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LE VIRUS DE LA VACCINE . REGULATION DES SYNTHESES PROTEIQUES DANS LES CELLULES
INFECTEES ET LE VIRUS DE LA VACCINE COMME VECTEUR DE GENES EXOGENES .

G.BEAUD, F.BEN-HAMIDA, A.DRU, R.LEMIEUX+, A.PERSON et A.VASSEF
Institut de Recherche en Biologie Moléculaire
du CNRS et de 1'Université de Paris 7.Tour 43.
2, Place Jussieu 75251 PARIS CEDEX 05. FRANCE .

+ Adresse actuelle : Départment of B1ochem1stry Mc Gi11 University, Montreal
Quebec H3G lYG CANADA

I. LE VIRUS DE LA VACCINE

* Le virus de la vaccine (1,2,3) appartient au groupe des poxvirus qui sont
définis par les caractéres suivants : {a) virion de grande taille & morpholo-
g1e typique en forme de brique (270x218 nm) et de structure complexe (b)
1'acide nuc]e1que est constitué par du DNA double brin (vacc1ne : 125 x 108 o
180 kb), (c) 1'expression des génes et la replication du DNA s'effectuent
dans le Cytoplasme mais une fonction nucléaire dont la nature est inconnue
est nécessaire pour obtenir des virions normalement assemblés {4,5,6), (d)
les orthopoxvirus ont un antigéne commun : il comprennent le virus de la
vaccine et celui de la variole. La vaccination de 1'homme par le virus de

la vaccine a permis 1'@radication de la variole (7). La clavelée est un
poxvirus pathogéne pour les ovins.

Le virus de 1a vaccine est le virus le plus &tudié des poxvirus et son &tude

a permis en 1967 de montrer pour la premiére fois qu'une transcriptase (RNA
polymerase) peut &tre un constituant d'un virus animal (8,9). L'utilité de ce
virus pour des études fondamentales provient de ce que : (a) il s'agit d'un
virus qui peut étre obtenu facilement & 1'@tat purifi@ en assez grandes. quan-
tités (20 mg au moin)s, (b) i1 présente un développement trés synchrone,(c)

son développement cytoplasmique permet une &tude de la transcription des

génes viraux sans avoir le bruit de fond de la transcription (cellulaire)
nucléaire, (d) son développement cytoplasmique implique que les enzymes
effectuant 1a transcription et la rep]ication du DNA viral sont codées par

le génome viral.

Les &tapes du deve]oppement du virus de la vaccine sont bridvement rappelées
(ci-dessous). L'adsorption du virus de l1a vaccine ne semble pas impliquer de
sites cellulaires spécifiques de 1a membrane. Le DNA viral parental est injec-
té ensuite a 1'état d'une sous particule virale (nucléoide ou "core ") qui
contient environ 50% des protéines du virion. Ces protéines contiennent
environ quinze activités enzymatiques dont 1a moitié concerne la transcription
préoce {qui se produit avant la réplication du DNA) et qui aboutit & 1'expres-
sion de 1a moitié du génome viral (environ une centaine de séquences d'environ
1000 nucléotides). Ces mRNA précoces sont transcrits, modifiés & leur extrémité
5'-terminale ("capping") et 3'-terminale (poly= adénylation) par des enzymes
(sans doute codées par le virus) qui sont assocides aux cores ; ils sont
ensuite détachés des particules virales et traduits en protéines du type pré-
coce. Le rdle d'autres enzymes associées aux cores est encore inconnu (topo=
isomérase, 2 ATPase-DNA dépendentes, 2 DNAases protéine kinase ; la protéine
kinase participe & 1'établissement du blocage des synthéses protéiques (voir
plus bas). I1 est possible d'obtenir in witro des sous particules similaires
et contenant 70% des protéines virales en traitant les virions purifiés par

un détergent non-ionique en milieu réducteur ce qui démasque 1'activité des
enzymes associées aux cores. Ces enzymes ont &té solubilisées et purifiées.

