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Amplification génique, 
plasticité des génomes 
et oncogenèse 

L'accumulation de copies surnuméraires d'un segment de 
chromosome engendre instabilité et réarrangements géno­
miques précurseurs de l'oncogenèse. L'étude des premiers 
stades de l'amplification génique chez les mammifères, grâce 
à la technique d'hybridation de sondes fluorescentes in situ 
(FISH), a montré qu'une large part de l'instabilité génomique 
est corrélée à des processus intrachromosomiques, compor­
tant la cassure d'une chromatide puis la fusion, après réplica­
tion, entre les chromatides sœurs. Ce phénomène devient cy­
clique car le pont qui se forme entre les deux chromatides 
engendre des cassures lors des mitoses. L'amplification gé­
nique extrachromosomique pourrait procéder de l'excision 
d'une grande molécule circulaire acentrique dont les copies 
seraient ensuite amplifiées, au cours des divisions mitotiques, 
par ségrégation inégale entre les cellules sœurs. Des délétions, 
parallèles à l'amplification, pourraient être responsables de la 
perte de gènes suppresseurs de tumeurs. L'ensemble de ces 
phénomènes concourt à l'installation des processus malins. 

, ampl ificat�on �é n iqu� 
est  u n  phenomene qut 
condui t  une ce l lu le  à 
acc u m u l e r  des copies  
multiples d 'une fraction 

limitée de son génome. Si la cellule 
concernée par cet événement muta­
tionnel en retire un avantage sélectif, 
sa descendance pourra envahir la 
population cellulaire. Cette succes­
sion d'événements, bien caractérisés 
c h e z  les  m a m m ifères  avec des 
systèmes modèles de cellules culti­
vées in vitro, s'avère d'une importan­
ce clinique considérable. En effet, il 
est clair actuellement que l'amplifica­
tion de divers oncogènes est corrélée 
à la progression d'un grand nombre 
de tumeurs [ 1 ] .  Récemment, il a été 
montré que les cellules ne sont pas 

toutes capables d 'amplification et un 
certain n o mbre des  facteurs qui  
déterminent cette aptitude ont été 
caractérisés. Les mécanismes molé­
culaires mis en jeu pour accumuler 
les copies surnuméraires ont éga­
lement été partiellement  élucidés. 
De nombreuses é tudes cytogén é­
tiques o n t  mon tré que ,  dans  les  
populations de cellules néoplasiques 
et prénéoplasiques, au contraire des 
cellules n ormales,  des réarrange­
ments génomiques variés tels que 
délétions,  translocations,  chromo­
somes dicentriques et aneuploïdies, 
sont fréquents. Des résultats récents 
suggèrent que les événements d'am­
plification et ces autres réarrange­
ments obéissent à un déterminisme 
génétique commun. 1 099 
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1 Amplifier 
ou ne pas amplifier 7 

L'amplification d' oncogènes n ' est 
jamais trouvée dans les tissus nor­
maux des malades alors qu'elle a sou­
vent été détectée au niveau des cel­
lules tumorales ( pour revue, voir 
[2 ] ) .  In vitro, des mutants résistants à 
diverses substances cytotoxiques, par 
amplification du gène qui code pour 
la protéine cible de ces inhibiteurs, 
sont obtenus à relativement grande 
fréquence à partir de lignées de cel­
lules tumorales, transformées ou 
immortelles, mais pas à partir de cel­
lules normales [3, 4] . La similitude 
des résultats obtenus in vivo et in vitro 
permet, en outre, de penser que les 
systèmes de cellules en culture consti­
tuent  des modèles adéquats pour 
l 'analyse des facteurs qui contrôlent 
la régulation de l ' ampl ifi cation .  
Récemment, certains intermédiaires 
moléculaires impliqués dans la per­
missivité pour l 'amplification ont été 
caractérisés, et il a été établi qu'ils 
participent également à la régulation 
de la progression dans le cycle cellu­
laire. C'est notamment le cas de la 
protéine p53, codée par le gène sup­
presseur de tumeur le plus fréquem­
m e n t  inactivé dans les  tumeurs 
humaines (pour revue voir [5 ] ) .  Les 
cellules portant une mutation récessi­
ve sur chaque allèle du gène qui 
code pour p53 sont permissives pour 
l 'amplification ,  et la réintroduction 
par transfection d'un allèle normal 
suffit à supprimer cette propriété [6, 
7] . Par ailleurs, lorsque la protéine 
p53 s'accumule dans des cellules nor­
males, par exemple en réponse à la 
présence de cassures dans leur ADN, 
l ' expression de divers gènes est 
induite. L'un d'eux code pour une 
protéine régulatrice nommée p2 1 ,  
Cip1  ou WAF 1 , un inhibiteur de 
kinases dépendan tes  de cycl ines  
(Cdk) (m/s n ° 2, vol. IO, p. 206 ; n o 6-7, 
vol. 10, p. 744) (pour revues, voir [8, 
9] ) qui bloque la progression dans le 
cycle au poin t  de contrôle G 1 /S 
[ 1 0] .  Le fait que la protéine p2 1 se 
comporte comme un suppresseur du 
phénotype tumoral in vitro [ I l ]  per­
met d 'établir une relation directe 
entre contrôle du cycle cellulaire, 
oncogenèse et capacité d'amplifier le 
génome. La répression de l 'amplifi­
cation n'est probablement pas effec­
tuée par les seuls intermédiaires de la 

voie de régulation à laquelle partici­
pe p53, l 'analyse des possibilités alter­
natives de contrôle est en cours dans 
plusieurs laboratoires, mais encore 
u n  p e u  pré l i m i n aire pour  ê tre 
détaillée ici. 

