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Un anti-oncogéne membranaire
impliqué dans le cancer colorectal

Les années 1980 ont vu des progres
considérables dans l’isolement et la
caractérisation des oncogenes cellulai-
res, progrés couronnés l’année der-
niére par le prix Nobel de médecine.
Il est probable que les années 1990
seront au moins autant marquées par
le développement de notre connais-
sance des geénes suppresseurs de
tumeurs aussi appelés anti-oncogenes.
Actuellement, alors qu’il en existe
vraisemblablement au moins une
centaine, seuls quatre ont été clonés
et ont, par des expériences de trans-
fection, démontré leurs propriétés
suppressives. Le premier, isolé en
1985 chez la drosophile et appelé
1(2)gl [1], n’a pas pour Iinstant
d’homologue connu chez I’homme.
Le deuxiéme, le géne Rb6-1 fut cloné
un an plus tard et a depuis été
Iobjet de trés nombreuses recher-
ches [2]. Le troisieme est le geéne
TP53 qui code pour la protéine p53.
Certaines formes mutées de ce géne
se sont montrées capables de coopé-
rer avec un géne H-ras muté pour
promouvoir un phénotype tumoral.
Cependant il est aujourd’hui établi
que sa forme non mutée supprime la
tumorigénicité de divers types cellu-
laires [3-5]. Enfin, le quatrieme, le
geéne Rap-1/Krev-1, qui est structurel-
lement proche de la famille ras [6], a
été cloné I'année derniére sur la base
de sa capacité a restreindre la tumo-
rigénicité de cellules transfectées par
un geéne K-ras activé [7]. A la diffé-
rence de ce dernier, le gene Rb-1 et
le géne TP53, dont les produits sont
localisés dans le noyau, sont connus
pour étre mutés dans plusieurs types
de tumeurs humaines.

Bien que nous ne possédions pas
encore les arguments fournis par les
expériences de transfection, il semble

s que le géne DCC, isolé tout récem-
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ment par ’équipe de B. Vogelstein,
soit le premier membre d’une nou-
velle classe de genes suppresseurs de
tumeurs [8]. Ce gene, dont le produit

‘est trés vraisemblablement membra-

naire, a été trouvé modifié dans une
dizaine de tumeurs colorectales. Son
clonage est le résultat d’'une combi-
naison exemplaire de techniques uti-
lisées en génétique réverse.
L’observation initiale, 4 la base de ce
travail, provient des études cytogéné-
tiques de M. Muleris et de B. Dutril-
laux. Des 1985 [9], ces chercheurs
francais observaient la perte fréquente
d’un bras court de chromosome 17 et
d’un chromosome 18 dans un groupe
de cancers colorectaux. Ces pertes
rappelaient celles du chromosome 13
dans le rétinoblastome et suggéraient
ainsi pour la carcinogenese colorectale
un mécanisme comparable a celui ini-
tialement proposé par Knudson : les
segments chromosomiques perdus
seraient chacun porteur d’un géne
suppresseur de tumeur. Dans les cel-
lules cancéreuses, aucun des deux
homologues de ces génes ne serait
fonctionnel, I’'un parce qu’il a disparu
avec la délétion chromosomique,
I’autre parce qu’il a subi une altéra-
tion structurale. Dans ce dernier cas
cependant, I’altération serait de taille
insuffisante pour étre détectée par la
cytogénétique.

Pour aller plus loin dans la démons-
tration de ce mécanisme, il faut donc
rechercher dans le chromosome cyto-
génétiquement intact la présence
d’altérations supplémentaires. Dans
ce but, plusieurs approches sont pos-
sibles. La plus immédiate consiste a
examiner des génes déja localisés sur
les segments chromosomiques impli-
qués. Cette approche fut fructueuse
pour le bras court du chromosome 17
puisqu’elle devait révéler 1’altération

fréquente du gene TP53 [10, I1].
Elle n’aboutit cependant pas pour le
chromosome 18. Une approche diffé-
rente fut alors utilisée qui consiste
non pas a rechercher le géne direc-
tement, mais a en préciser la locali-
sation en étudiant un grand nombre
de tumeurs avec des sondes RFLP
localisées sur les segments impliqués.
En sélectionnant des patients consti-
tutionnellement hétérozygotes pour
ces sondes, il est possible de déter-
miner la région chromosomique la
plus fréquemment perdue, région ou
réside vraisemblablement le géne
recherché. Une telle étude montra
que cette région était localisée sur le
bras long du chromosome 18.

Au cours de ces études, une sonde
RFLP isolée par O. Delattre et iden-
tifiant le locus D18S8 devait montrer
des phénomenes surprenants. Ainsi,
parmi trois tumeurs qui présentaient
des délétions sur le bras long du
chromosome 18 tout en conservant
les deux alleles de ce locus, deux
avaient des délétions distales [12]
alors que la troisieme présentait des
délétions proximales [13] par rapport
a lui. Cette situation suggérait que le
locus D18S8 pouvait €tre contenu a
I’intérieur méme du geéne recherché,
I’inactivation pouvant avoir lieu
indifféremment par des délétions de
la partie 3’ ou 5’ du géne. Cette sup-
position a gagné en crédibilité
lorsqu’une tumeur révéla une délé-
tion homozygote pour le locus D18S8.
Elle en gagna encore lorsque I’étude
d’une tumeur supplémentaire démon-
tra, a l’intérieur méme du locus
D18S8, I’existence d’une mutation
somatique ponctuelle sur un site
Mspl, enzyme utilisée pour révéler le
polymorphisme. Cette mutation était
telle qu’elle faisait apparaitre la
séquence consensus d’un site accep-
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teur pour I’épissage d’'un ARN mes-
sager. Cette observation pouvait
expliquer I’inactivation du géne pos-
tulé alors méme que la mutation se
produisait dans une séquence de type
Alu en dehors d’un cadre ouvert de
lecture.