11 est important de remarquer que 1'injection des cores dans le cytoplasme
(18re décapsidation) ainsi que la synthése des mRNA précoces peuvent se
produire en 1‘'absence de synthédse protéique. La deuxiéme décapsidation requiert
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par contre une synthése de protéines précoces : elle aboutit & une plus grande
déprotéinisation du DNA parental et coincide avec la transcription d'un faible
nombre de nouvelles espéces de mRNA précoces [“delayed eariy"). On observe
ensuite 1a replication du DNA parental et la transcripticn de la totalité du
génome ce qui aboutit & 1'apparition des mRNA et protéines du type tardif.
l.'assemblage du virion est complexe et i1 semble exister un mécanisme de
transport pour la dissiminaticn du virus. Pour la plupart des souches de
vaccine 1'infection des cellules. en -monocouche se fait pratiquement sans
1ibération de virus dans le milieu de culture par passage de cellule a cellule;
. certaines souches de vaccine excrétent des quantités importantes de virions
qui sont alors enveloppés.

- Il est clair que la transeription des génes précoces et tardifs est le facteur
principal qui commande 1'apparition des protéines virales. Ceci pose n&anmoins
deux problémes quant & la traduction des mRNA viraux car : (a) observe un
blocage des synthéses protéiques cellulaires concomittant & la traduction des
mRNA précoces , (b} a 1'étape tardive les mRNA précoces ont été accumulés mais
ne sont plus traduits alors que les séguences tardives sont alors exprimées.

II.REGULATIONS DES SYNTHESES PROTEIQUES DANS LES CELLULES INFECTEES PAR LE
VIRUS DE LA VACCINE. T

e B 2 s Yo e e o e el e o e e T e e D e B ot

11 convient de rappeler gue la plupart des virus cytopathiques provogquent un
blacage de la synthése protéique cellulaire, concomittant a la traduction des
mRNA viraux. Dans je cas du poliovirus et des mRNA (tardifs) du réovirus, qui ne
sont pas cappés & leur extrémité 5'terminale, i1 a &té suggéré que les mRNA
~ceflulaires (qui sont cappés) ne sont plus traduits suite d@ une modification,
induite par 1'infection virale, du systéme de traduction (inactivation de
certains facteurs d'initiation requis pour la traduction des mRNA cappés). Un
tel modé&le ne semble pas pouveir s'appliquer au cas des mRNA précoces de la
vaccine qui sont cappés ; de plus ces mRNA viraux ne présentent pas une affini-
té plus grande pour étre traduits que celle des mRNA du type cellulaire (10,11)
et i1 n'a pas été possible de mettre en évidence une discrirination en faveur
de 1a traduction in vitro des mRNA précoces de la vaccine dans des lysats dérivés
de cellules de tumeurs d'ascite d'Ehrlich (EAT) infectées & 1'étape précoce par
le virus de la vaccine, souche Copenhagen (I11). Les mRNA cellulaires ne sont
plus détectables & 2-3 heures aprés infection mais des quantit@s importantes
{sinon la totalité) sont toujours présentes @ 1 heure aprés infection. I1 est
possible que cette imactivation (ou dégradation) des mRNA cellulaires soit

la conséquence plutdt que la cause du blocage des synthéses protéiques cellu-
laires car un marquage préférentiel des protéines virales est détecté dans les
premiéres minutes aprés infection des cellules EAT aprés infectian par le virus
de 1a vaccine (résultats non publiés). Pour une part cette traduction préféren-
tielle des mRNAs viraux pourrait résulter d'une traduction se produisant sans
attachement préalable du mRNA viral au cytosquelette.En effet les travaux

des groupes de Porter (12) et de Penman (13,14) suggérent fortement que Tes
polysomes (non associés aux membranes) sont attachés & une structure , encore
mal définie du cytosguelette et ne sont donc pas "libres" ou en solution dans
le cytosol. Nous -avons pu confirmer les résultats du groupe de Penman dans le
cas des mRNA cellulaires des cellules EAT. Par contre au moins 40% des mRNA
précoces de la vaccine sont apparemment traduits in vivo sans &tre assocCiés.

au cytosqueletteet ceci en 1'absence de dégradation détectable de Ta structure
du cytosquelette aprés infection par le virus de la vaccine {15).