1 Comment amplifier 7 
Un peu d'histoire 

La reconstitution des mécanismes 
d'amplification a été abordée depuis 
longtemps en analysant la localisation 
des copies surnuméraires des gènes 
dans des cellules de lignées fortement 
amplifiées. L' étude cytologique a 
montré (pour revue, voir [ 1 2] ) : ( 1 )  
que les séquences amplifiées sont de 
grande taille, variant de quelques cen­
taines à quelques milliers de kilo­
bases ; (2) qu'elles peuvent être locali­
sées,  soit  au n iveau d ' éléments 
extra-chromosomiques circulaires et 
dépourvus de centromère, appelés 
<< double minutes ,, ( DM ) ,  soit au 
n iveau d ' expansions  chromoso­
miques, initialement caractérisées par 
un spectre de bande particulier (HSR 
: homogeneously staining regions) ; (3) 
que les HSR sont trouvées souvent, 
bien que non systématiquement, sur 
un bras de chromosome qui porte le 
locus considéré dans les cellules non 
amplifiées. Ces observations ont été à 
la base d'une controverse qui a duré 
une dizaine d'années, visant à définir 
la séquence des événements suscep­
tibles de conduire à ces deux situa­
tions : certains auteurs pensaient que 
l 'amplification survenait d'abord in 
loco et qu'une pulvérisation secondai­
re des HSR pouvait engendrer les 
DM, d'autres suggéraient que les DM 
représentaient, au contraire, les struc­
tures initiales, et que leur réintégra­
tion éventuelle dans les chromosomes 
pouvait donner naissance aux HSR 
(pour revue, voir [ 1 3] ) .  Cette dernière 
hypothèse était étayée par un certain 
nombre d 'études montrant que la 
propagation in vitro de cellules tumo­
rales porteuses de DM pouvait aboutir 
à un envahissement progressif de la 
population par des cellules possédant 
une HSR en position ectopique.  
Cependant, l'ensemble des résultats 
obtenus en analysant différents sys­
tèmes ne s'explique pas aisément par 
cette seule succession d'événements. 
L'analyse par de nombreux groupes 
de l 'organisation des répétitions au 
sein des structures amplifiées (pour 
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Origine de réplication 

Structure en 'peaux d'oignon" 

Figure 1 .  Modèle des <<peaux d'oi­
gnon "· Des redémarrages multiples 
au niveau d'une origine de réplica­
tion créent une structure localement 
polytène. En noir sont représentés 
les produits normaux de la réplica­
tion, en rouge les séquences ampli­
fiées résultant de la surréplication. 
La structure devra ensuite être remo­
delée pour traverser la mitose. 

revue, voir [ 1 3] ) a fourni des résultats 
complexes, établissant que chaque 
mutant a des caractéristiques qui lui 
sont propres. Cette situation peut 
s'interpréter de deux façons : soit des 
mécanismes d'ampl ification variés 
opèrent dans les cellules de mammi­
fères, soit le mécanisme mis en jeu 
pour l 'acquisition des copies excé­
dentaires est en lui-même source 
d'instabilité, ces deux possibilités ne 
s'excluant d'ailleurs pas. La première 
de ces hypothèses a reçu un soutien 
expérimental par la démonstration 
que des mécanismes d'amplification 
différents fonctionnent dans des sys­
tèmes biologiques particuliers. Quel-
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ques cas d'amplification participant à 
un programme de développement 
ont été mis en évidence chez certains 
eucaryotes, par exemple l'amplifica­
tion des gènes qui codent pour les 
ARN ribosomiques dans les ovocytes 
de xénope et pour les protéines du 
chorion dans les cellules folliculaires 
de drosophile. Dans ces systèmes, 
toutes les cellules qui ont atteint le 
stade de différenciation concerné 
subissent l 'événement de façon syn­
chrone, et les structures formées sont 
immédiatement accessibles à l'obser­
vation . L'analyse par microscopie 
électronique, entre autres techniques 
utilisées, a permis de montrer que les 
copies surnuméraires proviennent 
d'une surréplication locale qui résul­
te respec tivement  de la mise en 
œuvre de cercles roulants extrachro­
mosomiques ou de multiples réamor­
çages de la réplication sans division 
cellulaire (pour revue, voir [ 1 4] ) .  Ce 
dernier mécanisme était considéré 
encore récemment comme le plus 
probable dans les cellules de mammi­
fères, bien que la structure locale­
ment polytène créée par ces réamor­
çages soit instable au cours de la 
mitose. Cela ne pose aucun problè­
me au niveau des cellules folliculaires 
qui ne se divisent plus, mais des évé­
nements de recombinaison multiples 
seraient nécessaires pour que les 
copies surnuméraires deviennent  
transmissibles aux cellules filles dans 
le cas de cellules en croissance (figure 
1). L'aspect le plus attrayant de ce 
modèle dit des « peaux d'oignon >> , 
était que le produit du mécanisme 
d 'amplification consti tue, par lui­
même, une source d' instabilité et 
peut donc rendre compte de la gran­
de variété des situations observées 
dans les cellules de mammifères 
[ 1 5] . Cependant, aucune des hypo­
thèses concernant les modalités de 
résolution de cette structure com­
plexe n 'a  pu être testée expérimenta­
lement. 
Le concept d' instabilité des struc­
tures initiales a conduit plusieurs 
groupes à reconsidérer l 'approche 
expérimentale utilisée jusque-là pour 
analyser ce phénomène. En effet, si 
les produits initiaux de l'amplifica­
tion sont fréquemment remodelés et 
si un avan tage de c roissance est 
acquis de ce fait par certaines cel­
lules, les l ignées mutantes seront  
généralement constituées de cellules 

