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Analyse génétique des
étapes précoces de Ia
progression tumorale

Le développement des tumeurs est un processus séquentiel
qui peut étre analysé expérimentalement : on a ainsi identifié
dans des systémes expérimentaux modéles, différentes classes
d’oncogénes qui agissent en synergie pour aboutir a la
transformation de la cellule. Une étape ainsi définie corres-
pond a Pimmortalisation, a partir de laquelle peuvent agir
d’autres génes et facteurs promoteurs.

’existence d’étapes succes-
sives dans le développe-
ment des cancers fut
reconnue dés le début du
siecle : dés 1911, Haaland
[1] décrivait plusieurs étapes dans
I’évolution du cancer du sein. Les
travaux de Rous sur I’évolution des
papillomes en carcinomes, ainsi que
ceux de Foulds sur la dépendance
hormonale des tumeurs mammaires
[2], conduisirent a généraliser I'idée
d’une progression des tumeurs par
’acquisition de nouvelles propriétés
par des cellules initialement modi-
fiées. Le caractére en général irré-
versible de cette progression suggé-
rait qu’elle résultait de ’accumula-
tion de mutations somatiques,
probablement dans des génes diffé-
rents, étant donné la variété des
altérations observées.
L’existence de genes transformants
(oncogeénes) a été d’abord démon-
trée chez des virus a ADN
(polyome) et a ARN (rétrovirus).
Chez le prototype de ce dernier
groupe, le virus du sarcome de
Rous, ’expression d’un seul geéne
(src) permet au virus d’induire des
sarcomes in vivo et de transformer
in vitro des fibroblastes de poulet. A
la suite des observations faites en
1976 par Stéhelin et al. [3], de
nombreux travaux montraient que
I’oncogene sr¢ était homologue d’un
géne cellulaire de poule (proto-
oncogéne). Une situation a été
décrite dans le cas d’autres rétrovi-
rus qui comportent le plus souvent

un, parfois deux, oncogénes homo-
logues de génes cellulaires [4). Ces
oncogenes viraux apparaissent donc
comme des formes altérées de génes
cellulaires normaux. Paralléelement,
les progrés des techniques de clo-
nage et de transfert de génes ont
permis de commencer a rechercher
des oncogeénes dans des tumeurs
d’origines  diverses.  Plusieurs
auteurs ont ainsi montré que les cel-
lules de différentes tumeurs
contiennent dans leur génone des
séquences d’ADN capables de
transformer des fibroblastes de
souris en culture.

Il apparaissait a ce stade encore dif-
ficile d’établir une liaison entre ’'un
des oncogénes connus, viraux ou
cellulaires, et une étape définie d’un
processus de transformation. C’est
sur un autre systeme modele, celui
fourni par les virus oncogénes a
ADN, que put étre soumise a I’ex-
périence I'idée que différents onco-
génes pourraient agir sur des cibles
cellulaires distinctes a des étapes
définies du processus tumoral.

Oncogénes multiples
w==des virus 4 ADN™™

Contrairement a la plupart des
rétrovirus, ces virus comportent
plusieurs oncogeénes qui agissent de
concert pour  établir  Détat
transformé. Deux cas ont été étu-
diés en détail, le virus polyome et
les adénovirus. Des données préli-
minaires dans le méme sens ont été
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rapportées récemment sur deux
virus d’importance médicale, I’her-
pes simplex type 2 et le virus
d’Epstein-Barr [5, 6].

Le virus polyome : trois protéines
virales sont exprimées dans les
lignées transformées de fibroblastes
de rongeurs (fig. 1) : la protéine
grand-T, associée a la chromatine,
la protéine moyen-T, associée aux
membranes et la protéine petit-T,
cytosolique. Le transfert dans des
cellules en culture de génomes
viraux modifiés [7] codant pour une
seule des trois protéines (genes plt,
pmt et pst respectivement) a permis
de préciser leurs roles dans la
transformation cellulaire [8-10]. La
protéine moyen-T est capable de
transformer des cellules de lignées
établies mais pas des fibroblastes
embryonnaires en culture (cultures
primaires). Dans ce dernier cas, le
transfert successif des génes plt et
pmt permet d’établir des lignées
transformées. Les cellules n’ayant
recu que le géne p/t expriment
seulement une partie des caractéres
de transformation : capacité de se
diviser en culture pen-
dant un nombre illimité de généra-
tions, diminution des exigences en
facteurs sériques. Cependant, ces
cellules conservent la morphologie
de fibroblastes non transformes,
comme on peut le voir en figure 2.