Un autre facteur contribuant & la sélectivité de la traduction des mRNA précoces
pourrait résulter de 1a présence d'un- inhibiteur des synthéses protéiques asso-
cié au virus. Nous avons mis en &vidence cet innibiteur, qui agit au niveau

de 1*initiation , dans Tes cellules EAT infectées par le virus de la vaccine



et exposées 3 la 3'-déoxy=adénosine, qui inhibe la transcription et 1a synthése
" de poly(A) viraux (16). Nous avons pu mettre en &vidence la présence de cet
inhibiteur dans les sous-particules purifiées isclées des virions (17). Plus
récemment, nous avons pu montrer que cet inhibiteur peut étre solubilisé au
cours d'une réaction prot@ine-kinase in vitro aprés incubation de virions puri-
fiés en présence de NP40, Mgtt, DTT et ATP. Les protéines qui sont phosphoryiés
in vitro et détachées des particules virales & pH alcalin migrent aprés électro- -
phorése avec un My d'environ 11K (18). Les propriétés de 1'inhibiteur de la syn-
thése protéique que nous avons obtenu sous une forme partieliement purifiée
suggérent fortement qu'il s‘'agit d'une {ou plusieurs) proteines du virus phos-
phorylée(s) par 1a protéine kinase associée aux cores (19). Cet inhibiteur par-
tiellement purifié bloque la formation du complexe d'initiation 40S-Met-tRNA¢
(19). La spécificité de cet inhibiteur dans le blocage de 1a synthése protéique
cellulaire pourrait résulter de la synthése d'une protéine virale produite trés
rapidement aprés infection {20}.

B o e st oyt e e e o o o e o M Yt B B o T B o T . o o o B T

En traduisant in vitro les ARN cytoplasmiques isolés des cellules EAT infectées
par le virus de Ta vaccine (5-6 heures), nous avons montré la présence de plu-
sieurs mRNA précoces alors que ces mRNA ne sont plus traduits dans les cellules
infectées correspondantes (21}. I1 s’agit donc d'un cas typique de régulation de
la traduction des mRNA. Nous avons montré (par compdtition pour 1'hybridation
au DNA viral) que ces cellules contiennent de grandes quantités de séquences
proprement précoces, dont la plupart ne sont pas traductibles in vitro. Ces
résultats suggérent que 1'inactivation des mRNA précoces se produit comme consé-
quence de la réduction de 1a traduction des mRNA précoces a 1'époque tardive.
Une observation similaire a &té faite indépendamment par d'autres auteurs, dans
le cas du mRNA codant pour la thymidine kinase (22).

III. MISE AU POINT DU VIRUS DE LA VACCINE COMME VECTEUR DE GENES EXOGENES.

L'intérét de ce projet est au niveau fondamental, de permettre une étude de
1'expression cytoplasmique de génes exogénes et en particulier de définir le
type de promoteurs reconnus par le systéme de transcription cytoplasmique viral.
Ces recherches fondamentales seraient susceptibles d'applications pratiques
puisque 1'insertion de génes exogénes qui s'expriment permettrait d'obtenir des
vaccins vivants peu couteux. Ces deux aspects justifient Te but d'obtenir un
nouveau vecteur dérivé du virus de la vaccine puisque les vecteurs eucaryotes
{cellules animales), déja@ mis au point, sont dérivés de virus oncogénes et sont
transcrits dans le noyau des cellules.

A priori la mise au point d'un vecteur vaccine peut s'effectuer en recombinant
in vitro le DNA exogéne au DNA vaccine et en procédant ensuite 3@ des expériences
du type “"transfection", c'est a dire en utilisant comme agent infectieux le DNA
recombiné in vitro, avec virus helper. Cependant, il nous parait difficile de
construire in vitro un tel DNA étant donné sa taille (125 x 106). C'est la rai-
son pour laquelie Te projet repose sur la technique du sauvetage du marqueur.
Le principe de ces expériences est de sélectionner les recombinants formés dans
les cellules infectes par un mutant du virus vaccine par recombinaison in vivo
avec un fragment de DNA vaccine (du type sauvage) gqui pénétre dans les cellules
dans certaines conditions expérimentales (23). L'intégration de DNA exogéne
devrait s'effectuer dans le cas oll ce dernier a 8té inséré au préalable dans

le fragment de DNA vaccine utilisé pour la recombinaison par homologie vaccine.
Dans le cas ol 1e DNA exogéne est inséré dans le géne codant pour la thymidine
kinase (TK), on peut penser que ce géne non essentiel sera inactivé, ce qui
permettra de sélectionner les recombinants obtenus en milieu contenant de ia
BUdR (1'infection étant réalisée dans des cellules TK™ par de la vaccine TK').
A cet effet, nous avons confirmé que le fragment J/Hind III du DNA vaccine