où les structures engendrées par des 
réarrangements secondaires masque­
ront les produits directs du mécanis­
me d'amplification. Il était donc cru­
cial d ' é tudier  l ' organisation des 
copies  s u r n u m é raires  dans des 
mutants apparus récemment [ 1 3 ] .  
Un protocole satisfaisant à cette exi­
gence a été élaboré : il consiste, avant 
de semer les cellules en milieu sélec­
tif, à isoler de petites sous-popula­
tions statistiquement dépourvues de 
mutants préexistants et à les cultiver 
en milieu non sélectif pendant un 
nombre limité de générations pour 
permettre l 'apparition de nouveaux 
mutants [ 1 6] . Le développement de 
la technique d ' hybridation in situ 
avec des sondes froides révélées par 
des anticorps fluorescen ts (FISH ) ,  
suffi samment puissan te pour être 
appliquée à un très petit nombre de 
cellules peu amplifiées, a ensuite per­
mis une analyse précoce des colonies 
résistantes. Des cellules de hamster 
ayant une amplification des gènes 
codant pour la dihydrofolate réducta­
se (DHFR) [ 1 7-19] , l'aspartate trans­
carbamylase (CAD) [20, 2 1 ] ,  et l'adé­
nylate désaminase (AMPD) [ 22-24] 
ont ainsi été analysées, généralement 
dix à vingt générations seulement 
après l 'événement initial. Les résul­
tats obtenus dans ces conditions ont 
profondément bouleversé les idées 
en cours et il semble s'établir mainte­
nant un consensus pour considérer 
que, dans les cellules de mammifères, 
l 'amplification résulte d'une ségréga­
tion i négale des copies  lors des  
mitoses successives, plutôt que d'une 
surréplication locale. En outre, deux 
mécanismes indépendants au moins 
peuvent fonctionner dans les cellules 
d'une même lignée. Ils accumulent 
des copies du gène sélectionné, res­
pectivement sur le bras chromoso­
mique d'origine ou sur des DM ; ces 
conclusions restent compatibles avec 
l'observation que des réintégrations 
secondaires des DM peuvent survenir 
dans certains cas. 

1 Un mécanisme initial 
intrachromosomique 

L'amplification in trachromosomique 
a été étudiée pour des  m u ta n ts 
récents dans les trois systèmes cités 
au paragraphe précédent. Les pre­
mières analyses ont montré que l 'un 
des deux bras chromosomiques por- 1 1 0 1  
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tant le gène dans les cellules non 
amplifiées est normal, l 'autre porte 
les copies excédentaires ; ce qui sug­
gère un processus initial concernant 
un seul homologue [ 1 7, 20, 22] . Bien 
que des populations clonales aient 
été généralement étudiées, une dis­
tribution remarquablement hétéro­
gène des u n i tés ampl ifiées en 
nombre et en taille a été observée 
d ' une cellule à l ' autre dans des 
mutants analysés une vingtaine de 
générations après l'événement initial 
[20 , 22 ] . Deux types majeurs de 
structures ont été trouvés répétitive­
ment sur l 'homologue amplifié : une 
structure en échelle comprenant de 
deux à une dizaine de copies du 
gène sélectionné, espacées générale­
ment de plusieurs mégabases et une 
structure compacte composée d'un 
plus grand nombre de répétitions de 
taille réduite. Les structures en échel­
le n'ont été observées qu'aux stades 
les plus précoces, alors que la struc­
ture compacte se substitue progressi­
ve ment  aux au tres au cours de 
l'expansion clonale. L'observation de 
mutants à des stades plus tardifs per­
met de penser que, dans chaque clo­
ne, une sous-population de cellules 
portant une structure condensée et 
stabilisée envahi t  la populati o n ,  
aboutissant à une organisation et un 
nombre de copies homogènes de cel­
lule à cellule [20, 22] . Pour détermi­
ner si les unités géantes précoces 
sont associées en orientation directe 
ou inverse, des expériences de FISH 
avec des combinaisons  de sondes 
révélées par des fluorochromes diffé­
rents ont été effectuées. Pour les sys­
tèmes DHFR et AMPD, des sondes 
ont été obtenues pour des loci poten­
tiel lement coamplifiables avec le 
gène sélectionné, mais séparés de 
celui-ci par une dizaine de Mb afin 
que les deux séquences soient indivi­
dualisées cytologiquement sur les 
chromosomes métaphasiques. I l  a 
d'abord été montré dans le cas de 
l 'amplification du gène qui code 
pour l'AMPD que, dans la majorité 
des structures en échelle, les unités 
sont liées en orientation inverse et 
présentent une organisation très par­
ticulière dont la caractéristique la 
plus frappante est une distribution 
selon un ou plusieurs plans de symé­
trie successifs [23] (figure 2A). Cette 
organisation a ensuite été confirmée 
dans le cas de l 'am plification du 

