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Résumé — La transformation oncogéne des cellules s'accompagne de modifications dans leur
structure et leur physiologie {changements de morphologie, blocage de la différenciation, altérations
du cytosquelette et de la matrice extracellulaire, déréglements de la croissance). Ces modifications
affectent & des degrés divers le comportement des cellules transformées, en culture ou in vitro :
croissance anarchique indépendante des facteurs régulateurs externes, formation de tumeurs in
vivo. Les modéles expérimentaux de la transformation reposent sur l'introduction et I'expression de
séquences génétiques oncogénes dans des cellules cibles en culture ou in vivo. Les approches in
vivo trouvent une extension nouvelle dans l'utilisation d'animaux transgéniques. Dans la plupart des
modéles étudiés, la transformation compléte de cellules primaires en cellules tumorales ou leucémi-
ques nécessite l'intervention de plusieurs oncogénes qui agissent en coopération. Ces observations
confirment les hypothéses faisant intervenir plusieurs événements génétiques dans le développe-
ment de cancers. Cependant, dans des tumeurs humaines spontanées, il n'a pas encore été pos-
sible d'identifier des ensembles coopératifs d'oncogeénes, et les seuls oncogenes identifiés sont trés
peu diversifiés d'un type de tumeur a l'autre. Ces données conduisent & imaginer I'existence d'autres
systémes de génes impliqués dans la transformation. Parmi ces génes, pourraient se trouver des
oncogénes récessifs ou anti-oncogénes, dont la fonction normale serait de réprimer la croissance, et
dont l'inactivation pourrait contribuer a la transformation.

cancer / oncogéne / tumeur / leucémie

Summary — Oncogene cooperation in cell transformation. Oncogenic cell transformation in-
duces major changes in the structure and physiology of the cells: modifications of morphology, diffe-
rentiation block, disorganisation of cytoskeleton and extracellular matrix, alterations in growth
conlrol. The identification of oncogenes relies upon transfer into host normal cells of DNA isolated
from cancer cells. The recent development of DNA transfer into germinal cells has provided new in-
sights into the genetic control of tumorogenesis in vivo. In most cases, full transformation into leuke-
mic or tumor cell requires the cooperation of several oncogenes. These observations support the hy-
pothesis of cancer as a multistep process. However, many of the cooperative oncogenes have not
yet been identified, especially in human cancers. The recent discovery of genes acting as repressors
of cell growth in normal cells has brought to light a new class of potential recessive oncogenes that
might have a contributory function in cancer development.

cancer / oncogene / tumor / leukemia
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INTRODUCTION

L'identification des proto-oncogénes dans
les cellules normales, et de leurs formes
mutées, les oncogénes dans les cellules
ayant subi une transformation néoplasi-
que, a fourni le point de départ de la géné-
tique moléculaire de la cancérogenése
{Weinberg, 1985; Bishop, 1987). Ii est vite
apparu que la notion «un oncogéne, un
cancer» était simpliste, et que, conformé-
ment aux hypothéses émises a partir des
travaux de génétique cellulaire, la transfor-
mation néoplasique résulte de la combinai-
son d'une multitude d'événements généti-
ques. Parmi ces événements, certains
contribuent a modifier les caractéres
propres de la cellule, d'autres modifient
I'environnement créé par l'organisme dans
lequel cette cellule évolue. Dans cette
revue nous nous intéresserons exclusive-
ment aux événements qui prennent place
dans une cellule normale pour I'amener a
un stade potentiellement néoplasique.
Nous n'analyserons pas les relations phy-
siologiques entre ces cellules et l'orga-
nisme qui les héberge.

LES PARAMETRES DE
LA TRANSFORMATION CELLULAIRE

Les cellules ayant subi une transformation
oncogéne présentent des modifications de
leur morphologie, de leurs propriétés bio-
chimiques et de leurs paramétres de crois-
sance (Hanafusa, 1977; Royer-Pokora et
al, 1978). Ces modifications peuvent at-
teindre des degrés variables selon la na-
ture de I'agent transformant.

Les modifications morphologiques sont
particuliérement évidentes sur les fibro-
blastes. Selon I'agent transformant, ces
cellules s'arrondissent ou prennent une
morphologie tres filiforme, montrent une

réfringence accrue et une réduction de
I'adhérence & un support. Ces modifica-
tions résultent d'altérations au niveau de la
membrane, du cytosquelette et de la ma-
trice extracellulaire (Royer-Pokora et al,
1978; Plantefaber et Hynes, 1989). A [in-
verse de fibroblastes normaux qui, en cul-
ture, s'arrangent en faisceaux de cellules
paraliéles, les fibroblastes transformés ont
tendance a s'empiler et & s'entrecroiser
(Hanafusa, 1977). Les cellules non fibro-
blastiques présentent généralement les ca-
ractéres morphologiques de cellules imma-
tures dans leurs lignées respectives
(Moscovici et Gazzolo, 1982).

