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Animaux transgéniques
et oncogenese

De nombreux modéles murins de cancers ont été créés grace a
la production d’animaux transgéniques exprimant un oncogéne
controlé par les régions régulatrices d’'un géne spécifique de la
différenciation tissulaire. De tels oncogénes ont ainsi une expres-
sion ciblée vers le tissu dans lequel sont normalement actives
les régions de controle utilisées. Certaines combinaisons onco-
géne/tissu aboutissent au développement de tumeurs qui sont
presque toujours clonales, alors que le transgéne est exprimé
dans toutes les cellules du tissu. Cela souligne I'intervention dans
la transformation tumorale d’événements multiples, I’expression
de 'oncogéne n’étant que 1'un d’entre eux. Ces modéles animaux
de cancer revétent une grande importance pour les recherches

physiopathologiques et thérapeutiques.

es modalités de la trans-

formation cellulaire ainsi

que celles de I'apparition

de tumeurs bénignes ou

malignes restent encore
méconnues. Cependant, la décou-
verte récente des séquences d’onco-
génes représente un brin accessible de
I’écheveau qui reste a déméler [1-3].
Les proto-oncogénes que nous pos-
sédons tous dans notre patrimoine
héréditaire ont été identifiés a partir
de tissus tumoraux en raison méme
de leur capacité a transformer des
cellules in vitro. Ce sont, pour la
plupart, des génes de facteurs de
croissance, des récepteurs cellulaires
de ces derniers, des protéines char-
gées de véhiculer vers le noyau les
signaux que regoit la cellule ou des
facteurs controlant directement la
transcription. Leur expression est
importante pour tous les phéno-
ménes d¢ morphogenese et de diffé-
renciation cellulaire au cours de la
vie embryonnaire et fcetale. En
revanche, leur expression inadéquate

a des conséquences dramatiques sur
la cinétique et la différenciation cel-
lulaires. Les mécanismes entrainant
des désordres de I’expression des
proto-oncogénes sont généralement,
soit une surexpression par transloca-
tion [4, 5] dans une zone fortement
exprimée, soit une activité différente
de la protéine correspondante due a
une mutation [6, 7]. En revanche, il
apparait nettement que ces désordres
ne sont en général pas la cause
directe du phénoméne de cancérisa-
tion, mais plutét un facteur favori-
sant. L’analyse des événements suc-
cessifs nécessaires a la formation
d’'une tumeur sera facilitée par ’ob-
tention de modéles expérimentaux
ou l'on pourra a volonté induire et
contrdler I'expression des séquences
d’oncogénes dans le type cellulaire de
son choix. Ainsi la possibilité de
cibler I’expression d’'un oncogeéne,
chez un animal transgénique* (note
p. 167), nous offre les moyens d’étu-
dier les répercussions de cette expres-
sion sur le phénotype cellulaire.
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Tableau |
PRINCIPALES TUMEURS OBTENUES CHEZ DES SOURIS TRANSGENIQUES

Oncogeéne

Séquences régulatrices

Phénotype

Antigene T de
SV40

promoteur et

de SV40
insuline de rat
élastase de rat

a-cristalline

c-myc MMTV

enhancer (région précoce)

métallothionéine

E1A d’adénovirus
facteur atrial natriurétique

WAP (whey acidic prdtein)

Ep
c-ras (activé) MMTV
WAP
c-neu MMTV
int-1 MMTV
c-fos métallothionéine
Moyen T polyome
de polyome
Antigéne Thy-1 Ep
Bovine papilloma | BPV
virus (BPV)
HIV tat HIV LTR

Tumeurs du plexus
choroide [26)

Insulinomes [27)

Tumeurs du pancréas exo-
crine [28)

Tumeurs du cristallin [29)

Tumeurs du foie [30])
Neuropathies périphéri-
ques

Glioblastomes [32)
Tumeurs cardiaques [31)

Tumeurs de la glande
mammaire, du testicule,
lymphomes B et T [19)

Tumeurs mammaires (24)
Lymphomes B [12]

Tumeurs mammaires, sali-
vaires, lymphomes [22)

Tumeurs mammaires [23)

Tummeurs mammaires
(13]

Tumeurs mammaires [33)

développement anormal
des os longs [34])

hémangiomes malins
(35)

lymphomes B [36)
Tumeurs de la peau [37)

Sarcome de Kaposi like [38)

Eu = enhancer du gene des chaines lourdes d’'immunoglobuline ; MMTV = mouse
mammary tumor virus; BPV = bovine papilloma virus; HIV-LTR = long terminal

repeat du virus HIV.

