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Summary 
Establishment of kidney cell lines 
derived from transgenic mice 

The present study describes preli­
minary results obtained on two 
renal cell !ines derived from micro­
dissected proximal tubules from 
kidneys of transgenic mice for the 
SV 40 large T gene under the con­
trol of promoting and regulatory 
sequences of the rat pyruvate 
kinase-L gene. Both cell lines exhi­
bited main features of parental 
proximal tubule cells . Furthermore 
glucose was able to regulate in vitro 
the expression of the transgene as 
weil as cel! proliferation. Such 
models of cultured renal cells offer 
useful tool for studies related to cell 
transformation and differentiation. 
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L 'immortalisation cellulaire : 
du concept aux applications 

L ' immortalisation est définie opé­
rationnellement par la capacité 
des cellules à proliférer indéfini­

ment in vitro. Trois types de cellules 
répondent à cette définition : les cel­
lules post-crise, qui ont échappé natu­
rellement à la sénescence, certaines cel­
lules tumorales et les cellules immor­
talisées in vitro par introduction d 'un 
oncogène viral ou cellulaire. Les deux 
premiers types cellulaires résultent 
d'une sélection longue et complexe, in 
vitro ou in vivo respectivement, tandis 
que le troisième est obtenu en un 
temps relativement bref par l' introduc-
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tion d'informations génétiquement défi­
nies. On fera ici une brève revue de 
l 'activité du laboratoire dans ce 
domaine qui s'applique à définir le 
concept d'immortalisation et à dévelop­
per des applications exploitant le pou­
voir immortalisant de gènes viraux. 

Le phénotype immortel 

Petit et al. [ 1 ]  ont étudié la capacité du 
virus SV40 à immortaliser des cellu­
les embryonnaires de rongueurs. Grâce 
à l 'allèle thermosensible du gène A ,  il 
est montré que l'antigène grand T 
(L T) est seul impliqué dans l ' immor­
talisation. Ce rôle s'exerce à la fois sur 
l 'établissement et le maintien du phé­
notype immortel qui est exprimé de 
manière conditionnelle chez les cellu-

les établies par le virus exprimant 
l'allèle tsA58. Tous les paramètres de 
la croissance cellulaire démontrent une 
très forte thermosensibilité à 39 °C, 
température à laquelle l 'antigène 
LT/ A58 est inactivé. Les cellules per­
dent leur viabilité et acquièrent une 
morphologie qui rappelle celle des cel­
lules sénescentes. L 'existence de lignées 
cellulaires immortalisées de façon con­
ditionnelle permet d'aborder la défini­
tion de la nature des événements res­
ponsables de l'immortalisation [2] .  Des 
expériences d'incorporation de thymi­
dine, d'uridine et de leucine tritiées 
montrent que l'arrêt de la réplication 
suit précocement le transfert à 39 °C , 
alors que la transcription et la traduc­
tion sont peu affectées. L'analyse par 
cytofluorimétrie de flux révèle que les 
cellules sont arrêtées à n'importe quelle 
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phase du cycle cellulaire suggérant 
qu'une fonction essentielle à la vie cel­
lulaire n'est plus assurée lorsque l'anti­
gène L T n'est plus actif. 
L'antigène LT se complexe avec des 
cibles cellulaires connues pour leur 
activité antiproliférative (produit du 
gène Rb et protéine p53). L'antigène 
LT (tsA58) n'est plus capable de com­
plexer la protéine p53 à 39 °C , et il 
est concevable que la libération d'une 
activité antiproliférative préalablement 
séquestrée puisse rendre compte de 
l 'arrêt de la croissance. 
Une analyse sur gels bidimensionnels 
montre que la synthèse protéique est 
globalement peu affectée à 39 °C , 
néanmoins l'accumulation de quelques 
polypeptides est modifiée (augmentée 
ou diminuée) dans ces conditions. Ces 
modifications ne sont pas observées 
dans la lignée thermo-indépendante 
REtsAF-Revl ,  revertant spontané de 
REtsAF. Parmi les altérations les plus 
caractéristiques observées à 39 °C , on 
distingue un défaut de maturation des 
sous-unités a et {3 de 1 'A TPase F 1 et 
de la protéine hsm58 suggérant une 
altération de la machinerie d' importa­
tion mitochondriale. On observe d 'ail­
leurs qu'à 39 °C , la plus grande par­
tie des cellules thermosensibles présen­
tent de profondes modifications struc­
turales au niveau de leurs mitochon­
dries. L' ATPase Fl et la protéine 
hsm58 ont récemment été décrites 
comme des protéines de réponse au 
stress . Ces résultats suggèrent que les 
produits des gènes de réponse au stress 
pourraient participer au maintien de 
l 'état immortalisé. 