Figure 2. Morphologie de fibroblastes
smmortalisés par la protéine grand-T ou
transformés par le virus polyome.

Les cellules en culture sont marquées par
un anticorps dsrigé contre une protéine
du cytosquelette (actine) et couplé & un
anticor ps fluorescent :

A: fibroblastes embryonnasres de rat en
culture primaire.

B: fibroblastes de rat immortalisés par
la proteine grand-T du virus polyome.
C: fibroblastes de rat transformés par
le virus polyome et exprimant les trois
protéines précoces.

Figure 1. Carte physique de la région précoce du génome du virus polyome.

Trois ARN messagers ([ BB correspondant aux trois protéines précoces sont

synthétisés grice aux trois épissages différents (

Les trois cadres de lecture [1, 2, 3] sont également indiqués.

) d’un méme ARN précurseur.
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Adénovirus : les cellules transfor-
meées par les adénovirus ne contien-
nent généralement qu’une partie du
génome viral, correspondant a cer-
tains génes précoces (région E1, fig.
3), dont le transfert est suffisant
pour conduire a la transformation
compléte. Deux unités de transcrip-
tion, E1A et E1B y ont été identi-
fiées; aucune n’est suffisante pour
induire seule la transformation de
fibroblastes embryonnaires de rat
ou de hamster en culture. Le
transfert de la région £74 permet,
comme celui du geéne plt , ’établis-
sement de lignées non tumorigénes;
par contre, le transfert de la seule
région ErB ne produit aucun effet
visible. Ces résultats indiquent
I’existence de deux étapes avec un
état intermédiaire correspondant a
des fibroblastes non tumorigenes
immortalisés [11, 12].

mmm COOpération entre wm
oncogeénes cellulaires

Un phénomeéne de coopération
entre plusieurs génes pour I’établis-
sement du phénotype transformé,
comparable a celui qui avait éte
découvert chez les adénovirus et
polyomavirus, a été décrit dans le
cas d’oncogenes cellulaires par Land
et al. [13] et par Ruley [14]. Les
oncogenes du groupe ras sont capa-
bles de transformer les cellules
d’une lignée établie de fibroblastes
de souris (NIH3T3) mais pas de
transformer des fibroblastes
embryonnaires de rongeur. D’autre
part, I’existence dans des cellules de
lignées tumorales d’au moins deux
oncogenes activés (myc et ras) [15]
suggeérait que loncogéne myc pou-

vaient coopérer avec 1’oncogéne ras.
De fait, le transfert simultané des
deux oncogénes dans des cellules
embryonnaires permettait d’obtenir
des cellules tumorigénes dans la
souris nude [13]. De plus, myc pou-
vait étre remplacé par les genes plt
ou ErA, ou encore par la forme
virale v-myc du rétrovirus MC2g.
De ces expériences, les auteurs ont
conclu a P’existence de deux classes
d’oncogenes, chacun des genes du
groupe I (myc, plt, E1A) pouvant
coopérer avec l'un des genes du
groupe II (ras, pmt, E1B) pour la
transformation de cellules embryon-
naires. Le transfert de I'un des
génes du groupe I, insuffisant pour
établir une transformation com-
pléte, conférait a la cellule la capa-
cité de se multiplier indéfiniment en
culture (« immortalisation »). Ceci
avait été montré pour les genes plt
et E1.A et pouvait effectivement étre
étendu aux formes activées de myc
(16, 17].

L’une des modifications qui peu-
vent aboutir a DPactivation d’un
proto-oncogeéne cellulaire est son
expression 4 un taux accru, sans
changement de structure de la pro-
téine produit du gene [18]. Il appa-
rait donc que pour certains genes
(myc, mos, ras, fos), la surexpression
de la protéine normale a un effet
comparable a celui d’une mutation
dans la région codante. Ce phéno-
meéne, analogue aux « effets de
dose » de la génétique classique, se
retrouve dans I’analyse plus fine du
role de ces génes’ dans les étapes
précoces de la transformation.
Ainsi, la classification du géne
v-myc parmi les genes du groupe I
pouvait étre considérée comme