Figure 2. Images de FISH obtenues 
avec deux sondes révélant des sé­
quences coamplifiées. A. Exemple de 
chromosome métaphasique mon­
trant des unités amplifiées organi­
sées en répétitions inverses et selon 
des plans de symétrie successifs 
(flèches). B. Exemple de noyau inter­
phasique présentant une ségrégation 
des marqueurs dans des domaines 
différents. 

gène qui code pour la DHFR [ 1 9] . 
Le seul mécanisme qui rende aisé­
ment compte des structures obser­
vées et de l 'hétérogénéité clonale est 
1 ' opération de cycles de cassure­
fusion-pont  de type c hromatidien 
( CFP ) , i n i tiale m e n t  d écr i ts par 
McClintock lorsqu'elle analysait les 
événements qui engendrent des délé­
tions chez le maïs [ 25] . Si une cassu­
re se produit dans un des chromo-
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Phase G 1  Cassure 

Fusion 

Anaphase 

Phase G 1 : cellule fille amplifiée 

cassure Phase G1 : cellule fille délétée 

F igure 3. Mécanisme des cycles de cassure-fusion-pont (CFPJ chromatidiens. 
Une seule paire de chromosomes homologues est représentée. Si une cas­
sure survient dans le génome en phase G 1, après réplication, les deux chro­
matides sœurs dépourvues de télomères fusionnent. En anaphase, un pont 
est formé quand les centromères fils migrent aux pôles opposés du fuseau 
mitotique; il s'ensuit une cassure qui donne naissance à une chromatide por­
teuse d'une duplication inverse et une chromatide délétée. Les cellules filles 
reçoivent chacune une chromatide normale et une chromatide cassée qui, à 
nouveau, sera à l'origine d'une fusion après réplication. Les ovales rouges et 
les carrés noirs figurent deux marqueurs coamplifiables, les flèches aux ex­
trémités des chromatides schématisent les télomères, et les cercles noirs -
gros et petits - représentent les centromères des chromosomes ou des chro­
matides. 
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somes d'une cellule en phase G l ,  les 
deux chromatides sœurs formées 
après réplication sont dépourvues de 
télomères et fusionnent. Après cliva­
ge du centromère en mitose, un pont 
est formé par la chromatide dicentro­
mérique résultant de la fusion. Une 
cassure s u rvi e n t  n é ce ssaireme n t  
lorsque l e s  deux c e n tromères  
migrent en directions opposées le 
long du fuseau mitotique, le site de 
cette cassure étant supposé aléatoire. 
Chaque cellule fille reçoit un chro­
mosome cassé qui va subir la même 
success ion d ' évén e m e n ts lors du 
cycle cellulaire suivant (fig;ure 3). Le 
fait que le point de cassure soit spéci­
fique pour chaque cellule et pour 
chaque cycle explique remarquable­
ment bien la rapide hétérogénéisa­
tion des populations clonales, l'aug­
mentation du nombre de copies dans 
certaines cellules au détriment de 
leurs cellules sœurs et l 'hétérogénéi­
té de tai lle des différentes unités 
d ' u n  m ê m e  tan dem.  L ' é tape de 
fu sion des c h ro m at ides  sœurs 
explique, quant à elle, la formation 
de palindromes et les symétries suc­
cessives observées au sein du chromo­
some amplifié. Les i ntermédiaires 
prévus de ce mécanisme, chromo­
somes métaphasiques dont les chro­
matides sœurs sont fusionnées et 
ponts en ana-télophase,  ont été 
observés sur les préparations cytolo­
giques dans le cas du système AMPD 
[24 ] .  Les événements susceptibles de 
stopper le processus ont été peu étu­
diés, cependant une analyse dans le 
système CAD suggère qu'un télomère 
peut, du moins dans certain cas, être 
resynthétisé de novo [26] . A priori, les 
réarrangements liés au fonctionne­
ment des cycles de CFP chromati­
diens n'affectent qu'un bras de chro­
mosome. Cependant, dans les trois 
systèmes qui  ont  é té é tudiés aux 
stades précoces du phénomène, des 
réarrangements chromosom iques 
plus massifs ,  essen tie l l e m e n t  des 
chromosomes métaphasiques dicen­
triques ou en anneau, ont  été fré­
quemment détectés. Pour les sys­
tèmes CAD et AMPD, deux types de 
chromosomes dicentriques ont été 
décrits : certains semblent résulter de 
la fusion de deux chromosomes qui 
portent la copie du gène sélectionné 
dans les ce l lu les  n o n  a m p l i fiées 
(dicentriques symétriques) , d'autres 
de la fusion de ce même chromoso- ----1 1 03 
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Chromosome dlcentrique "symétrique" 
dans une cellule tétraploÏde 