Dans le cadre de cet article, nous
apporterons des éléments de réponse
aux questions concernant 1’éventail,
en terme de type cellulaire, du pou-
voir transformant des oncogénes, de
la possibilité de leur potentialisation
mutuelle, de leur influence sur la
croissance, la différenciation et 'ac-
tivité cellulaires.

Nous tenterons d’exposer et de discu-

* Animal dans le génome duquel a été intro-
duit de maniére expérimentale un ou plu-
sieurs génes [8, 9}
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ter les résultats apportés par 1'étude
de l'oncogéne myc, tout en souli-
gnant que, dans de nombreux labo-
ratoires, les oncogénes actuellement
connus et clonés sont utilisés dans le
méme esprit (Tableau I).

Ciblage de I'expression
de I'oncogéne myc
dans les lymphocytes B

L’oncogéne myc a été identifié dans
des rétrovirus aviaires puis impliqué
dans la formation de lymphomes B
(lymphome de Burkitt chez

I’homme, plasmocytome chez la sou-
ris) et T, car il est placé, par trans-
location chromosomique, sous le
controle de séquences régulatrices
spécifiques des lymphocytes [5]). La
protéine correspondante a I'onco-
géne myc, sans doute un médiateur
nucléaire de facteurs de croissance
[10, 11], est généralement exprimée
au cours du cycle cellulaire, aprés la
transition G0/Gl. Le niveau d’ex-
pression est €élevé lors de la prolifé-
ration pour décroitre au fur et a
mesure de la différenciation cellu-
laire. Un recombinant juxtaposant le
enhancer du génedes chaines lourdes
des immunoglobulines et ’'oncogéne
c-myc (Ep-myc), intégré dans le
génome de souris transgéniques,
reproduit expérimentalement la
situation rencontrée dans certains
lymphomes de Burkitt [11]. De fait,
le transgéne est exprimé spécifique-
ment dans les lymphocytes de type B
et aprés un temps de latence relati-
vement court (11 semaines en
moyenne), la plupart des animaux
transgéniques [13, 15] ont développé
une leucémie foudroyante avec
hypertrophie des ganglions lympha-
tiques, de la rate et du thymus. Les
cellules transformées, des lympho-
cytes pré-B et B, sont trés agressives
et envahissent la plupart des tissus
apreés injection a des animaux syngé-
niques. Bien que tous les lympho-
cytes B expriment myc, ’analyse des
réarrangements des génes des immu-
noglobulines démontre une origine
mono- ou oligoclonale des tumeurs.
Ce résultat est valable, a une excep-
tion prés ([13], voir plus loin), pour
toutes les tumeurs obtenues a ce jour
par expression d’oncogénes chez des
souris transgéniques. Il confirme la
nécessité d’une cascade de plusieurs
événements, liés ou non, pour abou-
tir a I’apparition de cellules tumo-
rales. Le probléme reste donc entier :
I’expression de myc n’étant pas suf-
fisante pour engendrer la transfor-
mation cellulaire, pourquoi cette
expression favorise-t-elle une telle
fréquence d’apparition de tumeurs ?
Le stade prénéoplasique chez les
jeunes souris (Eu-myc) offre I'oppor-
tunité d’examiner I'influence de myc
sur la différenciation des lympho-
cytes [14]) qui se fait en plusieurs
étapes, débutant dans le foie fcetal
pour se poursuivre dans la moelle
hématopoiétique chez 1’adulte. Les
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différents stades de cette maturation
peuvent étre établis par ’analyse de
marqueurs de surface et des réarran-
gements des geénes d'immonoglobu-
lines. A tous les stades du développe-
ment, le foie puis la moelle des
animaux transgéniques présentent
une trés large surpopulation poly-
clonale de cellules de type blastique
a des stades pré-B, une diminution
des cellules B miires comme des cel-
lules des lignées érythro- et myélocy-
taires. La prééminence des cellules
pré-B est retrouvée dans la rate, avec
cependant une augmentation géné-
rale de I’hématopoiése alors que les
ganglions et le thymus sont nor-
maux (analyse histologique et par
cytophotométrie de flux). Ces expé-
riences montrent sans ambiguité que
la surexpression de myc favorise trés
nettement la multiplication des pré-
curseurs des lymphocytes B par rap-
port a leur différenciation, augmen-
tant fortement la proportion de
cellules immatures qui restent dans
un pool de cellules en prolifération,
de ce fait augmentant statistique-
ment les chances d’apparition des
événements successifs nécessaires a la
transformation cellulaire. L'expres-
sion normalement plus réduite de
myc permet, au contraire, de faire
pencher la balance dans le sens de la
différenciation et de I’arrét de la pro-
lifération des éléments de cette lignée
cellulaire.