Contrairement aux fibroblastes nor-
maux, certains fibroblastes transformés ne
présentent plus linhibition de contact et
peuvent former des couches de cellules
superposées. Ces celiules se multiplient
souvent en milieu pauvre en sérum et ac-
quierent généralement la capacité de proli-
térer en suspension dans I'agar mou. Enfin
certains fibroblastes transformés peuvent
développer des cultures continues a I'in-
verse de fibroblastes normaux. Les cel-
lules transformées non fibroblastiques pré-
sentent des modifications similaires de
leurs caractéres de croissance, encore
que la capacité de proliférer en absence
de support ne soit pas toujours, dans ce
cas, un critére de transformation. La trans-
formation se traduit dans ces cellules par
un allongement considérable des potentia-
lités de multiplication en culture et par une
inhibition plus ou moins permanente de
leur différenciation.

La transformation oncogene induit sou-
vent des altérations dans le métabolisme
de la cellule, telles que l'augmentation du
transport intracellulaire de sucres ou
d'amino-acides (White et Weber, 1988) et
la sécrétion de protéases spécifiques de la
matrice extracellulaire et des membranes
basales. L'expression de ces protéases
par les cellules transformées leur confére-
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rait des propriétés invasives et métastati-
ques et leur permettrait de proliférer en ab-
sence de support d'ancrage (Liotta, 1986).

On peut distinguer 2 états principaux
dans la transformation : I'état prénéoplasi-
que auquel les cellules présentent des al-
térations dans leur morphologie et dans le
controle de leur prolifération, et un état
néoplasique ol les cellules acquiérent en
plus la capacité & former des tumeurs ou
des leucémies in vivo. Cette distinction est
grossiére et peut étre affinée selon les mo-
déles cellulaires considérés.

LES MODELES D'ETUDE
DE LA TRANSFORMATION ONCOGENE

La voie la plus directe pour analyser le role
de séquences génétiques dans la transfor-
mation oncogéne consiste a introduire ces
séquences dans des cellules normales ou
pseudo-normales, et a analyser ensuite
I'évolution de ces cellules en culture ou
aprés leur réinsertion dans un organisme.
Les différents modéles d'analyse utilisent,
soit la transfection d'ADN dans des cel-
lules en culture, soit le transfert de sé-
quences génétiques au moyen de vecteurs
rétroviraux dans des cellules en culture ou
in vivo, soit le transfert d'’ADN dans la li-
gnée germinale pour la création d'animaux
transgéniques.

Transfection d'ADN dans des cellules
en culture

C'est par transfection sur les fibroblastes
immortalisés 3T3 de souris qu'ont été iden-
tifiés les premiers oncogénes humains
(synthése dans Cooper, 1987).

Cette méthode est applicable exclusive-
ment sur des cellules en culture, et pré-
sente plusieurs limitations. Tout d'abord,

au cours de la transfection, certains génes
peuvent subir des réarrangements qui leur
conférent une activité oncogéne. La sé-
quence oncogéne ainsi modifiée n'est
donc pas représentative de la situation qui
existe dans les cellules ayant fourni 'ADN.
Cette activation artificielle a permis cepen-
dant d'identifier des oncogénes potentiels
dans 'ADN humain (Kozma et al/, 1988;
Takahashi et Cooper, 1987). D'autre part,
la faible efficacité de la transfection limite
beaucoup l'utilisation de cette technique
sur des cellules peu représentées dans
une population cellulaire hétérogéne,
comme par exemple les précurseurs hé-
matopoiétiques.

Transformation par des rétrovirus

La limitation imposée par la faible efficacité
du transfert d'ADN dans des cellules peut
étre levée par l'utilisation de vecteurs biolo-
giques, parmi lesquels les rétrovirus sem-
blent les plus performants. En fait, un cer-
tain nombre de ces virus constituent des
vecteurs naturels de séquences onco-
génes dérivées des proto-oncogénes (Bis-
hop, 1985). Parmi les rétrovirus naturels,
3 rétrovirus aviaires véhiculent respective-
ment plusieurs oncogénes dans leurs
génomes et constituent ainsi d'excellents
outils pour analyser la coopération d'onco-
géne dans la transformation.

Le virus MH2 porte les oncogénes v-
myc et v-mil qui codent respectivement
pour une protéine v-myc nucléaire et une
protéine fusion gag-mil qui est une sérine-
thréonine kinase cytoplasmique (Coll et al,
1983). Ce virus induit des leucémies myé-
loides in vivo et transforme les précurseurs
des macrophages in vitro (Moscovici et
Gazzolo, 1982).

Le virus E26 renferme 2 séquences co-

dantes fusionnées dérivant respectivement
des proto-oncogénes c-myb et c-ets? (Le-
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prince et al, 1983; Nunn et al, 1983). L'on-
cogéne chimére formé par la transduction
de ces 2 proto-oncogénes code pour une
protéine fusion gag-myb-ets a localisation
nucléaire. Le virus E26 induit des leucé-
mies érythroides et myéloides in vivo. In
vitro, il transforme des précurseurs myé-
loides ou érythroides et des précurseurs
bipotents communs aux 2 lignées (Mosco-
vici et al, 1983; Radke et al, 1982).