T
1 1000

T
2000

T T
3000 4000 bp

Figure 3. Carte physique de la région codant pour les messagers E1A et EIB de
ladénovirus (d'aprés la référence [12]). bp=paires de bases.
Les messagers sont représentés par des rectangles, blancs pour la partie non codante, ..
rouges pour la partie codante. Les introns sont représentés par des trasts pleins. Voir -
ausss notre Lexique dans Médecine-Sciences 1, page 48.
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paradoxale. De fait ce gene n’est
capable de transformer, apres
transfection, ni des cellules de
lignées établies, ni des cellules
embryonnaires de rongeurs et ces
dernieres sont immortalisées [13,
16, 17]. Cependant, linfection de
cellules de poulet par le virus
MCz29, porteur de ce méme gene,
conduit a une transformation com-
pléte [19]. De plus, Vennstrom et al.
[20] ont rapporté récemment que le
génome d’un rétrovirus murin,
construit in vitro et contenant le
geéne myc du virus OK1o, était capa-
ble de transformer des fibroblastes
de souris ou en culture primaire.
Ces propriétés différentes sont
vraisemblablement liées a des
niveaux d’expression différents du
geéne. L’importance de ces effets de
dose a également été mise en évi-
dence par Spandidos et Wilkie [21]
dans le cas du géne ras. Bien que ne
remettant pas en cause le principe
d’un déterminisme génétique d’éta-
pes définies dans la transformation
de fibroblastes embryonnaires, ces
résultats soulignent le caractére
nécessairement partiel de tels mode-
les pour rendre compte d’un phéno-
mene biologique complexe.

wmm /Mmmortalisation s
en culture et cancer

Les genes du groupe I sont capables
par eux-mémes d’altérer de manieére
significative les propriétés de crois-
sance de cellules en culture [8, g, 16,
17]. La modification la plus specta-
culaire est l’acquisition, par des
fibroblastes embryonnaires, des
deux propriétés caractéristiques de
Pimmortalité clonale en culture
[22] : la capacité de former des colo-
nies aprés ensemencement a faible
densité et la croissance en culture
pour un nombre de générations
apparemment illimité. De plus, ces
cellules deviennent capables de se
diviser dans des milieux ne conte-
nant que de faibles concentrations
en facteurs sériques et peuvent étre
transformées par des promoteurs
~ chimiques.
Une question souvent posée est celle
des rapports possibles entre
Pacquisition du phénotype immor-
talisé opérationnellement défini en
culture de cellules et une étape de la
progression tumorale in vivo.
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Figure 4. Fibroblastes de rat exprimant la protéine grand-T traités (A) ou non (B)

au TPA.

Aprés trastement au TPA, des foyers de cellules transformées apparaissent sur la

monocouche cellulaire.

Quoique « I'immortalisation » des
fibroblastes de rongeur soit en effet
analysée dans des conditions de
croissance tout a fait artificielles,
plusieurs arguments expérimentaux
indiquent cependant que cette
« immortalité » ne correspond pas
seulement a un artefact imposé par
P’expérimentation in vitro [13, 23].

Les propriétés particuliéres confé-
rées par les oncogenes du groupe I
indiquent qu’il est possible de
rechercher de nouveaux oncogeénes
de ce type qui seraient activés au
cours d’étapes précoces de la
transformation maligne. La straté-
gie, analogue a celle qui avait amené
a lisolement des oncogenes de la
famille ras, consisterait a transférer
ADN de cellules tumorales dans
des cellules 3T3 et a sélectionner,
non pas pour I’expression du phéno-
type transformé (formation de
foyers), mais pour un des caracteres
spécifiques du groupe I. L’un de
ceux-ci est 'indépendance des fac-
teurs sériques pour la croissance en
culture (croissance en milieu pauvre
en sérum [8, 16] ou en plasma [24]).
Une autre sélection possible est fon-
dée sur ’observation que les cellules
exprimant ces genes réagissent non
seulement a Iexpression d’onco-
geénes activés du groupe II, mais
aussi a des cancérogénes chimiques.
Les cellules exprimant les protéines
du groupe I ne sont pas seulement
sensibles a ’effet transformant des
oncogénes du groupe II, elles
deviennent également capables