13
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doit contenir le géne TK (B Moss et R.Condit , communications personne11es,
résultats non publiés) puisqu'il est possible d'obtenir des recombinants TK*,
sélectionnés en milieu HAT, dans des cellules TK' infectées par un mutantvarc1ne
TK* exposées au fragment J/ Hind 111 (3,2 x 106), cloné dans pBR322 et portant
le marqueur TKT. Nous avons fait la cartographie des sites d'une dizaine d'enzy-
mes de restriction qui clivent le fragment J/Hind. Les enzymes qui clivent le
DNA prés-du site de mutation qui a produit le mutant TK- doivent inactiver la
capacité de sauver le margueur : nous avons pu ainsi définir le site de 1a muta-
tion TK- sur le fragment J/Hind- III ({résultats non publiés). Cette &tude nous

“permettra de définir les sites de restriction trés probablement présents dans

le géne TK, qui code pour une chaine protéique de 48 K environ et de procéder

& 1"insertion de DNA exogéne comme indiqué plus haut. Nous projetons d'isoler
ensuite des fragments de DNA vaccine qui contiennent une activité promoteur,
afin de permettre 1'expression du DNA exogéne 1ntegre dans le virus de 1a vacci-
ne.

14
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EXPRESSION DES FONCTIONS DIFFERENCIEES
DANS LES CELLULES EN CULTURE

RESURGENCE ET .REGULATION DE LA SYNTHESE DE
GLYCOGENE DANS LES CELLULES D'HEPATOME DE ZAJDELX

J.P. BECK et C. FLAIG-STAEDEL

Ipstitut de Physiologie et de Chimie Biologique, Université Louis Pasteur,

67084 ~ STRASBOURG Cedex ~ FRANCE .

GENERALITES

Les cultures de cellules animales 'in vitro se sont
avérées un matériel de choix pour'aborder 1a Physiologie &
ur niveau be]]u]aire et moléculaire., En effet, de par leur
simb]icité constitutive et fonctionnelle, elles permettent
de résoudre certains problaémes poséE par 1'exp&rimentation
sur 1'organisme entier, & savoir : :

«1) L'hétérogénéité cellulaire d'un organe d'animaladulte :

les cultures sont en général constituées par des souches ou
des lignées homogénes et permettent d'étudier les.fonctions

~d'un type cellulaire particulier, et de vérifier dans quel-

s : . "
les mesures les observations 'in situ sur des ensembles cel-
lulaires complexes se retrouvent in vitro sur des cellules
bien définies. ‘

2) Les interactions multiples et comp]eies des différents
types cellulaires d'un organisme, entre eux et avec les
compartiments extracellulaires :

*

Ces relations sont & considérer sous un angle dy-
namique, autant dans 1'organisme adulte en perpétuelle re-
cherche d'un équilibre physico-chimique, que dans 1'organis-
me en dévelopbement'qui'met en place un systéme enzymatique
spécia]isé. L'avantage de la culture de tissus a su &tre mis
d profit dans les études, déja trés anciennes (1,2) sur la
différenciation caractéristique d'un type cellulaire au
cours de 1'ontogéndse, indépendamment des autres &léments
tissulaires d'un embryon.'ﬁn vitro, les interactions cellu-
laires sont limitées 3 celles é&tablies d'une part avec les
cellules voisines, gqui sont du méme type, et d'autre part
avec le milieu environnant, dont la composition initiale et

ses variations temporelles peuvent &tre constamment contrd-

lées par des dosages.
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3) Les régulations homéostatiques, résultats de la ré;ction
concertée d'une variété'de tissus au sein de 1'organisme,
dans le but de s'opposer & 1'action d'un stimulus externe
sur 1a composition chimique du milieu intérieur :

