
des mutants de v-mil ont ét€ construits (Dozier et al., 1987 ; Coll et al., 1988). L'étude de ces
mutants a montré une activité identique au virus MH2-PA200. Des chiméres entre les génes v-mil et
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c-mil aviaires et humains ont été construites pour déterminer précisément les régions du géne v-mil
impliquées dans I'effet biologique observé sur les CNR (article II). C'est la région carboxyterminale
du geéne c-mil qui s'est montrée suffisante pour induire cette prolifération. Il est intéressant de
constater que cette région correspond 2 la séquence d'acides aminés la mieux conservée au sein des
membres de la famille des kinases. De plus des études a partir de tumeurs humaines in vivo, ont
montré que 1'élimination de l'extrémité 5' du geéne 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-méme.

D'autres travaux réalisés sur la neurorétine de poulet ont permis a partir de l'infection par le
rétrovirus RAV-1, un ALYV, de transduire l'oncogéne v-Rmil homologue a l'oncogene c-mil de
Poulet (Marx et al., 1988 a et b) et responsable de la prolifération des CNR induites par le

recombinant.
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II. INTERFERENCE DES ONCOGENES V-MIL ET V-MYC 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 €té infectées par
le rétrovirus MH2 ainsi que par des mutants obtenus a partir de provirus clonés. Des marqueurs
spécifiques des différents types cellulaires observés dans la neurorétine ont €té€ 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 proliferent.
Des corps lentoides 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, apres le 10¢me 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 MH2 sauvage,

- le virus MH2-CL25 porteur de I'oncogéne v-myc,

- le virus MH2-PA200 porteur de 'oncogéne v-mil.
Les virus MH2-CL25 et MH2-PA200 sont des mutants biologiques (Martin et al., 1986a et b)
obtenus a partir de l'infection de neurorétines par le virus MH2. Ces trois virus possédent donc les
mémes séquences activatrices, les LTR du virus MH2,

2) Les cellules (figure 29)

Les neurorétines ont €té disséquées 2 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 & 39°C.
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3) Techniques d'immunofluorescence (figure 30)

Les cellules destinées 2 étre caractérisées ont €té cultivées sur des lamelles de microscope de 12 mm
préalablement traitées au collagéne. Ces lamelles ont été fixées pendant 20 minutes avec du
paraformaldéhyde & 3,7 % dans le PBS puis traitées pendant 20 minutes A 4°C avec de
I'éthanolamine (150 mM, pH 7,5), rincées et perméabilisées a I'aide de Triton X 100 4 0,15 % dans
le PHEM (60 mM piperazine diethylsulfonic acid, 25 mM hydroxyethylpiperazine-N-1,2 éthane
sulfonic acid, 10 mM EGTA, 2 mM M¢CI2 pH 6,9) pendant une minute. Ce dernier traitement a été
exclus pour les marqueurs a localisation membranaire. Les cellules fixées sont ensuite incubées
pendant une heure avec l'anticorps, puis rincées au PBS et incubées avec le deuxie¢me anticorps
marqué a 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 2
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 uCi de L-33S 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,
electrotransférées sur nitrocellulose et marquées avec un antiserum. Les immunoglobulines fixées
sont ensuite révélées avec de la protéine A Iodée a 1'125 Jode 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 2 partir de ganglion
rachidien de poulet et susceptible de marquer un certain type de cellules d'origine
neurectodermique neuronale (10 %) ou gliale (90 %) (Snyder et al., 1990 ; Barbu et al.,
1986),
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- un anticorps monoclonal dirigé contre un antigéne 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 antigéne 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
I'acétylcholine (Biosoft),