d’exprimer un phénotype trans-
formé aprés traitement par des pro-
moteurs chimiques tel que le 12-O-
tetradecanoyl - phorbol - 13 - acé-
tate (TPA) [25] (fig. 4) Ces
composés promoteurs avaient été
identifiés lors d’études sur la cancé-
rogénése chimio-induite de cellules
de peau [26]: ils conferent, les
caractéres de transformation termi-
nale a des cellules qui ont déja subi
un événement dit d’initiation, et
non a des cellules normales. Le
parallélisme est frappant entre ces
cellules « initiées » et celles expri-
mant les génes p/t ou myc, qui sont
transformées par un traitement pour
un temps limité par le TPA. Cette
observation, utile sur le plan expéri-
mental pour la recherche de nou-
veaux oncogenes de ce groupe, pré-
sente l’intérét conceptuel de carac-
tériser 1’état « immortel » induit par
ces geénes comme un état « a haut
risque» : la cellule, bien que
normale pour la plupart de ses pro-
priétés, est engagée dans une voie
conduisant a un état tumoral et
devient réactive vis-a-vis de stimuli
qui sont sans effet sur une cellule
vraiment normale.

- Etapes précoces s
de la transformation

Les résultats expérimentaux résu-
més dans cette revue permettent de
définir une étape précoce de la
transformation tumorale dépendant

de Pexpression des oncogenes plt, e
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ErA et myc. L’expression de ces
genes ne conduit pas seulement a
P’expression par des fibroblastes de
rongeur de nouvelles propriétés
comme l'immortalisation et I'indé-
pendance en sérum, elle crée égale-
ment un état de « haut risque » dans
lequel ces cellules deviennent capa-
bles d’acquérir un phénotype com-
plétement transformé en réponse a
des stimuli extérieurs. Il est clair
que I’étude approfondie de ces éta-
pes précoces de cancérisation sera
essentielle pour comprendre un jour
Porigine d’une évolution néoplasi-
que et pour mettre au point de nou-
velles thérapeutiques.

Une question importante est celle
de la généralité de 1’étape précoce
définie par les oncogénes du
groupe 1. Une vision optimiste (sans
doute a Pexces) serait que tous les
cancers commencent par une étape
similaire a celle décrite apres
transfert d’un géne myc activé dans
le fibroblaste de rongeur, avec seule-
ment quelques variations selon le
tissu ou I’espéce. L’hypothese pessi-
miste serait que 'immortalisation de
cellules de rongeurs ne représente
au contraire qu’un meécanisme tres
particulier valable pour une cellule
bien déterminée dans des conditions
expérimentales artificielles.

Il est probable que la réalité sera
trouvée entre ces extrémes : il est
par exemple vraisemblable que
Pexpression de formes activées du
geéne myc dans des fibroblastes de
rongeurs constitue un modéle pour
I’étude des nombreux cancers
humains ou ces geénes sont modifiés.
Il est cependant aussi probable que
I’état de « haut risque » induit par
les génes du groupe I n’est pas le
seul possible. Une indication dans
ce sens est fournie par [’étude
récente, dans notre laboratoire, des
étapes de la transformation induite
dans les mémes cellules de rongeurs
par des papillomavirus. Ces virus,-
dont certains sont trouvés associés a
différents cancers humains [27, 28],
peuvent transformer des fibroblas-
tes de rongeurs en culture. Une
étude menée sur le virus du papil-
lome bovin de type 1, montre une
progression vers un état hautement
malin passant par des étapes relati-
vement bien définies [29, 30].
Comme celles induites par les onco-
geénes du groupe I, les toutes pre-

mieres étapes correspondent a des
structures cytologiques et a une
physiologie proches de la normale,
mais ici encore, 4 un «haut
risque », défini par des fréquences
de transformation spontanée trés
augmentées et une reactivité vis-a-
vis des promoteurs chimiques. Ces
étapes précoces de la transformation
par les papillomavirus sont toutefois
clairement différentes de celles
induites par les genes du groupe I :
les cellules ne sont pas immortali-
sées, ni ne deviennent indépendan-
tes des facteurs sériques. L’avenir
dira combien d’autres étapes préco-
ces restent encore a découvrir et
combien de voies distinctes de
cancérisation [l

Summary

Stepwise progression of tumoral
disease is a phenomenon which
has been analyzed in different
experimental systems. Studies
on the oncogenic polyoma and
adenoviruses have allowed the
identification of at least two clas-
ses of oncogenes sequentially
required in the tumoral process.
The genes of the first class
“immortalize” primary fibro-
blast cells and reduce their
requircment in serum growth
factors. Such “activated” cells
achieve a complete transforma-
tion under the action of the
second class genes (cither viral
or cellular) or after exposure to
chemical tumor promoters.
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