L'immortalisation cellulaire et la 
transformation maligne 

Un test capable de révéler, par trans­
fection d'ADN cellulaire total dans des 
cellules embryonnaires de rat, la pré­
sence d'une seule copie d'un gène 
immortalisant viral intégré dans le 
génome cellulaire a été miS au 
point [3 ] .  Cette approche a été utili­
sée pour rechercher des gènes domi­
nants responsables de l ' immortalité de 
cellules établies spontanément en lignée 
(cellule épithéliale de rein de singe 

BSC) ou établies à partir de tumeurs 
(cellules de leucémie promyélocytaire 
humaine HL60). Cette recherche a été 
étendue à une tumeur fraîche 
humaine, le carcinome du nasa­
pharynx (NPC). Dans les trois cas 
étudiés, la fréquence d'immortalisation 
des cellules embryonnaires de rat par 
transfection s'est avérée proche de la 
fréquence d'immortalisation spontanée. 
Il est certain que le test mis en œuvre 
n'est pas susceptible de révéler des 
événements multigéniques ou récessifs. 
On doit donc conclure que le concept 
de gène immortalisant unique domi­
nant défini par l'activité du gène A de 
SV40 n'est pas universel et que, géné­
ralement, le statut d'immortalité impli­
que vraisemblablement des mécanismes 
plus complexes et de nature très 
diverse. 

L'immortalisation des cellules dif­
férenciées 

Le pouvoir immortalisant des gènes 
viraux peut être exploité pour << péren­
niser '' des cellules dérivées de tissus 
variés, capables de maintenir en cul­
ture 1 'expression de programmes spé­
cifiques de différenciation . Cette appli­
cation est illustrée par de nombreux 
exemples dans ce colloque. On citera 
également notre expérience de l'établis­
sement de cellules productrices de pro­
rénine humaine [ 4] ,  ainsi que de 
lignées dérivées du tissu épithélial 
intestinal de rat par transfection du 
gène ElA de l'adénovirus 5 [5] . Des 
chondroblastes de lapin (collaboration : 
S. Thenet et M. Adolphe), des cellu­
les endothéliales de cordon amniotique 
humain (collaboration : M. Fellous) et 
des cellules endothéliales et épithélia­
les de rein humain (collaboration : 
Sraer) ont également été immortalisées. 

Dans des situations où 1 'expression 
d'un programme de différenciation 
n'est pas compatible avec un état de 
prolifération actif, l 'utilisation de vec­
teurs exprimant l 'allèle thermosensible 
de l 'antigène L T de SV 40 permet 
d'amplifier la population cellulaire à 
33° puis de bloquer la croissance par 
transfert à 39° autorisant alors 
l 'expression des fonctions différenciées. 

Modèles de tumeurs 

Le modèle de la coopération entre 
oncogènes démontre que la conversion 
d'une cellule normale en une cellule 
tumorigène implique au moins deux 
événements modifiant le statut de la 
cellule, un événement nucléaire et un 
événement cytoplasmique. L'événe­
ment nucléaire contrôlé par des gènes 
immortalisants comme mye se traduit 
par 1 'acquisition de la capacité à pro­
liférer indéfiniment in vitro et de la sus­
ceptibilité à la transformation par des 
gènes dont les produits sont cytoplas­
miques comme ras. L'établissement de 
lignées cellulaires tumorales pouvant 
servir de cible à une pharmacologie 
antitumorale est fondé sur ce schéma 
(résultats non publiés). Dans un pre­
mier temps, plusieurs lignées cellulai­
res immortalisées sont établies in vitro 
après introduction de deux oncogènes 
nucléaires différents (L T de SV 40 et 
ElA d'adénovirus 2-5) dans des cellu­
les embryonnaires de souris DBA/2 . 
Dans un second temps, l'introduction 
et l 'expression des oncogènes v-Ha-ras, 
v-src ct neu confère le phénotype trans­
formé à ces lignées cellulaires immor­
talisées. Ces gènes transformants repré­
sentent des familles d'oncogènes ayant 
des activités biochimiques différentes et 
en partie caractérisées : les protéines 
tyrosine-kinases (src, neu), les protéi­
nes liant le GTP (ras), les récepteurs 
de facteur de croissance à activité 
tyrosine-kinase (neu). 
Quatre combinaisons différentes 
d'oncogènes nous ont ainsi permis 
d'établir quatre modèles de lignées cel­
lulaires transformées. Ces modèles de 
tumeurs ont été caractérisés sur le plan 
génétique (contenu en ADN, nombre 
de copies et expression des oncogènes). 
Inoculées par voie sous-cutanée à des 
souris DBN2 syngéniques, les quatre 
lignées cellulaires tumorigènes, L T de 
SV40-ras, LT de SV40-src, LT de 
SV40-neu et ElA-ras, induisent des sar­
comes après des temps de latence 
courts. L'induction de la tumorigéni­
cité est corrélée à l'expression des 
oncogènes ras, src et neu. 
Nous avons étudié le comportement 
métastatique de ces quatre modèles de 
tumeurs murines transplantées chez 
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1 'animal syngemque par deux voies 
différentes. Après injection intravei­
neuse, toutes les lignées cellulaires 
tumorales induisent des métastases 
artificielles massives évidentes, princi­
palement dans le poumon. Greffées 
par voie sous-cutanée, elles ne produi­
sent que des micrométastases pulmo­
naires invisibles par analyse histologi­
que directe mais détectables par 
immunofluorescence à l 'aide d'anti­
corps dirigés contre l 'antigène T de 
SV40. Ces micrométastases contien­
nent des cellules quiescentes logées 
dans le poumon. Quand elles sont 
retirées de ce contexte tissulaire ct 
injectées par voie sous-cutanée, elles 
récupèrent leur pouvoir prolifératif : 
elles se multiplient en formant une 
tumeur locale qui produit à nouveau 
des micrométastases pulmonaires. Ces 
résultats démontrent que les cellules 
tumorales considérées ont la capacité 
de migrer vers le poumon et de s'y 
maintenir sans toutefois produire de 
métastases macroscopiques • 