Chromosome dicentrique banal 
dans une cellule diploÏde 

F i g u re 4. Formation de chromosomes amplifiés dicentriques. Deux paires de 
chromosomes homologues sont représentées. A partir de cellules engagées 
dans des cycles de CFP chromatidiens - des cellules tétraploïdes contenant 
des chromosomes dicentriques symétriques sont engendrées par endoredu­
plication (schémas de gauche) -, si une cassure dans une chromatide quel­
conque survient en phase G 1, les deux chromatides cassées fusionnent 
avant réplication et donnent naissance, après réplication, à des cellules 
contenant un chromosome dicentrique banal (schémas de droite). Les sym­
boles sont les mêmes que dans la fig u re 3. 

m/s n• 8, vol. J I, août 95 



me avec un chromosome quelconque 
(dicentriques banals) [ 2 1 ,  24] . De 
tels réarrangements ont été observés 
dans une fraction des cellules de 
populations clonales qui présentent, 
dans la grande majorité des cellules, 
des structures caractéristiques du 
fonctionnement des cycles de CFP 
chromatidiens.  Ces chromosomes 
dicentriques paraissent donc formés 
par des événements secondaires sur­
venant pendant l ' expansion des 
populations. Dans le système AMPD, 
les dicentriques symétriques n 'ont 
été observés que dans des cellules 
polyploïdes - généralement tétra­
ploïdes - alors que la formation des 
dicentriques banals n'est pas corrélée 
à un changement de ploïdie. Une 
analyse détaillée des deux catégories 
de chromosomes  dicen triques a 
conduit aux modèles présentés dans 
la figure 4 [24] . 

1 Un rôle central 
pour les cassures 

Une question importante qui reste 
actuellement non résolue concerne 
la nature des événements capables 
d'enclencher le processus. Le ponta­
ge de deux chromatides sœurs peut 
découler, soit d'une recombinaison 
en U entre ces chromatides [ 19, 20] , 
soit de l'apparition d'extrémités até­
lomériques capables  de fusionner 
après réplication. Dans ce dernier 
cas, le point de départ pourrait être 
un raccourcissement  excessif des 
télomères [27] ou une cassure chro­
matidienne [ 1 9, 23, 24] . Un cértain 
nombre d ' observations suggèrent  
que les cassures sont effectivement 
capables de déclencher le processus 
d'amplification. McClintock a mon­
tré, dans les cellules somatiques de 
maïs, que des cycles de CFP chroma­
tidiens sont amorcés par des cassures 
résultant de la mobilisation d ' un 
transposon [28] . Des arguments sup­
plémentaires ont été apportés par 
l 'analyse des conséquences de cas­
sures induites dans le génome de cel­
lules de mammifères : ( 1 )  des inter­
médiaires de cycles de CFP et une 
instabil i té chromosomique qui se 
maintient pendant plusieurs généra­
tions cellulaires sont observés après 
irradiation aux rayons X (pour revue, 
voir [29] ) ,  (2) les particules émises 
par le néon, l'argon, le plomb ou le 
xénon induisent des réarrangements 
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chromosomiques non clonaux pen­
dant une dizaine de générations cel­
lulaires, puis ultérieurement des réar­
rangements clonaux, notamment des 
HSR [30] , (3) lorsque des cassures 
sont induites préférentiellement au 
niveau d'un site fragile, proche du 
gène impliqué dans le phénomène 
de résistance croisée à de multiples 
médicaments (MDR, mutidrug resis­
tance) et en position télomérique par 
rapport à ce gène, une augmentation 
s ignificative de la fréquence de 
mutants amplifiés pour ce locus est 
observée [ 3 1 ] .  L'en sem ble de ces 
résultats laisse penser que la cassure 
aléatoire d'une chromatide suffit à 
faire démarrer le processus d'amplifi­
cation dans les cellules permissives. 
Ce mécanisme de cycles de CFP chro­
matidiens rend compte de l'ensemble 
des observations effectuées dans des 
populations ce l lulaires engagées  
depui s  peu dans u n  processus 
d'amplification intrachromosomique. 
En revanche, il n'explique pas à lui 
seul l'évolution rapide des structures 
en échelle vers des formes beaucoup 
plus compactes qui est observée au 
cours de l'expansion clonale. L'orga­
nisation topologique du noyau pour­
raitjouer un role déterminant dans le 
raccourcissement des unités répétées. 
En effe t dans le système AMPD, 
l 'observation des noyaux interpha­
siques aux stades précoces de l 'ampli­
fication a confirmé des travaux anté­
rieurs décrivant des déformations 
nucléaires fréquentes (bourgeons) 
dans des lignées de cellules ampli­
fiées [32] . Ces bourgeons sont géné­
ralement marqués par les sondes qui 
détectent les séquences amplifiées, ce 
qui suggère que l'ADN excédentaire 
est difficilement empaqueté dans Je 
noyau. En outre, ces bourgeons peu­
vent être extrudés et donner naissan­
ce à des micronoyaux [23, 32] . Dans 
le système AMPD, le double marqua­
ge par  des sondes  révélant  des 
séquences coamplifiables a montré 
que ces marqueurs, distribués en 
al ternance sur  les chromosomes 
contenant des  échelles, ségrègent  
dans des domaines nucléaires diffé­
rents lors de l'interphase [23] (figure 
2B). Ces observations s ' interprètent 
facilement si les séquences d'ADN 
correspondant aux deux marqueurs 
sont ancrées au squelette nucléaire 
au niveau de domaines spécifiques 
où les séquences identiques prove-