Le virus de l'érythroblastose aviaire,
AEV, a transduit dans son génome 2 sé-
quences oncogénes, respectivement v-
erbA et v-erbB. La séquence v-erbA dérive
du proto-oncogéne c-erbA qui code pour
un récepteur nucléaire de I'hormone thy-
roidienne T3 (Sap et al, 1986; Weinberger
et al, 1986). L'oncogéne v-erbB dérive du
proto-oncogéne c-erbB qui code pour le
récepteur membranaire des facteurs de
croissance EGF et TGFa (Lax et al, 1988).
Le virus code pour la protéine gag-erbA
nucléaire qui est une forme altérée de ré-
cepteur nucléaire incapable de fixer I'hor-
mone T3, et pour la protéine v-erbB qui ne
fixe plus 'EGF ou le TGFo et qui délivre
dans la cellule une activité tyrosine kinase
constitutive. L'AEV induit des sarcomes et
des érythroleucémies in vivo. En culture, il
transforme les fibroblastes, des précui’-
seurs des cellules érythrocytiques et des
précurseurs des mastocytes (Graf et
Beug, 1978; Gazzolo et al, 1980; Samarut
et Gazzolo, 1982; Moscovici et al, 1989). II
constitue par conséquent un excellent outil
pour analyser les roles respectifs des hor-
mones et des facteurs de croissance dans
la transformation oncogéne.

De trés nombreux rétrovirus ont été
construits artificiellement en recombinant
dans leur génome diverses séquences
testées pour leurs potentialités oncogénes
(Mathey-Prévot et Baltimore, 1988; Hari-
haran et al, 1988; Young et Witte, 1988;
Compere et al, 1989; Browder et al, 1989;
Johnson et al, 1989). Plusieurs oncogénes

peuvent étre insérés dans un méme gé-
nome rétroviral (Blasi et al, 1985; Bowtell
et al, 1988). Dans certains cas d'infection
par des rétrovirus, la transformation peut
résulter, dans les cellules hétes, de réar-
rangements du génome cellulaire dus a
l'intégration du génome viral (Stocking et
al, 1988; Morishita et al, 1988).

Le modéle des animaux transgéniques

La réalisation d'animaux transgéniques est
une des approches les plus prometteuses
pour analyser les potentialités oncogéni-
ques de séquences génétiques, car I'ADN
transféré se retrouve dans une configura-
tion identique dans tous les tissus de
I'hdte, permettant ainsi d'analyser les para-
métres de la spécificité tissulaire dans la
transformation (synthése dans Hanahan,
1988). Un des intéréts de cette méthode
est la possibilité d'analyser l'influence de
facteurs génétiques sur le développement
de cancers. Ainsi, le croisement de souris
transgéniques portant respectivement les
oncogeénes myc et ras a permis d'analyser
les effets coopératifs de ces 2 oncogénes
dans les descendants (Andres et al, 1988;
Sinn et al, 1987). Enfin, ce modéle permet
d'analyser l'influence de facteurs environ-
nants sur le développement de cancers in
vivo.

LA COOPERATION D'ONCOGENES
DANS LA TRANSFORMATION

Le concept de l'existence de plusieurs évé-
nements successifs dans le développe-
ment d'une cellule cancéreuse a été formu-
Ié initialement & partir des travaux sur la
cancérogenéese chimique qui ont permis de
définir les étapes d'initiation, de promotion
et de progression de la transformation on-
cogéne (Weinstein et al, 1982). Divers ar-
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guments en faveur de cette théorie ont été
apportés par la génétigue moléculaire
(Duesberg, 1987). En particulier, on peut
estimer que la probabilité d'apparition d'un
réarrangement ou d'une mutation dans un
protooncogéne cellulaire est infiniment
plus élevée que celle de l'apparition d'un
néoplasme, ce qui suggére fortement que
la transformation cancéreuse in vivo ré-
sulte de la combinaison de plusieurs évé-
nements génétiques.

Transformation de fibroblastes
en culture

Les fibroblastes ont constitué le premier
modéle cellulaire développé pour analyser
les potentialités oncogénes de séquences
génétiques. Les premiers travaux ont été
réalisés sur une lignée de fibroblastes im-
mortalisés de souris, les cellules 3T3. Ces
cellules présentent un phénotype pseudo-
normal et ne forment pas de tumeurs
aprés implantation dans une souris tolé-
rante. La transfection de cellules 3T3 avec
de I'ADN isolé de tumeurs humaines a per-
mis d'identifier le pouvoir transformant d’'un
allele muté du protooncogéne c-Ha-ras
(synthése dans Barbacid, 1987). Ce méme
oncogéne ainsi que des oncogénes de la
méme famille ou d'autres oncogénes co-
dant pour des protéines cytoplasmiques ou
membranaires ont été identifiés, par la
suite, dans différentes tumeurs humaines
et animales (Cooper, 1987). Les onco-
génes du groupe ras sont les plus fré-
quemment identifiés dans des types de tu-
meurs trés divers. Cette technique n'a pas
permis d'identifier jusqu'a présent, des on-
cogénes codant pour des protéines nu-
cléaires. L'ADN issu de certaines tumeurs
ou leucémies ne transforme pas les cel-
lules 3T3 par transfection, ce qui laisse
supposer que la technique est impropre a
révéler certains oncogénes, ou bien que

les cellules 3T3 ne constituent pas la cible
de transformation de certains oncogénes.
Aucune corrélation n'a pu étre effectuée
jusqu'a présent entre le type d'oncogéne
identifié par cette technique et la nature de
la tumeur qui le renferme, ce qui laisse
imaginer que les oncogénes identifiés par
cette voie ne sont pas les seuls éléments
génétiques a l'origine des néoplasmes
analysés.