Summary 
Cellular immortalization : from 
the concept to the applications 

lmmortalization of rodent embryo 
fibroblasts by SV 40 defined by an 
urùimited proliferative capacity in 
vitro is . dominant! y maintained by 
the Large T antigen. This manus­
cript summarizes sorne of the data 
accumulated in my laboratory over 
the last years, aiming at defining 
the immortalized phenotype via the 
characterization of the biochemical 
events associated with the prolifera­
tive capacity. The potentiality of 
using the SV 40 Large T antigen 
for the establishment of various dif­
ferentiated cell ! ines IS also 
presented. 

Ce résumé présente les contributions de : Carol­
Ann Pet i t ,  Maryvonne G a rdes, Hélène 
. Jacqucmin-Sablon, Luis Mir, Lenny Ganz, Ber­
nard Mignotte, Duo-Qi Zheng et Angela Virone 
dans mon laboratoire. 
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lmmortalisation et transformation tumorale 
de l'épithélium gastro-intestinal chez 

l'homme et le rat : 
en cancérologie et dans 

applications 
la mucoviscidose 

Éric Chastre, Shahin Emami, Christian Gespach 

L es cancers de l'estomac et du 
côlon représentent une cause 
majeure de mortalité chez 

l 'homme, avec l 'apparition de 25 000 
nouveaux cas par an pour les cancers 
colorectaux en France. Les tumeurs 
digestives résistent à la chimiothérapie 
et produisent souvent des métastases 
dans le foie et le poumon. La trans­
formation tumorale s'intègre à une 
cascade d 'événements coopératifs 

E. Chastre, S. Emami, C. Gespach : Inserm 
U. 55, hôpital Saint-Antoine, 750 1 2  Paris, 
France. 
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incluant l 'initiation, la promotion et la 
progression néoplasique. Ces étapes 
peuvent être successivement franchies 
sous l 'action d'agents génotoxiques ali­
mentaires, de mutagènes de nature 
chimique ou physique (carcinogènes, 
radiations, radicaux libres), ou à la 
suite de recombinaisons de séquences 
virales ou rétrovirales .  L'oncogenèse 
est généralement associée à l 'amplifi­
cation génique aboutissant à la trans­
cription excessive de certains 
(onco)gènes, comme "!)'C ou erbB-2, à 
des mutations et à des réarrangements 
conduisant : ( 1) à la suppression de 

l 'activité d'anti-oncogènes (p53,  Rb), 
(2) à la dérégulation d'éléments trans­
criptionnels : promoteurs et enhan­
cers ; (3) à l 'activation constitutive 
d'oncoprotéines possédant un pouvoir 
transformant (Ras, Src, ErbB-2, Neu). 
L'insertion fonctionnelle d 'oncogènes 
par transfection cellulaire ou infection 
rétrovirale représente une méthode 
alternative à l'étude de la carcino­
genèse chimique et à l 'établissement de 
lignées issues de cancers de l 'estomac 
ou du côlon chez l 'homme ou l 'ani­
mal. Cette méthode permet une 
analyse séquentielle et relativement 
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