nant de chacune des unités ampli­
fiées se trouvent  regroupées (figu­
re5A). Fréquemment, les bourgeons 
sont marqués par plusieurs copies 
d'un seul des deux marqueurs ; s ' ils 
don n e n t  n aissance à des  m i c ro­
noyaux, des cassures multiples sur­
viendront dans l'ADN amplifié. Un  
modèle qui tient compte de  ces cas­
sures interphasiques, aboutissant à 
des délétions simultanées au niveau 
de chaque unité, a été proposé pour 
expliquer la rapide condensation des 
séquences amplifiées lors de l 'expan­
sion clonale [23] (figure 5B). Des cas­
sures mitotiques constitueraient donc 
une étape clé du mécanisme d'ampli­
fication intrachromosomique alors 
que des c assures i n te rphasiques 
seraient responsables de l 'évolution 
des structures. 

1 Cycles de CFP, cassures 
et cancer 

Il est évidemment  primordial de 
déterminer s i  le  mécanisme de cycles 
de CFP chromatidiens et les événe­
ments secondaires qui en découlent  
opèrent in  vivo. En particulier, on 
peut se  demander s i  des structures 
typiques du fonctionnement de ce 
mécanisme peuvent  ê tre trouvées 
dans des  c e l l u l e s  dér ivées de 
tumeurs .  L ' analyse par FISH d e  
l 'organisation des H S R  identifiées 
dans les cellules d'un patient atteint 
de leucémie myéloïde aiguë (LMA) 
et dans celles de divers carcinomes a 
été réalisée récemment. Elle a révélé 
que les unités répétées peuvent être 
longues de plusieurs Mb et que les 
HSR sont souvent localisées sur un 
bras de chromosome qui porte une 
copie des séquences correspondantes 
dans les cellules normales [33, 34] . 
L'analyse par FISH des séquences 
amplifiées dans des cellules de LMA 
et d'un liposarcome a également mis 
en évidence  une disposit ion des 
s ignaux d ' hybr idat ion attendue  
d'une organisation symétrique [33, 
35] .  Bien qu'une analyse des struc­
tures formées précocement demeure 
impossible dans le cas des tumeurs, 
l'organisation de certaines HSR res­
semble donc remarquablement aux 
structures engendrées par J 'opéra­
tion des cycles de CFP chromati­
diens. De plus, les réarrangements 
secondaires associés au fonctionne-
ment de ce mécanisme in vitro don- ----1 1 05 
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nent naissance à des anomalies cyto­
logiques qui sont obseiVées couram­
ment dans les cellules tumorales. Par 
exemple, la présence de chromo­
somes dicentriques ou en anneau est 
une propriété commune à différents 
types de cancers (pour revue, voir 
[36] ) ,  et des bourgeons nucléaires et 
micronoyaux ont été décrits dans des 
cellules de liposarcomes et d'adéno­
carcinomes mammaires [ 35 ,  37] . 
Dans le cas des liposarcomes, il a été 
établi que les bourgeons nucléaires 
et les micronoyaux contiennent des 
séquences d'un chromosome ampli­
fié pour les oncogènes SAS et MDM2 
[35 ] .  D'autres arguments en faveur 
du fonctionnement des cycles de CFP 
chromatidiens au cours de l'oncoge­
nèse viennent de l 'étude cytogéné­
tique de cellules d'individus atteints 
de maladies génétiques conduisant à 
une prédisposition au cancer. L'ana­
lyse réalisée sur le syn drome de 
Bloom est peut-être la plus suggestive 
puisque les intermédiaires métapha­
siques et anaphasiques des cycles de 
CFP et des bourgeons nucléaires ont 
été obseiVés dans les cellules prétu­
morales et tumorales des patients, 
conjointement aux aberrations chro­
mosomiques spécifiques de ce syn­
drome [38] . Il a été également mon­
tré que la régu lation d u  cycle 
cellulaire, en réponse aux cassures 
induites par les agents clastogènes, 
est perturbée dans les cellules de cer­
tains patients atteints de ce syndro­
me. Les cellules de malades atteints 
d'ataxie-télangectasie, un autre syn­
drome de prédisposition au cancer 
caractérisé par une fréquence élevée 
de chromosomes réarrangés, sont 
peut-être aussi déficientes dans ce 
type de régulation [39] . Le fait que 
les cassures chromosomiques jouent 
vraisemblablement un rôle primor­
dial pour  amorcer  e t  propager 
1 'amplification intrachromosomique 
permet d ' imaginer comment  un  
défaut d'activité de p53 (ou de toute 
au tre protéine impliquée dans la 
même voie de régulation) peut déter­
miner la permissivité des cellules. En 
effet, dans une cellule normale, des 
lésions génomiques survenues en 
phase G l  induiront le processus 
d'apoptose ou seront réparées avant 
réplication,  pendant l'arrêt de crois­
sance au point de contrôle G l/S. En 
revanche, des cellules dépouiVues 
d'activité p53 entreront en phase S 