Sur ce point, les systémes de cultures cellulaires
offrent un attrait certain pour étudier directement 1‘'ac-
tion d'effecteurs agissant au niveau des réguiations tels
que Jes hormones, les &l&ments hutr1t1f5, les substances
mutagenes et oncogénes, et -pour décomposer les maillons du
ccntralerendocrindlogique et nutritionnel, ainsi que ceux -
de la transf?;maf?on génétique et néoplasique dans diffé-
rents tifﬁu§1c1bles. Pour le foie en particulier, les es-
sais de cultures cellulaires se sont révéiés trés fructueux
pour les recherches sur la physiologle de cet organe, sidge
de fonctions complexes et soumises 3 une régulation hormo-
nale et nutritionnelle trés &laborée. ‘

Adnsi, Tes cultures ceilulaires offrent certains
avantages conceptuels et méthodologiques, grdice & 1a pos-
sibilité de contrdier de manitre stricte le milieu envi-’
ronnant, et d°&€liminer les causes indirectes, les interac-
tions et rédtroactions multipies qui existent dans 1'orga-
nisme animal entier. Les syst2mes de culture “in vitro®
sont variés, et un grand nombre de types cellulairés ont
&té utilisés, dans de némbreuses conditions de croissance,
dans le but de définir le systeme eucaryote $déal, analo-
gue méthodologique des cultures de procaryotes pour Tétude’
de 1'expression génétique et de sa régulation. Mais 1'utili-
sation des cellulas en culture “in vitro® présente enchre
deux limites essentielles qui ressortent de concepts’f&nda-
mentaux de la biologie : :

-La stabilité de 1f&tat différencié de la cellule dans des
cenditions hors de 1'erganisme.

- L'importance de son micro-envrionnement physico~-chimique.

Le nouveau micro-environnement déterminé& par les
conditions de culture in vitro fait subir progressivement
aux cellules des modifications du contrfle de leur croissan-
ce et de celui de leur eupressnon fonctionnelle.
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Concernant le taux de croissance d'une cellule in vitro,
1’dvolution de c¢e paramétre au cours des transplantations
successives a été décrite par HAYFLICK et MOOREHEAD (3)
et reorésentée par le diagramme théorique suivant, o0 ces
auteurs distinguent en outre la lignée de la souche cel-
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Finure 1 ¢ Evolution thitortque du taux oo
crnissaﬁce cellulotires ou pours des teansslan-

tations successivez { d'aprds HAYFLICK ar

ROCREHERD, 3 )

a) La phase 1 représente la culture primaire, c'est-i-

dire Je premier passage des cellules "in vitro", qui
s'achéve par la formaticn de la premiére couche conflu-
ente. Dans cette phase, le pouvoir de division de la
culture est faible.
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b} Si cette culture peut étre propagée au cours de nombreu-
ses transplantations "in vitro", on parlera de souche, qui

s'établit au cours de la phase 1l : cette seconde phase est
caractérisée par une augmentation de 1'activité mitotique.

¢} Une altération celiulaire peut survenir & n'importe quel
moment ' de cette seconde phase et donner naissance a une
lignée cellulaire établije, dont le potentiel de croissance

est théoriguement infini,

Ay contraires une souche cellulaire peut entrer en phase
111, et dégénérer au bout d'un temps déterminé, et étre dé-
finitivement perdue.

Au cours de 1'8tablissement d'une lignée cellultai-
re peuvent apparaitre des modifications drastigues dans la
culture, de degré cependant variable selon les tissus. Un
example de ce processus de "transformaticn cellulaire” con-
cerne les fibroblastes de Souris {4) dans lesqueis con ob-
serve

- 1a perte de 1'inhibition de croissance par contact cellu-
laire ;

- lTa capacité de-se développer & un taux d'inoculation fai-
ble ‘

- des modifications earyotypiques, l’hétércploﬁdie et 1tap-
parition de chromesomes anormaux ;

- des potentialités malignes et, injectés & un hdte adéquat,
la capacité de déveiopper une tumeur.