- un anticorps polyclonal dirigé contre le troisi¢me 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 cristalliniennes (o,,5) 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 a 300 g pendant 10 minutes et conservés a -80°C. Les cellules sont soniquées dans 1 ml
d'eau et le lysat est centrifugé 2 1200 g pendant 20 minutes. Le surnageant est éliminé, et le culot est
traité par deux précipitations a l'acide trichloroacétique a 10 % et un lavage a l'éthanol absolu. Le
précipité est ensuite séché et solubilisé dans un mélange de soude 1 N et de diméthylsulfoxide a 10°C
2 heures a 80°C. Une gamme étalon de mélanine (Sigma) est traitée dans les mémes conditions.
L'absorbance est mesurée a 470 nm, et le contenu en mélanine est exprimé en pg/mg 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 controlée par immunofluorescence et immunoprécipitation avec des
anticorps dirigés contre les différentes protéines oncogeénes (figure 31 et 32). Les localisations
cellulaires des oncogeénes, ainsi que les tailles des protéines visualisées confirment que les QNR
expriment les protéines oncogénes. Les courbes de croissance présentent le méme profil que celles
obtenues sur les neurorétines de poulet (Béchade et al., 1985). Sauf en ce qui concemne l'oncogeéne
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v-myc. En effet, contrairement 2 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 €pithéliales. 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 RAV1 ne présentent que des marqueurs d'origine
épithéliale. Avec le mutant MH2-CL2S5 porteur de I'oncogene v-myc lors des premiers passages, on
constate l'existence de quelques cellules exprimant les neurofilaments et d'un nombre important de
cellules exprimant l'antigéne de surface A2B5. Avec le mutant MH2-PA200 on constate une
prédominance de cellules exprimant les neurofilaments, et la persistance de cellules exprimant
I'antigéne Glnl. Le virus MH2 sauvage présente un profil superposable a 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-unité 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 RAV1 présentent un certain pourcentage (10 %) de cellules mélanisées. En revanche apres 10
passages en culture, on assiste a un noircissement intense des QNR infectées par MH2-CL25. Ces
observations sont confirmées par les dosages de mélanine : aprés 2 semaines de mise en culture, la
concentration de mélanine est de 5 pg/mg de protéine ; elle passe 2 60 pg/mg de protéine apres trois
mois de culture et 2 98 pg/mg au bout de quatre mois et demi. La mélanine est indétectable dans les
cellules exprimant la protéine v-mil.

La recherche de I'expression de neurotransmetteurs s'est révélée techniquement difficile. Cependant
nous avons pu constater que des cellules contenant de 'acéthylcholine étaient présentes dans les
QNR non infectées et les QNR infectées par MH2-CL25 et MH2-PA200.

La transdifférenciation cristallinienne a été étudiée morphologiquement par la recherche de corps
lentoides constitués par 1'accumulation de cristallines dans les cellules. Dans tous les types cellulaires

des corps lentoides ont pu €tre observés. L'étude immunologique par western blot a permis de
constater que toutes les cultures exprimaient les trois cristallines a, § et 8.
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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 oncogenes est susceptible d'induire une
prolifération des cellules neuronales et €pithéliales dans les cultures infectées. Ces oncogenes
favorisent la prolifération des cellules neuronales, alors que les rares croissances cellulaires induite
par le virus auxiliaire RAV-1 se limitent aux cellules épithéliales. La transdifférenciation
cristallinienne survient dans 'ensemble des cultures. En revanche, la transdifférenciation pigmentaire
n'est jamais retrouvée avec les virus portant I'oncogeéne v-mil. Dans les cultures infectées par v-myc,
les cellules pigmentaires deviennent prédominantes apres une dizaine de passages en culture.

Contrairement 4 ce qui était classiquement décrit sur les seules données morphologiques (Crisanti-
Combes, 1982 ; Béchade et al., 1985), les modifications de la différenciation par les oncogénes myc
et mil sont complexes (figure 34). Un oncogéne n'est pas associé a une cellule cible. On observe des
prédominances nettes de certains types cellulaires avec certains oncogénes. Les marqueurs de
différenciation utilisés permettent de constater que la morphologie neuronale ou gliale est plus
hétérogeéne, certaines cellules étant susceptibles d'exprimer plusieurs marqueurs en méme temps
comme le montrent les expériences de double marquage. Dans les cultures infectées par v-myc et/ou
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 caractéres 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 lentoide 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 protéines en western blot. Donc I'apparition de ces protéines pourrait étre le fait du virus
auxiliaire RAV-1 et non de MH2 lui-méme.
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La transdifférenciation pigmentaire est prédominante aprés 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 étre isolés par P.Martin et €tre rattachés a 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 mémes résultats et de conclure a la faible influence des séquences activatrices LTR des
rétrovirus intéressés. Pour compléter cette étude, il serait intéressant de réaliser des cultures clonales
de cellules infectées pour confirmer l'existence de cellules multipotentes induites a proliférer par les
oncogenes. En conclusion, I'analyse des programmes de différenciation des QNR sous l'influence
des oncogenes s'est révélée complexe. Elle a permis de mieux appréhender le systéme des
neurorétines pour envisager des études de transformation incluant d'autres oncogénes que v-mil et v-
myc.
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III. DEUX PROTEINES ONCOGENES NUCLEAIRES, LA P135¢ag-myb-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'oncogéneése multiétape impliquait un oncogéne
issu du groupe de complémentation de "myc" associé 2 un oncogene du groupe de complémentation
de "ras". Les rares associations d'oncogénes nucléaires n'ont pas recherché les criteres
caractéristiques de la transformation et ne peuvent étre qualifiées de coopération. Dans la mesure ol
nous avions un systeme suffisamment sensible la neurorétine d'embryon de poulet (CNR) pour
mettre une coopération d'oncogénes en évidence, nous avons essayé d'associer différents
oncogenes. C'est ainsi qu'en testant la protéine oncogeéne issue du virus E26, nous avons pu
constater un effet prolifératif dans ce systéme alors que ce virus n'est connu que pour son effet sur
les lignées hématopoiétiques (Moscovici et al., 1983) et pour son action sur les fibroblastes (Jurdic
et al.,, 1987). Etant donné l'effet transformant de v-myc dans le syst¢me des CNR, nous avons
remplacé la phase d'induction de la prolifération induite par v-mil dans la coopération v-mil/v-myc
par l'induction d'une prolifération par la protéine P1358ag-myb-ets,