L'application de cette technique sur des
fibroblastes primaires de rat montre que
les alléles mutés des oncogénes ras sont
inefficaces dans ce systéme. Par contre, la
transformation est obtenue lorsque les on-
cogénes ras sont cotransfectés avec un
oncogéne myc (Land et al, 1983). Un ré-
sultat identique est obtenu lorsque l'onco-
géne ras est associé a l'oncogéne N-myc
(Yancopoulos et al, 1985), ou au proto-
oncogéne dérégulé c-jun (Schitte et al,
1989), ou a un aliéle muté du géne P53
(Eliyahu et al, 1984; Parada et al, 1984;
Hinds et al, 1989), ou a divers oncogénes
de virus & ADN comme LT du virus SV40
(Cherington et al, 1988), LT de polyome
(Land et al, 1983), E1A d'adénovirus hu-
main (Ruley, 1983), ou E7 du virus du pa-
pilome humain HPV16 (Crook et al, 1989;
Phelps et al, 1988; Storey et al, 1988).
Cette forme de coopération dans la trans-
formation des fibroblastes primaires est
aussi retrouvée entre les 2 oncogénes LT
et MT de polyome (Rassoulzadegan et al,
1982). Il faut noter que tous les oncogénes
identifiés qui coopeérent avec ras dans ce
test soit codent pour des protéines nu-
cléaires (myc, P53), soit codent pour des
protéines qui se complexent & des pro-
téines nucléaires comme la protéine Rb
dont la fonction pourrait étre le controle né-
gatif de la prolifération cellulaire (synthése
dans Green, 1989; Weinberg, 1985).

La différence de réponse des cellules
3T3 et des fibroblastes primaires a I'onco-
géne ras laisse supposer que l'oncogéne



366 J Samarut

ras seul ne peut transformer que des cel-
lules préalablement immortalisées, ce qui
a été effectivement vérifié (Newbold et
Overell, 1983). On doit donc admettre que
les oncogénes coopérant avec ras dans la
transformation des cellules primaires ont
des fonctions immortalisantes. Ceci a été
vérifié pour LT de polyome (Rassouizade-
gan et al, 1983), E7 de HSV16 (Vousden
et Jat, 1989), E1A (Ruley, 1983), P53
(Jenkins et al, 1985; Rovinski et Benchi-
mol, 1988) et N-myc (Schwab et Bishop,
1988). Ces cellules immortalisées acquié-
rent la capacité de se répliquer indéfini-
ment en culture. Toutefois, elles conser-
vent une certaine sensibilité au contréle de
la croissance par l'environnement cellu-
laire et ne forment pas de tumeur in vivo.

La transformation des fibroblastes pri-
maires peut, dans certains cas, étre obte-
nue avec un seul oncogéne. Dans le cas
de transformation par des rétrovirus, on
peut imaginer que des structures rétrovi-
rales cooperent avec |'oncogeéne véhiculé
selon un mécanisme encore inexpliqué
(Cichutek et Duesberg, 1989; synthese
dans Duesberg, 1985). On peut aussi ima-
giner que certaines oncoprotéines renfer-
ment plusieurs domaines fonctionnels coo-
pératifs, comme la protéine LT de SV40
(Cherington et al, 1988) et la protéine v-
src (Calothy et al, 1987). Certains types
cellulaires pourraient étre particuliérement
sensibles a leffet d'un seul oncogéne
(Hjelle et al, 1988). Enfin certaines onco-
protéines pourraient induire des réarrange-
ments du génome cellulaire aboutissant a
l'activation de génes cellulaires (Oshimura
et al, 1985; Stenman et al, 1987; Cerni et
al, 1987).

Bien que des oncogénes induisent a
eux seuls certains caractéres de transfor-
mation, la coopération d'oncogénes
semble renforcer ces caractéres. Ainsi, sur
fibroblastes d'embryons de poulet, I'onco-
géne v-erbB de I'AEV est suffisant pour in-

duire I'apparition de certains caractéres de
transformation comme la formation de co-
lonies en agar mou (Sealy et al, 1983;
Frykberg et al, 1983). Cependant, la coo-
pération avec l'oncogéne v-erbA renforce
les capacités de croissance des fibro-
blastes transformés par v-erbB et aug-
mente leurs propriétés tumorigénes in vivo
(Gandrillon et al, 1987; Jansson et al,
1987).

Transformation des cellules
hématopoiétiques

Pour les 3 virus aviaires qui renferment 2
oncogénes, la préservation de lintégrité
fonctionnelle de ces 2 oncogénes est né-
cessaire pour que les virus développent la
totalité de leur spectre oncogénique res-
pectif.

Dans le virus E26, une mutation dans la
séquence v-myb affecte seulement la
transformation myéloide mais pas ia trans-
formation érythroide (Beug et al, 1984). In-
versement, une mutation dans la sé-
quence v-efs altére la capacité de
transformation sur les cellules érythroides
mais pas sur les cellules myéloides (Golay
et al, 1988; Nunn et Hunter, 1989). Ces ré-
sultats suggérent que les séquences v-
myb et v-els sont responsables respective-
ment de la transformation myéloide et éry-
throide. Cependant certaines mutations
dans la séquence v-ets modifient le phéno-
type des cellules transformées, ce qui sug-
gére que les 2 oncogénes cooperent dans
le blocage des cellules myéloides & un
stade trés immature (Golay et al, 1988).