Mais la ne s’arréte pas ’apport dii a
ce modéle. L'expression d’'un onco-
géne peut-il forcer une cellule a sui-
vre une voie de différenciation inha-
bituelle ? Des lignées de cellules pré-
B et B, établies a partir de lymphones
dus a ’expression de Eu-myc, ont été
infectées avec un virus contenant
I’'oncogéne raf (oncogéne apparte-
nant a la famille des protéines
kinases). Une grande proportion des
cellules effectivement infectées se dif-
férencient secondairement en macro-
phages, formant des colonies de
grandes cellules irréguliéres et adhé-
rentes, capables de phagocyter des
billes de latex, synthétisant des
enzymes catabolitiques, exprimant
les oncogeénes c-myb et c-fms, et pré-
sentant certains marqueurs de sur-
face spécifiques, toutes caractéristi-
ques des macrophages [15]. Ces
cellules ont conservé les réarrange-
ments des génes d’immonoglobines
qui les caractérisaient, continuent a

exprimer myc et sont capables de
former des tumeurs chez des souris
nude. Ainsi, des lymphocytes B au
terme de leur différenciation sont
encore capables de se convertir en un
autre type cellulaire en raison de
I’expression supplémentaire d’un
oncogéne particulier !

Ciblage de I'expression
d’oncogénes
dans le tissu mammaire

L’oncogéne myc tenu pour responsa-
ble de tumeurs lymphocytaires
«spontanées» ou expérimentales
peut-il entrainer la transformation
d’autres types cellulaires ? En raison
méme de l'incidence des tumeurs
mammaires, il est intéressant de pou-
voir créer des modéles expérimen-
taux permettant 1’étude des événe-
ments génétiques qui favorisent,
accompagnent ou sont directement
responsables de la formation des
tumeurs. Le géne chimérique com-
prenant les séquences de contréle du
MMTV (mouse mammary tumor
virus) et myc a été injecté dans le but
de provoquer des tumeurs mam-
maires [16). En fait, cette construc-
tion s’exprime de fagon modulable
par les glucocorticoides et selon les
lignées transgéniques, dans plusieurs
tissus (figure 1) (la glande mammaire
bien entendu, mais aussi la rate, les
glandes salivaires, les poumons, les
reins, le cerveau, la prostate, les tes-
ticules et probablement dans d’autres
organes ou tissus non explorés),
aussi pourrait-elle servir a établir ce
qui pourrait s’appeler le spectre de
transformation de myc [17]. (Il existe
en effet de multiples exemples de la
variabilité du pouvoir transformant
des oncogénes en fonction du type
cellulaire ou ils s’expriment. Le
ciblage de I’expression de myc dans
les cellules acineuses pancréatiques
grice au promoteur de I'élastase est
ainsi sans effet [18], alors que dans les
mémes conditions, l'oncogéne ras
activé est responsable de la transfor-
mation rapide des cellules pancréa-
tiques dés le stade fcetal.) A I'age
moyen de 12mois, les animaux
exprimant le transgéene MMTV-myc
développent différents types de
tumeur : mammaires aprés plusieurs
lactations, testiculaires, lymphocy-
taires B et T, mais jamais pulmo-
naires, pancréatiques ou salivaires,
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Figure 1. Approche méthodologi-
que : exemple de ciblage de I'ex-
pression d’'un oncogéne dans les
cellules épithéliales de glande
mammaire. Les différentes étapes de
production et d’analyse des souris
transgéniques sont représentées. Ana-
lyse histologique : effet de I'expression
d’'un ou de plusieurs oncogénes sur la
croissance et la différenciation des cel-
lules épithéliales en fonction de I'impré-
gnation hormonale de I'animal : gesta-
tion, lactation; phénoménes de
régression aprés la lactation (persis-
tance de foyers d'hyperplasie ?),; forma-
tion et progression des tumeurs. Cul-
ture : tentatives pour établir des lignées
cellulaires transformées. Analyse phé-
notypique : état de différenciation fonc-
tionnelle des cellules transformées
(expression des transgénes, des génes
des protéines du lait, d’autres proto-
oncogenes...),; dépendance ou indépen-
dance de cette différenciation vis-a-vis
des conditions hormonales. Cette ana-
lyse est effectuée de maniére compara-
tive entre les cellules tumorales ini-
tiales, les lignées cellulaires dans le cas
de leur obtention, les tumeurs aprés
transplantation dans des souris nudes.
Greffe a des souris nude : permet d‘ana-
lyser les rapports et les interactions
entre les cellules transformées et les
cellules, en particulier conjonctives, de
I'héte. Essais thérapeutiques : pharma-
cologie de I'action de divers antimitoti-
ques, conditions d‘apparition de lignées
cellulaires résistantes, recherche de
marqueurs cellulaires qui puissent étre
utilisés en cytophotométrie de flux*,
essai de ciblage de toxines, recherche
de marqueurs de gravité et de pronostic
évolutif.