B. OBJECTIF

Notre travail a cherché & démontrer que dans le syst¢éme de la neurorétine d'embryon de poulet de 7
jours, deux protéines oncogénes a localisation nucléaire pouvaient coopérer pour induire la
transformation. Toute une batterie de tests de transformation a été utilisée pour affirmer cette
oncogénése nucléaire multiétape.

C. CONSTRUCTION DES VIRUS ET DES CLONES MOLECULAIRES

Les clones moléculaires ont été construits & partir des virus MH2 et E26 (figure 35). Un clone
nommé MHE226 a été établi en insérant en lieu et place de I'oncogéne v-mil, 'oncogéne v-myb-ets.
Un mutant de délétion dans le géne mil a été obtenu 2 partir de MH2 (Coll et al., 1988). Ce mutant
noté XSK n'exprime que l'oncogéne v-myc. Un autre mutant délété dans v-ets a également été
construit.

Le clone MHE226 exprime la protéine P1358a8-myb-ets 3 partir d'un ARN messager génomique et la
protéine p61/63my¢ a partir d'un ARN messager sous génomique.

Des virus ont €t€ produits a partir de ces clones a I'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 critéres ont été analysés pour confirmer la transformation :
- le clonage en milieu semi-solide,
- la tumorigénese in vivo : chez le poussin et sur membrane chorioallantoide,
- 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 a des courbes de
croissance trés différentes selon les différents virus (figure 36). MHE226 s'est révél€ extrémement
proliférant.

La recherche de l'expression des protéines oncogenes a été réalisée par immuno précipitation. Les
protéines recherchées €taient 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.

I1 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 A2BS5 (Eisenbarth
et al., 1979).

Le marquage a la NBD-phallacidine 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 extracellulaire.

Des expériences de tumorigénése in vivo ont été développées sur des poussins agés d'un jour (figure
37). L'injection dans le bourgeon de l'aile ou dans la cavité péritonéale de ces animaux a conduit a
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 €vidence le provirus MHE226. Pour éliminer des phénomeénes possibles de rejet de
tumeurs dans le cas des autres cellules, une étude de tumorigénése a été effectuée sur membrane
chorioallantoide. A nouveau, seules les cellules infectées par MHE226 ont donné des tumeurs.

Pour évaluer la dépendance de ces cellules vis a vis des facteurs de croissance du sérum, les cellules
ont €t€ soumises a un milieu contenant 1 % de sérum de veau foetal. Les cellules infectées par E26 et
MHE226 pouvaient encore pousser. La P1358a8-myb-ets permet donc de réduire les besoins en
facteur de croissance des cellules.
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Une analyse de la coopération des protéines oncogénes P1358a8-myb-ets et P1008ag-mil 3 été
effectuée. Ces deux protéines bien qu'appartenant a des groupes de complémentation différents (la
P1008ag-mil est une protéine cytoplasmique) ne sont pas capables de coopérer dans le systeme 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.
MHE?226 exprime l'antigéne A2BS de maniere similaire 8 MC29, E26 ne I'exprime que faiblement.
Toutes ces cellules expriment l'antigéne 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 trés bas sont détectés dans les cellules MHE226.

F. DISCUSSION

Nous avons démontré dans ce travail que :
- E26 est susceptible d'induire 1a prolifération des CNR,
- 1a P1358ag-myb-ets coopére avec la P61/63™Y¢ dans la transformation des CNR bien
qu'appartenant au méme groupe de complémentation des oncogénes nucléaires,
- cette coopération entre oncogeénes nucléaires est confirmée par une batterie de tests de
transformation.