Le virus MH2 transforme les macro-
phages et leur confére une croissance au-
tocrine. L'analyse de mutants naturels ou
artificiels du virus a montré que la transfor-
mation résulte de l'action du géne v-myc
alors que le produit de I'oncogéne v-mil in-
duit la production et la sécrétion par les
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macrophages transformés d'un facteur de
croissance spécifique, le cMGF, auquel ils
sont directement sensibles pour la prolifé-
ration (Graf et al, 1986). Une situation trés
analogue est observée dans des cultures
de moelle de souris infectées par un rétro-
virus recombinant portant les oncogénes
v-myc et v-raf (v-raf est 'homologue murin
de v-mil). Les cellules monocytiques infec-
tées par ce virus sont bloquées dans leur
différenciation et se développent en ab-
sence de facteur de croissance spécifique.
La transformation et la prolifération de ces
cellules nécessite la coopération des 2 on-
cogénes (Blasi et al, 1985). Il est intéres-
sant de noter que la plupart des clones
cessent de proliférer et se différencient
aprés un mois de culture. Certains clones
peuvent émerger et étre alors établis en Ii-
gnées, suggérant I'existence d'un événe-
ment additionnel conduisant a l'immortali-
sation.

La méme combinaison des oncogénes
v-raf et v-mil induit une transformation des
cellules erythrocytiques de souris (Klinken
et al, 1989). L'expression dérégulée de
'oncogéne myc peut induire le blocage de
la différenciation érythrocytique (Coppola
et Cole, 1986; Maruyama et al, 1987; Ka-
neko-Ishino et al, 1988). L'oncogéne v-raf
semble donc responsable de l'induction de
la prolifération des cellules bloquées et
pourrait leur conférer une croissance auto-
crine (Klinken et al, 1988). Cependant la
trés faible efficacité d'établissement des li-
gnées érythroblastiques avec des rétrovi-
rus associant v-myc et v-raf suggére que
des événements génétiques ultérieurs sont
nécessaires pour l'immortalisation des cel-
lules transformées (Klinken ef al, 1988).

La transformation des précurseurs ery-
throcytiques de poulet par le virus de I'éry-
throblastose aviaire fournit un modéle trés
intéressant de coopération d'oncogénes.
Ce virus bloque la différenciation des pré-
curseurs érythrocytiques immatures et in-
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duit leur autorenouvellement (Samarut et
Gazzolo, 1982; Graf et Beug, 1978). La co-
opération des oncogénes v-erbA et v-erbB
est nécessaire pour induire cette transfor-
mation (Frykberg et al, 1983). Par l'utilisa-
tion de mutants artificiels du virus expri-
mant spécifiquement I'un ou lautre
oncogéne, on a pu montrer que le produit
de v-erbB n'altére pas le programme de
différenciation mais exerce un effet mito-
géne sur les précurseurs érythrocytiques
et les rend indépendants de l'effet mito-
géne de facteurs de croissance érythrocyti-
ques (Frykberg et al, 1983; Gandrillon et
al, 1989). Par contre, la protéine codée par
v-erbA est directement responsable du blo-
cage du programme de différenciation
(Gandrillon et al, 1989). La coopération
des 2 oncogénes est nécessaire pour in-
duire le développement de leucémies in
vivo (Gandrillon et al, 1989).

La coopération entre I'oncogéne myc et
les oncogénes ras ou Bcl-2 est nécessaire
pour transformer des cellules B et rendre
ces cellules hautement tumorigénes
(Schwartz et al, 1986; Vaux et al, 1988).

Reconstitution d'un développement
néoplasique in vivo

L'environnement physiologique créé par
l'organisme in vivo peut apparaitre plus
propice a I'analyse du développement néo-
plasique de cellules qui présentent des exi-
gences extrémes en culture. Ainsi I'implan-
tation in vivo de cellules fraichement
transfectées avec de I'ADN oncogénique
peut conduire au développement de tu-
meurs issues de cellules transfectées qui
ne se seraient pas développées en culture.
Cette approche a été utilisée pour suivre
le développement néoplasique du tissu
prostatique in vivo (Thompson et al, 1989).
Les auteurs infectent in vitro des cellules
du sinus urogénital du feetus de souris
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avec des vecteurs rétroviraux portant les
oncogénes v-ras ou v-myc, ou la combi-
naison des 2 oncogénes. Les cellules in-
fectées sont ensuite greffées sur la cap-
sule rénale de souris male adulte. On
constate que seules les ébauches infec-
tées par le vecteur associant les 2 onco-
génes développent des carcinomes. La
nature oligoclonale de ces tumeurs sug-
geére que des altérations génétiques ulté-
rieures, dans les cellules transformées,
sont nécessaires pour induire leur déve-
loppement néoplasique. Les cellules trans-
formées par v-myc ou v-ras seuls dévelop-
pent des hyperplasies ou des dysplasies
limitées qui n'évoluent pas en tumeurs.