* Détection d’'un marqueur cellulaire (de
membrane intracellulaire) au niveau des cel-
lules individuelles appartenant @ un flux
continu de cellules. Le plus souvent réalisée
a laide de faisceaux laser, cette méthode per-
met d’étudier la distribution d’'un marqueur
dans un ensemble complexe de cellules; elle
peut également, couplée a un trieur de cel-
lules, étre utilisée pour séparer des cellules
selon leur expression d’'un (parfois de deux)
marqueur(s).
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tous tissus exprimant largement le
transgéne [19]. Si les tumeurs obte-
nues sont intéressantes pour essayer
de définir les événements supplémen-
taires a I’expression de myc qui sont
nécessaires a l’apparition des
tumeurs, ce systéme présente le dés-
avantage de ne pas cibler I’expression
de myc dans un type cellulaire par-
ticulier, encore moins a une étape
précise de leur différenciation. L'ex-
pression de myc peut en effet débuter
trés tot, a un moment non précisé de
la cytodifférenciation ou de la matu-
ration physiologique des organes
intéressés, en raison de la synthése de
glucocorticoides par les surrénales
fcetales. Clest pourtant ce systéme
qui a été choisi initialement pour
rechercher une synergie d’action des
oncogenes Ha-ras et c-myc, dont on
sait qu’'elle est suffisante pour trans-
former des fibroblastes de rongeur en
culture primaire [20], synergie d’ac-
tion analysée également pour d’au-
tres oncogeénes [21). L'oncogéne H-
ras est plus exprimé dans les tissus
embryonnaires et fcetaux que dans
les tissus adultes. La protéine corres-
pondante est impliquée dans la
transmission des informations de la
membrane cellulaire vers le noyau,
son expression peut donc, selon les
cas, soit inhiber soit promouvoir la
différenciation cellulaire. L’onco-
géne ras activé par mutation est
retrouvé et impliqué dans la forma-
tion de 10 a 20% des tumeurs
humaines. Le transgéne MM TV/Ha-
ras s'exprime dans les mémes tissus
que MMTV/c-myc, causant des adé-
nocarcinomes ' mammaires précoces
et envahissants, tant chez le male que
chez la femelle, et des tumeurs lym-
phocytaires, mais également des
tumeurs salivaires, ce qui n’était pas
le cas pour MMTV /c-myc. Le croi-
sement de souris MMTV/c-myc x
MMTV/Ha-ras permet d’obtenir des
animaux doublement transgéniques
chez lesquels les tumeurs mammaires
se développent extrémement précocé-
ment, démontrant effectivement
qu’un des événements favorisant la
transformation cellulaire peut étre
I'activation d’'un second oncogéne
[22]. En collaboration avec le Lud-
wig Institute for Cancer Research de
Berne, nous avons obtenu des résul-
tats similaires par ciblage de I’expres-
sion des mémes oncogénes spécifi-
quement dans les cellules épithé-