Cet ensemble d’arguments paraissant
suffisant, une marche sur le chromo-
some fut entreprise a la recherche de
régions codantes. Prés de 350 kb
furent clonés. Les régions du génome
conservées dans la phylogénie furent
repérées mais aucune, prise isolé-
ment, ne permit la détection d’ARN
messagers soit sur Northern blots soit
sur diverses banques d’ADNc. Aussi
les sept fragments les mieux conser-
vés a travers les especes furent
séquencés. Des arguments forts en
faveur de Iexistence de régions
codantes sur trois d’entre eux furent
obtenus. En utilisant la méthode
PCR il fut méme possible de mon-
trer que les séquences de deux des
exons potentiels étaient effectivement
présentes et correctement épissées
dans des préparations d’ARN prove-
nant des différents organes ou lignées
cellulaires. Cette approche permit
une étude de I’activité transcription-
nelle du géne désormais appelé DCC
(deleted in colorectal carcinomas). Obser-
vée dans tous les organes testés a
I'exception du foie, elle est maximale

dans le cerveau et nettement mesu-
rable dans 1I’épithélium colique nor-
mal. Des tumeurs de plusieurs origi-
nes l’expriment. Cependant, la
grande majorité des tumeurs colorec-
tales ont un taux d’expression du
géne DCC inférieur 2 5 % de celui
de la muqueuse normale. Souvent ces
tumeurs ne I’expriment plus du tout,
fournissant ainsi un argument supplé-
mentaire en faveur du caractére anti-
oncogéne du produit du géne DCC.
Une combinaison de fragments por-
tant des exons fut utilisée pour cri-
bler des banques d’ADNc. Les dif-
férents clones identifiés a ce jour
révelent 2 854 bases de la région 5’
du transcrit mature et permettent
d’établir la  séquence  des
750 premiers acides aminés. Cette
partie N-terminale connue de la pro-
téine présente une homologie avec
des membres de la superfamille des
immunoglobulines et plus particulie-
rement avec la protéine d’adhérence
des cellules de la créte neurale (N-
CAM). Il est donc vraisemblable que
cette protéine soit membranaire et
impliquée dans des processus de
reconnaissance cellulaire. Des expé-
riences de Northern blot avec des ARN
extraits de cerveau révelent que les
transcrits matures ont des tailles de
10 et 12 kb. La majorité de ce géne
nous reste donc pour I'instant incon-

nue. Il s’étend tres probablement sur
plus d’un million de paires de bases.
Bien que partiel, I'isolement de cet
ADNc a permis de repérer par la
technique de Southern de nouveaux
réarrangements géniques. A la diffé-
rence de 44 tissus normaux, 7 sur 94
tumeurs primaires ou lignées de can-
cer colorectal présentérent des frag-
ments inhabituels. De maniére tout
a fait surprenante, les fragments réar-
rangés provenaient toujours d’une
altération du méme fragment de
170 bp situé dans une région non
codante. Celle-ci comporte dans sa
séquence une alternance de purines
et de pyrimidines suggérant que, in
vivo, cette région de ’ADN puisse
adopter une conformation Z. L’alté-
ration était a chaque fois due a
I'insertion d’un élément génétique
qui résista a toute tentative de clo-
nage et/ou d’amplification par PCR.
Cette particularité suggere une struc-
ture qui pourrait interférer avec le
processus normal de transcription.

Dans les pays occidentaux, les adé-
nocarcinomes colorectaux sont res-
ponsables d’une des plus fortes mor-
talités par cancer. Les connaissances
accumulées ces deux derniéres années
sur les altérations génétiques dont il
est le siege en font aussi la tumeur
solide humaine la mieux connue sur
le plan fondamental. Avec K-ras et le
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Figure 1. Eléments structuraux retrouvés dans la région clonée du géne DCC. La marche sur le chromosome
entreprise par Fearon et al. a permis d’élargir la région du locus D18S8 sur 350 kb. Dans cette région, les fragments
EcoR1 conservés dans la phylogénie sont indiqués par des rectangles. Ceux contenant effectivement des exons du
géne DCC sont rouges. Les exons contenus dans les fragments P et O furent utilisés pour I'étude de I’expression
du géne par la méthode PCR. Les sites des altérations observées dans les cancers colorectaux sont indiqués sous
le schéma du géne. La position du point de cassure de la délétion n’est pas connue avec précision.
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TP53, DCC constitue le troisieme
géne y présentant des altérations
récurrentes. L’isolement dans un pro-
che avenir du géne APC, responsa-
ble de la polypose adénomateuse rec-
tocolique mais aussi impliqué dans
les cancers colorectaux sporadiques,
nous en fournira un quatrieme. Il
nous faudra alors comprendre le rble
de chacune de ces altérations et exa-
miner leur éventuelle coopération
dans la détermination du phénotype
tumoral M
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