Modeéles des animaux transgéniques

La possibilité de transférer une séquence
génétique exogéne dans la lignée germi-
nale permet d'analyser les conséquences
de l'expression d'un oncogéne dans des
tissus déterminés, dans le contexte d'un
organisme entier (Jaenish, 1988). L'animal
né d'un ceuf ayant intégré I'ADN exogéne
est unique par le site d'insertion de I'ADN
exogéne et peut donner naissance a un
clone de progéniteurs génétiquement iden-
tiques. Les croisements entre animaux
transgéniques d'origine distincte permet-
tent d'analyser les interactions génétiques
entre les séquences exogénes portées par
chacun des parents (Sinn et al, 1987;
Andres et al, 1988). |l faut noter cependant
que des animaux transgéniques indépen-
dants, ayant incorporé le méme trans-
gene, peuvent l'exprimer différemment
selon le site d'insertion du transgéne dans
le génome hote.

Un nombre considérable de lignées de
souris transgéniques pour un oncogéne a
été créé et il est impossible de rapporter
tous ces travaux ici. On trouvera une syn-
thése exhaustive dans Hanahan (1988).

De I'ensemble de ces travaux on peut tirer
un certain nombre de constatations géné-
rales.

L'efficacité transformante d'un onco-
géne est trés variable selon les tissus dans
lesquels il s'exprime. Ainsi la surexpres-
sion de |'oncogéne c-fos n'a d'effet patho-
logique que dans le thymus et I'os (Rither
et al, 1987, 1988). Un autre exemple de
cette restriction est fourni par l'oncogéne
MT de polyome qui développe essentielle-
ment des hémangiomes (Williams et al,
1988). Un méme tissu dans lequel est ci-
blée l'expression d'un oncogéne répond
difféfremment selon la nature de I'onco-
géne. Ainsi 'expression spécifique dans la
glande mammaire d'un transgéne c-myc
associé au promoteur du géene de la pro-
téine du petit lait (WAP) induit le dévelop-
pement d'un adénocarcinome mammaire,
alors qu'un transgéne WAP-ras n'induit
gue rarement de telles tumeurs (Schoe-
nenberger et al, 1988; Andres et al, 1987).
Il apparait donc une certaine spécificité tis-
sulaire d'action des protéines oncogénes.
Seul I'oncogéne T de SV40 induit des alté-
rations dans une grande variété de tissus
comme les cellules o du pancréas, le cris-
tallin, le myocarde, le plexus choroide
(synthése dans Hanahan, 1988).

D'une fagon générale, les altérations tis-
sulaires observées chez les animaux
transgéniques se développent progressive-
ment et les néoplasies n'apparaissent que
chez les adultes et souvent a l'issue de cir-
constances particuliéres. Ainsi les trans-
génes c-myc dont I'expression est ciblée
dans la glande mammaire induisent des
carcinomes préférentiellement chez les fe-
melles, et aprés plusieurs cycles de gesta-
tion et lactation (Leder et al, 1986; Schoe-
nenberger et al, 1988; Stewart et al, 1984).
Un transgéne c-myc animé par un promo-
teur spécifique des lymphocytes B induit,
dans la moelle et la rate, une hyperplasie
polyclonale de cellules préB non malignes
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qui évolue en quelques mois en tumeur
clonale de cellules B dans le thymus et les
ganglions lymphatiques (Adams et al,
1985; Langdon et al, 1986). Cette observa-
tion suggére que F'expression du transgéne
ne constitue qu'un événement primaire
dans le développement de la tumeur et
que des événements ultérieurs conduisent
a la transformation maligne. :

Le ciblage de I'expression du transgéne
T de SV40 dans le pancréas endocrine in-
duit le développement hyperplasique de
tous les ilots de Langerhans, par suite de
la prolifération des cellules p. Cependant,
seulement quelques-uns de ces flots déve-
loppent des tumeurs bien que le niveau
d'expression du transgéne soit identique
dans les ilots hyperplasiques et les no-
dules tumoraux, ce qui permet de conclure
que des événements génétiques ou épigé-
nétiques ont induit la conversion tumorale
(Efrat et al, 1988).

L'existence de facteurs qui induisent la
progression tumorale a été démontrée
chez des animaux issus de croisement
entre parents qui portent respectivement
les transgénes Ha-ras et c-myc animés
tous 2 par 1 promoteur sensible aux gluco-
corticoides. Les souris portant les 2 trans-
génes montrent une accélération du déve-
loppement des tumeurs mammaires, en
comparaison des parents qui portent 1
seul des 2 oncogénes. Cependant, le dé-
veloppement tumoral ne touche pas toutes
les glandes mammaires chez un méme
animal. Ces résultats démontrent que la
combinaison des 2 oncogénes ras et myc
active le développement d'une tumeur
mais qu'elle n'est pas suffisante pour in-
duire I'ensemble des étapes de la transfor-
mation tumorale dans ces conditions (Sinn
et al, 1987).

L'ensemble de ces résultats montre que
le transgéne joue essentieliement un role
initiateur dans le développement de néo-
plasies. Les souris transgéniques consti-

tuent donc des outils prometteurs pour
analyser les événements génétiques qui
interviennent aux diverses étapes du déve-
loppement tumoral. La possibilité d'intro-
duire des mutations ciblées dans les cel-
lules germinales (Zimmer et Gruss, 1989;
Joyner et al, 1989) devrait conduire a la
production de lignées de souris portant
des mutations au niveau de divers proto-
oncogénes. De tels animaux constitueront
des modéles efficaces pour identifier les
différents événements génétiques néces-
saires au développement de tumeurs néo-
plasiques.