Noyau interphasique 

.(} 

pl) 
Micronoyau 

Cassures 

.(} 

F i g u re 5. Organisation des noyaux 
interphasiques et modèle de rac­
courcissement des unités amplifiées. 
A. Comparaison de l'organisation 
d'une chromatide amplifiée en méta­
phase et en interphase. B. Cassures 
interphasiques résultant de l'extru­
sion d'un micronoyau qui englobe le 
domaine d'ancrage d'un des deux 
marqueurs seulement. Des délétions 
simultanées sont engendrées dans 
les unités d'un même tandem, et une 
chromatide dépourvue de té/amère 
est reconstituée après fusion des ex­
trémités libres, ce qui réamorce des 
cycles de CFP chromatidiens. Les 
symboles sont les mêmes que dans 
la fig u re 3. 
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Figure 6. Modèle de formation des DM. A. Une molécule circulaire acentromérique est formée par excision dans une 
cellule en phase G 1. Après réplication, un des homologues porte une délétion sur ses deux chromatides et un DM 
est engendré. L 'absence de centromère conduit à une répartition au hasard des molécules extrachromosomiques à 
la mitose. Dans cet exemple, on a supposé qu'elles migrent toutes deux dans la même cellule fille après mitose; cel­
le-ci possède donc trois copies de la séquence excisée tandis que sa cellule sœur n 'en a plus qu'une. La ségrégation 
inégale des DM au cours des divisions successives conduira éventuellement à de hauts niveaux d'amplification dans 
certaines cellules de la population. B. Si une excision survient en phase G2, seule une chromatide sur les quatre por­
te une délétion. Après mitose, une des cellules filles héritera de cette délétion, l'autre sera normale au niveau chro­
mosomique. La molécule extrachromosomique ayant une chance égale de ségréger dans l'une ou l'autre de ces cel­
lules, une proportion égale de clones amplifiés composés de cellules portant une délétion de l'un des loci 
chromosomiques ou de cellules parfaitement diploïdes est attendue. Les symboles sont les mêmes que dans la fi­
gure 3. 
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malgré leur génome endommagé, 
permettant la réplication d'une chro­
matide cassée, la fusion des chroma­
t ides  sœurs  a té lomér iques  e t  l e  
démarrage des cycles de  CFP. 

1 Un mécanisme initial 
extrachromosomique 

Des DM ont été décrits aux stades 
précoces de l ' ampl ification dans  
deux études seulement : le  système 
DHFR, au cours de sélections effec­
tuées à partir d'une lignée de ham­
ster hémizygote pour ce locus [ 1 7] , et 
le système AMPD à partir d ' une  
l ignée  di p loïde pour  la  régi on  
concernée, mais dans ce  cas les cel­
lules présentant des DM apparaissent 
à une fréquence très faible comparée 
à celles qui portent des copies ampli­
fiées intrachromosomiques [23, 24] . 
Les deux analyses ont montré que 
l 'amplification peut s 'accompagner 
d 'une délétion d'une copie chromo­
somique du gène sélectionné ; cette 
situation a été observée dans plus de 
la moitié des cas analysés pour les 
mutants portant une amplifi cation 
extrachromoso m i q u e  du gè n e  
AMPD. Dans ce même système, il a 
été établi que ces délétions au niveau 
d'un des homologues n 'entraînent 
aucun autre réarrangement du bras 
chromosomique concerné. En parti­
culier, la région qui s'étend de la fin 
de la délétion jusqu'au télomère est 
parfaitement conservée ,  contraire­
ment à ce qui a été observé dans le 
cas de l 'amplification par mise en 
œuvre de cycles de CFP chromati­
diens. Ces résultats suggèrent  que 
l 'événement initial conduisant à une 
amplification extrachromosomique 
est l 'excision d'une grande molécule 
circulaire acentrique, dont les copies 
pourraient ensuite être amplifiées au 
cours des divisions  mitotiques par 
ségrégation inégale entre les cellules 
sœurs. Si cette molécule initiale est 
engendrée dans une cellule au stade 
G l ,  une délétion de l 'une des copies 
chromosomiques sera nécessaire­
ment associée à sa formation (figu­
re 6A) . En revanche, si l 'excision sur­
vient au stade G2, la cellule fille qui 
recevra cet élément après mitose a 
une chance égale de porter ou non 
une délétion sur un de ses chromo­
somes (figure 6B) [ 24, 40] . Dans les 
é tudes effectuées sur différen tes 
lignées de cellules tumorales conte-

nant des DM, la délétion d'une des 
copies chromosomiques du gène 
amplifié a été observée dans certains 
cas alors que deux homologues nor­
maux ont été identifiés dans d'autres. 
Ces deux situations dont l ' interpréta­
tion à donné lieu à de nombreuses 
controverses sont en fait compatibles 
avec l 'hypothèse d'excisions surve­
nant en G l  ou en G2. Si les DM 
résultent effectivement de l 'opéra­
tion de ce mécanisme, leur séquence 
devrait être identique à celle du locus 
chromosomique i n i t ia l ,  sauf au 
niveau de la jonction résultant de 
l 'événement de recombinaison res­
ponsable de l 'excision. Des résultats 
de cartographie à l 'appui de cette 
hypothèse ont effectivement été obte­
nus avec une lignée de cellules tumo­
rales de souris amplifiées pour le 
gène MDR [ 4 1 ] .  Dans un autre cas, 
des cartes indiquant la présence de 
très nombreux réarrangements ont 
été établies [ 42] ; la complexité pour­
rait être le résultat d 'événements 
secon daires  survenus  pendant  
l 'expansion des populations cellu­
laires. En effet, une évolution des 
structures extrachromosomiques a 
été mise en évidence dans certains 
systèmes où des éléments initiale­
ment submicroscopiques (appelés 
épisomes) fusionnent pour former 
d'abord de petits DM, puis de gros 

Cellule permissive 

F i g u re 7. Types d'événements contri­
buant à /'hétérogénéisation des 
populations clona/es permissives 
pour l'amplification. Schéma repré­
sentant les différents événements qui 
peuvent survenir pendant l 'expan­
sion de populations cellulaires et 
conduire à des réarrangements géno­
miques couplés à une amplification 
(ou délétion) de certaines séquences. 