liales mammaires dont I’activité est
sous contrOle des hormones lacto-
génes [23-25]). Ces oncogénes vont
exercer une profonde influence sur la
croissance, la différenciation et la
maturation physiologique .des cel-
lules dans lesquelles ils s’expriment.
L’oncogeéne rasretarde la différencia-
tion qui s’effectue normalement au
cours de la gestation, sans avoir d’ef-
fet sur la phase finale de formation
des acini pendant la lactation, ni leur
régression apres celle-ci. L'oncogéne
myc, au contraire, bloque les cellules
épithéliales a un stade précoce de la
phase proliférative qui marque le
début de la différenciation, il restera
de ce fait de nombreux ilots d’hyper-
plasie aprés la fin de la lactation. In
vivo, les cellules épithéliales transfor-
mées qui expriment myc synthétisent
des protéines du lait et induisent la
synthése d’une protéine particuliére
de la matrice extracellulaire (tenas-
cine) normalement présente unique-
ment pendant la vie fcetale, au
moment ou les interactions entre cel-
lules épithéliales et mésenchyma-
teuses permettent l’apparition de
I’ébauche mammaire. Ces mémes cel-
lules, in vitro, n’expriment plus ni le
transgéne ni les protéines du lait. En
revanche, elles reprennent toutes ces
fonctions et forment des tumeurs dés
lors qu’elles sont greffées sous la
peau de souris nude. Ces expériences
montrent ainsi l'importance de la
réaction des cellules voisines des cel-
lules épithéliales pour la constitu-
tion d’'une tumeur, réponse qui n’est
pas identique selon 1’oncogéne
exprimé.

La croissance tumorale in vivo sem-
ble donc nécessiter l'activation de
plusieurs oncogénes. Mais ce n’est
pas toujours le cas. Il existe une
corrélation nette entre l’expression
de I'oncogéne c-erbB-2 (ou c-neu) et
la progression clinique des cancers
du sein. Cet oncogéne a été initiale-
ment isolé a partir d'un neuroblas-
tome induit chimiquement chez le
rat. La protéine correspondante est
apparentée au récepteur du facteur
de croissance épidermique, et son
activation est liée a la substitution
d’un seul acide aminé dans le
domaine transmembranaire. L’ex-
pression du transgéne MMTV /c-neu
[12] entraine un défaut de lactation,
une hyperplasie massive de tout
I’épithélium et ’apparition syn-
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chrone de nombreuses tumeurs dans
toutes les glandes mammaires des
souris transgéniques. Il semble donc
bien ici que l’expression d'un seul
oncogeéne soit suffisante pour entrai-
ner la transformation d’un trés grand
nombre de cellules mammaires.
Inversement, 1'expression du méme
transgéne dans la parotide ou I'épi-
didyme ne cause qu'une hyperplasie
bénigne.

Conclusions et
perspectives

Quelles conclusions et quel avenir
pour ces modéles expérimentaux ?
Les souris utilisées en laboratoire
développent rarement les types
tumoraux que font invariablement,
et aprés un temps de latence carac-
téristique, les animaux transgéni-
ques pour divers oncogenes. Ils ont
donc acquis une prédisposition par-
ticuliére et l'expression, plus ou
moins ciblée, des oncogénes est une
condition nécessaire mais non suffi-
sante a I'obtention des tumeurs. Le
premier d’'une série d’'événements
aboutissant a la transformation can-
céreuse est donc accessible expéri-
mentalement. Ces modéles devraient
permettre d’appréhender les mail-
lons manquants. Quelques parame-
tres se dégagent.