Rinsi, Tes modifications des propriétés de croissan-
ce au cours des transplantations successives "in vitro® im-
pliguent souvent des variations génétigues et morphologiques
et ne sont pas sans relation avec le probiéme de Ta carcino-
génése,

De méme, eles altératicns enzymatiques plus discré-
tes surviennent fréguemment & la suite des premigres divi-
signs "in vitro" et au cours de 1'adaptation cellulaire au
nouvel environnement.
Les quelgques exemples suivants précisent le degré de ces
modifications, qui touchent vraisemblablement au contrdle
de 1'expression génétigue.
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COX et coll. (5) ont observ: une diminution de la phospha-
tase alcaline dans des cuitures primaires de cellules ré-
nales humaines lorsqu'elles adhérent au substrat, ainsi
qu'un isozyme de la phosphatase alcaline de type foetal
dans un ensemble de souches et lignées cellulaires.

EBNER (6), pour des cultures primaires en monocouche de
cellules de glande mammaire bovine, a signalé une série de

‘modifications biosynthétiques et enzymatigues en fonction

du temps de culture : 1'observation d'une diminuticn brus-
gque dans la production de lactose et d'une perte progres-
sive de 1a capacité de synthése de 1a p@-lactoglobuline a
gté imputée a une modification de 1'expression génétigue
dans les conditions "in vitro".

WALKER (7), a montré que dans des cultures d'hépatocytes
adultes, les isozymes de 1'hexokinase, de 1'aldolase et de
la pyruvate-kinase ont des caractéristiques de type foetal.
Egalement dans des cellules de foie, PADIEU (8) a mis en
évidence des chutes importantes d'activité de la lactate
deshydrogénase, de la phosphoglycidrokinase et de l1a phos-
phohexomutase, et la disparition totale de la glucose-6-
phosphatase au cours des premiéres subcultures, D'autres
enzymes microsomaux, le cvtochrome p450 et des enzymes
métaboliques de drogues tendent & disparaitre lors des
premiéres mitoses dans les cellules hépatiques en cuelture
(9), parailélement & une dispersion cdu réticulunm encaoplas-
mique dans ces cellules.

Ainsi, la simplification structurale et forction-
nelle est un phénoméne largement répandu dans les systimes
cellulaires isolés et la stabilité de la fornction cdiffé-
renciée est apparue comme exceptionnelie (10). Cependant,
Ta disparition des fonctions spécifiques dans une cellule
"in vitro" s'est avérée plus apparente que réelle : les
investigations nouvelles et les perfectionnements dans les
techniques de culture, ainsi que 1'utilisation de cellules
néoplasiques dérivées de tumeurs exprimant des foncticns
différenciées, ont permis la propagation de cultures ceon-
servant un ocu plusieurs caractéres différenciés du tissu
d'origine., L'importance des conditians de nutriticn cars
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le développement d'une culture cellulaire “in vitro®" a déja
été soulignéepar CARREL en 1912 (2) : grace & un mélange
adéquat d'éléments organiques 11 a réussi a maintenir en vie,
pendant une période de plusieurs mois, des fragments de
tissu conjonctif et de tissu cardiaque de jeunes poulets ;
les cellultes se multipliaient activement en périphérie du
fragment tissulaire isolé, et aprés plusieurs mois dans ces
conditions, les cellules cardiaques se sont remises & battre
de facon rythmique. Quelques décennies plus tard, les be-
soins nutritifs des cellules en culture ont &té définis par
EAGLE (11) sur des fibroblastes et des cellules de carcino-
me ceryijcal, Le mélange d'amino-acides, de vitamines, de
sels, de source carbongde et de facteurs sériques que cons-
titue le milieu de cuiture a été étabii plus ou moins em-
piriquement ; i1 assure la stimulation de 1a croissance et
1a constance des caractéres morphologiques et biochimiques
propres d un type de cellule. Son réle dans 1'expression
d'une fonction différenciée caractéristique du tissu d'eori-
gine a été mis en évidence par les expériences de CAHN et
CAHN (12) sur les cellules rétiniennes pigmentaires, et par
COON et COON (13) sur des cellules cartilagineuses en cul-
ture. Ces auteurs ont attribué le phénoméne de différencia-
tion des cellules en culture au caractére déficient ou ina-
déquat du milieu nutritionnel. Divers travaux (14,15) ont
mis 1'accent sur 1'importance relative des paramétres liés
aux conditions de'culture. nécessaires pour maintenir "in
vitro" 1'activite physiologique cellulaire telle qu"in vive".
Ces différents paramétres sont par exemple les conditions
d'oxygénation (16), le pH du miltieu {(17), le velume des cel-
lules inoculées par rapport au volume du milieu (18).'1es
protéines sériques (19), des .facteurs protéiques spécifiques
d'une fonction cellulaire (hormones, nerve growth factor,
&rythropotiétine,...) ou des effecteurs de petits poids molé-

culaires {analogue de cAMP, glutamine, arginine, glucose...}).