MECANISMES DE LA COOPERATION
D'ONCOGENES

Modifications des exigences
en facteurs de croissance

L'une des composantes majeures de la
transformation cancéreuse est la diminu-
tion des exigences en facteurs de crois-
sance des cellules transformées. Cette
propriété résulte, soit de I'expression par
les cellules elles-mémes de facteurs de
croissance auxquels elles sont directement
sensibles (effet autocrine), soit de I'activa-
tion constitutive, dans les cellules, de pro-
cessus métaboliques qui miment la trans-
mission d'un signal mitotique (Heldin et al,
1987).

Le premier cas est parfaitement illustré
par le modéle de transtormation par I'onco-
géne sis qui code pour une protéine trés
similaire a la chaine B du PDGF et qui in-
duit une croissance autocrine des cellules
transformées (Deuel et al, 1983). La libéra-
tion de facteurs de croissance par les cel-
lules transformées a été démontrée dans
de nombreux types cellulaires. Ainsi, des
cellules myéloides aviaires transformées
sécretent un facteur de croissance spécifi-
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que, le cMGF (Adkins et al, 1984; Graf et
al, 1986). Des cellules myéloides de sou-
ris transformées par le géne humain réar-
rangé bcr/abl produisent de l'interleukine 3
(Hariharan et al, 1988). De méme, l'ex-
pression de l'oncogéne ras dans des cel-
lules mastocytaires de souris induit leur
production d'interleukine 3 (Nair et al,
1989). Les mécanismes par lesquels cer-
tains oncogénes induisent la production de
facteurs de croissance sont encore in-
connus. On peut cependant remarquer
que les cellules transformées produisent
des facteurs de croissance dont elles sont
naturellement dépendantes. On peut se
demander si la cellule n'est pas amenée, a
certaines phases de son développement
normal, & produire ses propres facteurs, et
si dans ce contexte, les protéines onco-
génes ne pourraient pas rendre ce proces-
sus constitutif et permanent. Inversement,
on peut imaginer que l'effet autocrine
constitue un phénoméne sélectif qui ne
laisse se développer que les cellules qui
sécretent les facteurs dont elles ont besoin
impérativement. Dans certains cas, le ré-
arrangement de génes cellulaires qui co-
dent pour des facteurs de croissance pour-
rait conduire a une production incontrblée
de ces facteurs (Schuler et Cole, 1988).

Dans de nombreuses cellules transfor-
mées, l'induction de la prolifération en ab-
sence de facteur de croissance ne résulte
pas d'un mécanisme autocrine (Mathey-
Prevot et al, 1986; Wheeler et al, 1987;
Rees-Jones et al, 1989). On peut imaginer
dans ces cas que la protéine oncogéne sti-
mule la prolifération en court-circuitant la
voie de stimulation normalement activée
par un facteur de croissance exogéne. |l
est a noter que d'une maniére génerale,
I'abrogation des exigences en facteurs de
croissance est induite essentiellement par
les oncogénes qui codent pour des pro-
téines cytoplasmiques ou transmembra-
naires comme abl (Rees-Jones et al,

1989; Mathey-Prevot et al, 1986; Wheeler
et al, 1987; Kipreos et Wang, 1988), fps,
src, yes, ros (Adkins et al, 1984; Carmier
et Samarut, 1986), mil (Graf et al, 1986),
ras (Nair et al, 1989), erbB (Gandrillon et
al, 1989; Adkins et al, 1984). La levée de
la dépendance envers les facteurs de
croissance ne semble pas étre suffisante a
elle seule pour induire une transformation
néoplasique, mais elle conduit a2 des hy-
perplasies de cellules qui conservent des
potentialités de différenciation spontanée
ou induite (Frykberg et al/, 1983; Kahn et
al, 1984; Johnson et al, 1989; Morishita et
al, 1988; Carmier et Samarut, 1986; Lang
et al, 1987; Wong et al, 1987; Neufeld et
al, 1988). Ce caractére semble cependant
complémenter d'autres caractéres de
transformation pour augmenter le pouvoir
tumorigéne des cellules (Baumbach et al,
1987; Alexander et al, 1989; Lang et al,
1986). Ainsi, l'effet autocrine induit par le
transfert de géne codant pour des facteurs
de croissance dans des cellules préalable-
ment immortalisées leur confére un pou-
voir tumorigéne (Rosenthal et al, 1986;
Stern et al, 1987; Jaye et al, 1988; Sasada
et al, 1988; Rogelj et al, 1988).