DM aisement observables au micro­
scope [43] . Cette situation n'est pas 
générale [ 44] mais elle pourrait 
expliquer les cas où l 'analyse par 
FISH a révélé que chaque élément 
extrachromosomique porte plusieurs 
copies du gène sélectionné. 

1 Conclusion 

Cette revue, principalement focalisée 
sur l 'analyse par FISH des structures 
engendrées précocement au cours de 
l 'amplification de quatre loci diffé­
rents dans des cellules de hamster, 
présente les résultats obtenus et les 
modèles qui en dérivent, sans préten­
tion à l 'exhaustivité. Ces études mon­
trent qu'au moins deux mécanismes 
ségrégatifs indépendants, l 'un intra­
chromosomique et l 'autre extrachro­
mosomique ,  peuven t  permettre 
d ' accumuler des copies surnumé­
raires aux stades précoces du proces­
sus d'amplification .  L'addition des 
conséquences cytologiques des deux 
mécanismes (figure 7) correspond 
remarquablement à une large frac­
tion des aberrat ions génomiques 
observées dans les cellules tumorales. 
L 'ensemble des résultats indique 
qu 'une large part de l ' in stabilité 
génomique associée à l 'amplification 
est corrélée au processus intrachro­
mosomique. Il reste à déterminer si 
la réintégration de DM en position 
ectopique est elle-même source de 
cassures et de remaniements. Il faut 
en outre noter que, dans les deux 
types de mécanismes, des cellules 
porteuses de délétions sont engen­
drées parallè lement  aux cellules 
ampl ifiées. Dans certains  cas,  les 
mêmes mécanismes pourraient être 
responsables de la perte des gènes 
suppresseurs de tumeur  et de 
l ' amplification des oncogènes, et 
accélérer de ce fait la manifestation 
d'un phénotype malin • 
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Summary 
Genie amplification, genome plasticity and oncogenesis 

The nature of mechanism (s)  of 
mammalian gene amplification has 
been hotly discussed for over ten 
years and many models have been 
proposed. Recently, fluorescent in 
situ hybridization (FISH) has provi­
ded a powerful tool to study the ear­
ly stages of mammalian gene ampli­
fication .  The results obtained in  
three different mode! systems esta­
blished that early amplification 
relies on unequal segregation of 
gene copies at mitosis, rather than 
on local over-replication, and that 
the early amplified structures are 
extremely unstable. The latter pro­
perty focuses attention on the rela­
tionship between the molecular pro­
cesses leading to amplification and 
those generating major genomic 
rearrangements. Genomic instability 
and oncogene amplification are 
indeed two frequent properties of 
cancer cells, which adds conside­
rable interest to further exploration 
of amplification in mode! systems of 
cultured cells where the dynamic 
aspects of genome remodeling can 
be more conveniently analyzed. The 
rece n t  demon s tratio n ,  i n  two 
models of cultured mammalian 
cells, that gene amplification is pre­
vented by the expression of the p53 
gene - a major tumor suppressor 
gene that appears to exert a general 
control on genomic stability - is of 
particular interest because it links 
amplification to oncogenesis, and 
stresses the likely relevance of results 
obtained on mode! systems of cultu­
red cells to the mechanisms respon­
sible for genomic instability in can­
cer cells .  At !east two differe n t  
mechanisms are responsible for the 
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initial steps of the amplification pro­
cess in mammalian cells. Early stages 
of chromosomal gene amplification 
are characterized by a striking hete­
rogeneity from cell to cell within a 
mutant clone. The extracopies are 
generally located on a chromosome 
arm where one copy maps in unam­
plified cells, and are organized as 
megabase-long inverted repeats with 
one or severa! orders of symmetry. 
These properties are consistent with 
an amplification mechanism invol­
ving chromatid breakage followed 
by the fusion - after replication - of 
the telomereless sister chromatids. 
This phenomenon is cyclic because 
the bridge formed between the sis­
ter chromatids leads to further 
breaks at mitosis. However, meta­
phase amplified dicentric and ring 
chromosomes, which are frequently 
observed in  ali mode! systems of 
mammalian amplification, are not 
intermediates of this mechanism. It 
was shown that these rearranged 
chromosomes are created when 
secondary even ts occur during 
expansion of populations of cells 
that undergo the cycles of chroma­
tid breakage. Extrachromosomal 
copies of the amplified genes are 
also observed at early stages of gene 
amplification. FISH analysis of the 
cells that contain double-minute 
(DM) chromosomes reveals that loo­
ping out of a circular molecule 
appears to generate at !east a signifi­
cant part of DMs and thereby to ini­
tiate - through unequal segregation 
at mitosis - an independant pathway 
of gene amplification, alternative to 
the operation of the intrachromoso­
mal mechanism. 
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