Actuellement, Tes techniques de culture *in vitro"
sont relativement perfectionnées pour permettre de maintenir
les cellules hors de 1'organisme animal dans un état diffé-
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Tableau | : Expression de fonctions diffipencifes dans des cellules

en culture ( * )

TYPE CELLULAIRE

PRODUIT BE DIYFFERENCIATION

REFERENCES

Mluscle strid

fuscle cardizgue
Muscle lisse

Chondrocyte

Erythroblaste

Lymphoblaste

Hépatocyte
(adulte)

Jonectilon neucc-

musculaire

Cellules de -

Sertoll

Actomgusiqe, créatine~ki-

nase
flyosine, créstine~kinase
Elastine

ChondroTtine sulfate, acide

hyaluronigue, % -collagéne

1

Hémoglobine

Immunoolobulines (cellules
B), médiateurs de tV'immuni-

+8 cellulaire (ecellules T)

Induction de TAT par les

glucoecerticoides

leurotransmetteurs

Spermatides

HOLTZER, 4972

GOLDSTEIN, 1974

ROSS, 1971

HOLTZER, 1572

HOLTZER, 1972

3Lo06, 1973

GERSCHENSON,
1970

ROBBINS et
YOLESAUA, 1971

KOLADY, 1966

(%) d'aprés COX (20)

[ 3]
{2
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rencié, favorisant ainsi des investigations sur certains
aspects de la régulation cellulaire. Le tableau I regrou-

pe guelques exemples de fonctinns différenciées conser-

= e 4 . . W
vées dans des conditions de culture "in vitro.

La difficulté d'établir "in vitre" une lignée
cellulaire présentant une caractéristique physioclogique
spécifioue et intéressante peut étre contournde par 1'uti-

Tisation de cellules tumorales, 3 caractére partiellement

differencié., Celles-ci sont relativement plus faciles a
maintenir et 3 propager en cultdire et leurs besoins nu-
tritifs semblent moins stricts. Ce travail ayant été ef-
fectué sur une souche cellulaire d'origine néoplasique, i1
nous faut considérer bridvement et de fagon générale les
propriétés biologiques d'un tel type cellulaire.

Les cellules cancéreuses, définies comme responsables du
développement d'une tumeur maTigne si elles sont injectées
d 1'aniral, tendent vers des fonctions métaboliques uni-

formes, s'opposant ainsi & la diversité enzymatique des tis-
§us normaux et sains (21)

a) Concernant le taux de croissance : i1 peut &tre variable
dans la spectire des différents types tumoraux, mais de fa-
gon générale 11 est plus élevé que dans le tissu sain
d'crigire, suggérant une altération du contréle de la mi-
tose : i1  s'ensuit un taux accru de synthése des acides
nucléioues et des protéines totales.

b} L'ultrastructure générale d'une cellule cancéreuse est
différente du tissu sain, et présente une simplification
plus ou moins avancée ; les organites cytoplasmiques et les
structures cellulaires ont subi une altération (mitocﬁon-
drie, noyau, membranes) ou tendent méme & disparaitre
{réticulum endoplasmique).

) Le caryotype présente des ancmalies chromosomiques et
yne hétéroploidie.

d) Le métabolisme glucidique constitue un exemple de repro-
grammation de Jl'expression génétigue dans les cellules tu-
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morales. WARBURG (22) a observé une glyco]yse'uniformément
glevée parmi tous les types de cellules cancéreuses, ainsi
que la disparition de la fonction de néoglucogénése et de

glycogénogénése, ’

“L'importance de la glycolyse est en relation directe avec

le taux de division de ces cellules, et, par 1'intermédiai-
re du ribose et de NADH, elle assure la néosynthése d'aci-
des nucléiques. En outre, le contréle de la fonction glyco-
lytique est altérée, puisqu'elle présente une moindre dé-

=

pendance vis & vis de 1'oxygéne,

e) Concernant les modifications enzymatiques et fonction-
nellesy,Tes cellules cancéreuses ont perdu le contrdle de
l'expression de certaines de leursfonctions spécialisées
tendant a une simplification physiologique.