Modifications des relations
avec l'environnement cellulaire

Les cellules normales voient leur réplica-
tion inhibée lorsqu'elles parviennent au
contact d'autres cellules normales. Les cel-
lules transformées présentent des sensibi-
lités variables a I'effet répresseur de l'envi-
ronnement cellulaire. Les fibroblastes
primaires de rat transfectés par un onco-
géne Ha-ras peuvent développer des
foyers de cellules transformées lorsqu'ils
sont isolés de I'environnement des cellules
normales (Spandidos et Wilkie, 1984; Land
et al, 1986). Par contre, les fibroblastes
transformés par le couple d'oncogénes ras
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et myc échappent a la répression par les
cellules normales (Land et al, 1983). Ce
comportement des cellules en culture
semble refléter Ia situation décrite in vivo
dans les expériences de Thompson et al
(1989) sur la transplantation d'ébauches
de tissu prostatique infectées par des ré-
trovirus oncogénes. Lorsque les cellules
infectées par un virus portant v-Ha-ras re-
présentent moins de 0,1% des cellules du
greffon, elles participent a la morphoge-
nése normale du tissu prostatique. Lors-
que leur concentration est 10 fois supé-
rieure dans le greffon, ces cellules
développent des foyers displasiques. Par
contre, l'infection des cellules greffées par
un rétrovirus exprimant simultanément les
oncogeénes ras et myc conduit au dévelop-
pement d'un carcinome au niveau de I'im-
plant, méme si le nombre initial de cellules
infectées est faible.

D'une fagon similaire, des kératinocytes
transformés par 'oncogéne Ha-ras ne dé-
veloppent pas de carcinome lorsqu'ils sont
greffés sur des animaux syngéniques a
cause d'un effet répresseur exercé par les
fibroblastes du derme (Dotto et al, 1988).

Le contrble de la prolifération par les
cellules environnantes repose sur 'établis-
sement de communications intercellulaires
permettant I'échange de petites molécules
{Loewenstein, 1979). Des fibroblastes
NIH3T3 transformés par I'oncogéne v-myc
établissent des communications intercellu-
laires avec des fibroblastes non transfor-
més. Par contre, des fibroblastes transfor-
més par v-ras ou v-src perdent cette
propriété. L'absence d'établissement de
jonctions intercellulaires est directement
corrélée avec la capacité des cellules
transformées a proliférer au milieu de cel-
lules normales et & former des tumeurs in
vivo (Bignami et al, 1988).

L'ensemble de ces observations montre
donc que le développement anarchique
des cellules transformées s'accompagne

de la rupture des interactions fonction-
nelles avec les cellules environnantes. On
ne sait pas encore si la disparition des
jonctions intercellulaires est un événement
causal de I'évolution néoplasique.

Altérations du programme
de différenciation

Le blocage de la différenciation est une
autre composante de la transformation on-
cogéne (Fiszman et Fuchs, 1975; Graf et
Beug, 1978; Gazzolo et al, 1979; Falcone
et al, 1985; Gandrillon et al, 1989). L'alté-
ration du programme de différenciation
peut, dans certains cas, conduire les cel-
lules transformées & régresser vers une
forme moins différenciée (Gazzolo et al,
1979; Ness et al, 1987). Cette régression
pourrait étre responsable d'une reprogram-
mation morphogénétique des cellules
(Klinken et al, 1988; Hanecak et al, 1989).

D'une maniére générale, les oncopro-
téines nucléaires semblent responsables
de l'altération du programme de différen-
ciation. Ainsi l'oncogéne v-erbA bloque la
différenciation des précurseurs érythrocyti-
ques (Gandrillon et al, 1989). L'oncogéne
v-myb altére le programme morphogénéti-
que des précurseurs myéloides (Gazzolo
et al, 1979). Les formes oncogéniques de
la protéine myc altérent la différenciation
de nombreux types cellulaires (Moscovici
et Gazzolo, 1982; Langdon et al, 1986;
Coppola et Cole, 1986; Sinn et al, 1987;
Maruyama et al, 1987; Andres et al, 1988;
Kaneko-ishino et al, 1988). Cette absence
de spécificité pourrait étre expliquée en
imaginant que la protéine codée par le pro-
tooncogéne c-myc normal est ubiquitaire
et contrdle harmonieusement le choix
entre différenciation et prolifération auquel
la cellule se trouve confrontée durant sa
morphogenése. Les formes oncogéniques
de la protéine myc altéreraient ce détermi-
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nisme en bloquant la voie de différencia-
tion conservant ainsi les cellules dans un
cycle réplicatif (Freytag, 1988; Langdon et
al, 1986). ,

CONCLUSION

Il est évident que plusieurs événements
génétiques sont nécessaires pour induire
le développement néoplasique a partir
d'une cellule normale. Certains au moins
de ces événements sont induits par des
génes identifiés parmi les oncogénes.

Deux composantes essentielles peu-
vent étre identifiées dans ce processus.
D'une part, une altération du programme
de différenciation qui se traduit par un blo-
cage du développement morphogénétique
de la cellule et parfois sa reprogramma-
tion. Les oncogénes qui codent pour des
protéines nucléaires semblent jouer un
role important dans le déréglement de ces
processus. D'autre part, I'activation de la
prolifération des cellules, rend ces cellules
moins exigeantes en facteurs de crois-
sance et moins sensibles a l'effet répres-
seur des cellules environnantes. Quelles
que soient les voies empruntées, le déré-
glement du contrble de la prolifération
aboutit & rendre ces cellules totalement
autonomes et ignorantes des facteurs de
contréle de l'environnement. Les onco-
génes qui codent pour des protéines cyto-
plasmiques semblent essentiellement res-
ponsables de ces déréglements de la
prolifération.

Les analyses de tumorigenése in vivo
montrent que ces 2 composantes essen-
tielles pour la transformation in vitro doi-
vent étre complémentées par d'autres évé-
nements génétiques pour induire le
développement d'une tumeur ou d'une leu-
cémie.
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