® [e taux d'expression d'un onco-
géne. Le ciblage de myc dans les
lymphocytes B entraine la formation
de lymphomes aprés 11 semaines
avec le enhancer des chaines lourdes
d’immunoglobuline et apreés
40 semaines seulement avec celui du
géne de la chaine légére K; cette
différence refléte les niveaux d’ex-
pression des transgénes obtenus avec
ces deux enhancers.

® [ a dépendance du type cellulaire.
L'oncogéne myc est un « bon » onco-
géne pour les lymphocytes ou les
cellules épithéliales mammaires. Il
est cependant sans effet sur les cel-
lules épithéliales pancréatiques ou
salivaires. Quelle est la distinction
entre ces types cellulaires? Expri-
ment-ils de maniére naturelle des
oncogénes ou d’autres facteurs sus-
ceptibles ou non de complémenter
I’action de myc? Tout ou partie des
génes dont I’expression est normale-
ment contrblée par myc sont-ils dans
une configuration chromatinienne
non accessible dans les cellules pan-
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créatiques et salivaires ? La voie est
ouverte pour la compréhension de
ces phénomeénes.

L’intérét des souris transgéniques ne
s’arréte pas la, et plusieurs applica-
tions surgissent immédiatement a
Pesprit.

® [ignées cellulaires. Cette capacité
des oncogénes d’induire I’immortali-
sation, et donc la prolifération cellu-
laire, devrait faciliter 1’établissement
de lignées cellulaires en culture a
partir de types cellulaires peu ou
transitoirement représentés pendant
I’ontogenése. Seule une fraction res-
treinte des types cellulaires des mam-
miféres existe sous forme de lignées
cellulaires accessibles. Cependant
pérenniser de telles lignées — qui
doivent garder leurs caractéristiques
(expression de protéines spécifiques)
et pour lesquelles il faut définir des
conditions de culture adéquates —
est un travail long et difficile.

® Modéles de vaccination. Le BPV1
(bovine papilloma virus) infecte les
tissus cutanés des bovins. Les
séquences oncogénes de ce virus
entrainent la formation de fibropa-
pillomes composés de fibroblastes et
de kératinocytes. Les séquences du
BPV1 introduites dans le génome de
souris transgéniques induisent la for-
mation de tumeurs de la peau dans
les régions exposées [37]. Ceci signi-
fie soit que les éléments régulateurs
du BPV sont correctement reconnus,
les oncogeénes viraux ne s’exprimant
que dans les cellules cutanées de sou-
ris, soit que le BPV s’exprime en fait
dans toutes les cellules murines,
seules celles de la peau étant trans-
formables par ces oncogénes viraux.
Un modéle analogue, utilisant le
HPV par exemple (human papil-
loma virus), devrait permettre la mise
au point de stratégies de vaccination
antitumorale, dont I'importance est
évidente si I’on songe au cancer du
col de 'utérus, par exemple.

® Essais thérapeutiques. En toute
logique I’analyse des événements sur-
venant lors de la transformation cel-
lulaire des animaux transgéniques
permettra la mise en évidence de
marqueurs spécifiques des cellules
tumorales, ce qui pourrait conduire
a I’établissement de modéles expéri-
mentaux pour cibler I'action, par
exemple de toxines, dans le but de
détruire spécifiquement les cellules
cancéreuses l

Summary

Oncogenesis in transgenics

Transgenic mice have been used
to demonstrate that normal cellu-
lar genes (proto-oncogenes) if
deregulated can cause cancer.
Lines of mice developping speci-
fic tumor types because of targe-
ted expression of distinct onco-
genes are now avaible. The effects
of oncogene protein production
on growth, differentiation and
transformation can be analyzed as
a function of time of expression,
quantity and cell type in which
they are expressed. Moreover it is
possible to maintain genes deter-
mining different events in the
induction and progression of spe-
cific tumors as transgenes in sepa-
rate lines which can be mated.
Therefore the specific roles played
by different oncogenes and/or
growth factors in tumor forma-
tion and evolution can be analy-
zed. Transgenic animals bearing
deregulated oncogenes represent a
good oportunity for developping
lines from rare cell types and
models for vaccination or thera-
peutic assays.

P. Gerlinger.
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