La protéine P1358a8-myb-eis est susceptible de réduire les exigences en sérum des CNR ; la protéine
P61/63my< n'est pas capable de pallier les besoins en facteurs de croissance dans les systémes des
fibroblastes et des cellules myéloides (Adkins et al., 1984). Différentes études ont montré que
d'autres oncogenes (v-src, v-mil, oncogénes du groupe des tyrosines kinases) pouvaient compenser
cette carence (Adkins et al., 1984 ; Palmieri et Vogel, 1987). Ces résultats suggérent que la P13584&-
myb-etspourrait également jouer ce role. Le fait que 1a P1008a8-mil pe puisse pas coopérer avec la
P1358ag-myb-ets suggere que ces protéines pourraient agir sur la méme voie métabolique pour induire
la prolifération des CNR.

Les effets de ces deux protéines nucl€aires sur la différenciation ne sont pas clairs. Cependant le
maintien de la présence de cellules portant I'antigéne A2B5 lors des infections avec MHE226 permet
d'éliminer I'hypothése selon laquelle ce virus (ainsi que le virus E26) pourrait atteindre une cible
hématopoiétique perdue au milieu de la neurorétine lors de sa mise en culture.

Ces résultats tendent & démontrer que les CNR constituent un outil puissant pour la détection de
genes pouvant coopérer avec v-myc dans la transformation. L'étude de I'importance respective des
oncogenes v-myb et v-ets dans la protéine P1358a8-myb-ets pourrait étre analysée dans ce systéme
cellulaire.
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CONCLUSION

Contrairement 2 la régle des groupes de complémentation, deux protéines oncogénes nucléaires
peuvent coopérer dans la transformation. Un des oncogeénes utilisés dans ces expériences, la
P1358ag-myb-ets porte deux oncogenes différents, I'oncogéne myb et 'oncogene ets.

Le virus AMYV et les mutants thermosensibles de E26 constituent des outils de choix pour l'analyse
fine de l'action de ces deux geénes. 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 trés 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-ets dans la coopération.

Connaissant le role 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 1a P1008ag-mil et de la
P1358ag-myb-eis) est recherchée.

A partir d'un criblage différentiel, deux ARN complémentaires spécifiques des QNR infectés par
v-myc ont pu étre isolés. Leur schéma d'expression a été analysé par B.Vandenbunder et son équipe
dans I'embryon. On peut constater une spécificité d'expression dans certaines couches cellulaires du
globe oculaire, ainsi que dans I'épiderme. Une analyse fine et un séquengage de ces génes est en
cours.

Des travaux portant sur l'injection précoce de rétrovirus porteurs d'oncogeénes dans I'embryon de
Poulet et de Caille ont permis de toucher des cibles cellulaires inhabituelles et d'induire des tumeurs
cardiaques avec I'oncogéne myc (Saule et al., 1987). Des travaux réalisés par F.Dieterlen et son
équipe sur l'injection du virus MHE226 ont permis de constater également l'apparition de telles
tumeurs.

11 serait en outre intéressant d'appréhender les mécanismes moléculaires de cette coopération. Myc,
myb et ets sont des oncogénes nucléaires. myb et ets sont des facteurs de transcription ; le role de
myc n'est pas €tabli, mais il pourrait faire partie du groupe des adaptateurs.
Plusieurs questions se posent :
- 1a fusion des protéines myb et ets dans la P135838-myb-ets est-elle fortuite, ou favorise t-elle
la fixation de cette protéine sur des genes importants pour la prolifération et la différenciation
des neurorétines ?
- les protéines myb et ets transfectées dans le systeme des neurorétines sont elles capables de
former des hétérodimeres et d'améliorer ainsi leurs propriétés transactivatrices ?
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- existe-t-il un site de fixation de myc situé sur les promoteurs des deux genes isolés par

criblage différentiel des QNR infectées par MC29, ou myc agit-il par l'intermédiaire d'une

protéine MYAP, MAX ou autre ?

- existe-t-il des génes possédant a la fois sur leur promoteur les deux motifs de fixation de
myb et ets parmi les génes exprimés dans les neurorétines proliférantes ?

Ces résultats expérimentaux et les questions qu'ils suscitent ameénent a constater la complexité de la
physiopathologie des cancers. L'existence de proto-oncogénes codant pour des facteurs de
transcription montre une fois de plus le role critique joué par ces genes dans la vie cellulaire. L'étude
des cancers a imprimé un nouvel élan a la biologie cellulaire et moléculaire. Les proto-oncogénes ont
permis de cloner directement des génes que des approches plus systématiques auraient isolés
tardivement. Les cancérologues moléculaires se sont €loignés 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 impliqué. Pour pouvoir résoudre le probléme des cancers,
cause majeure de déces dans le monde occidental, il parait nécessaire de résoudre le probléeme de la
vie.
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