Rejoignant l1a théorie de WARBURG, GREENSTEIN (23) met en

Bvidence une uniformisation des activités enzymatiques

parmi les cellules néoblasiques : le tableau II montre le
sens des variations enzymatiques et suggére 1'existence
d'un modéle ordonné et spécifique de 1'expression généti-
que dans le spectre des néoplasmes.

Enfin, au cours de la transformation néoplasique d’un tis-
su adulte apparaissent des protéines de type foetal ;

les exemples suivants, soulignent 1'analogie d'expression
entre une cellule cancéreuse et une cellule embryonnaire
{(25):

1. L'apparition- de 1' & -foetoprotéine, l‘uz-H-globuIing,
la ferroprotéine, 1' & -glycoprotéine foetale dans le sé&rum
des animaux porteurs d'une tumeur ;

2. Les caractéristiques foetales de 1'hémoglobuline dans
la leucémie ;
3. L'identité des antigénes placentaires chez la femme

gestante et les sujets cancéreux ;

4, La déviation isozymique de type foetale, pour certains
enzymes tels que la phosphatase alcaline (26), 1'hexokinase,
la pyruvate-kinase, 1'aldolase (27), les transaminases des
acides aminés a chatne branchée (28).
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Tableou Il ¢ Les disepiminants bicrhiainyes en relation avee le taux

" de croissance fdes hipatores { % )

Stinmuylation de 1a glycolyse et de 1la produc-
tion d*ATP;

mETﬁBULISME DES diminution qe 13 népglucogenese;

GLUCIOES : diminution Jde 1a senstibilité des enzymes de

1z néoglucogéndse et.de 1a glycog@nogénése

3 1a stimulation par les hormones,

METABOLISNE DES Augmentation de 1a synthése de 1'AGH et des
AC. NUCLEIQUES ¢ ARli; diminutior de leur catabolisme,

Augmentaton de 13 synthése de protéines to-
METABOLISME DES tales;
PRDTEINES ¢ diminution dz 1'sctivité des enzymes catabo-

1iques des acides aminés,

Stimulation de 1s synthése des polyamines;

-‘v . . . J ' a 3 -~ -
RUTRES VOIES diminution cde 1'activité des enzymes du cy

b Be:»
METABOLIQUES = cle ;le 1'urée;

diminution du rétabolisme lipidique.

{ ) d'aorés BUSCH (24)
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L'ensemble de ces caractéres physiologique§ des
cellules tumorales, décrits a la suite d'é€tudes "in vivo"
et "in vitro", et analogues sur de nombreux aspects a
ceux d'un tissu embryonnaire {duquel elles différent
par leur caractére supposé irréversible), ont conduit
aux théories suivantes, gui expriment toutes un concept

commun g

a) celle de PIERCE (29) , qui considére le cancer du point
de vue d'une différenciation post-embryonnaire : tous les
caractéres malins ont déjda ét& exprimés au cours du déve-
loppement, suggérant que le génome normal contient 1'in-
formation pour 1'expression maligne et que le métabolisme
des cellules néoplasiques serait une altération du contré-
le de 1'expression génétique,

b) celle de POTTER (30), qui définit sur les tératocarcino-
mes le concept de "Oncogeny as bloked ontogeny".

) Ya théorie de 1a Rétro-différenciation de COGGIN (31),
selon laquelle certains génes de 1'embryogéndse précoce
sont ré&exprimés dans le cancer.

Désormais, le probléme du cancer n'apparatt plus
seulement comme 1'expression d'une mutation, d'une délé-
tion génétique définitives comme le suggérent les varia-
tions caryotypiques, le caractére irréversible et hérédi-
taire de la transformation cancéreuse, mais encore il
peut étre considéré comme une modification &pigénique dans
une cellule possé&dant une information génétique compléte.

L'utilisation de cellules tumorales "in vitro“,
faciles a propager, clonables et capables de conserver
une fonction spécia1isée mais exprimée souvent sous forme
simplifiée, est @ 1'crigine de nombreux travaux approfon-
dissant les processus de différenciation cellulaire ét
moléculaire, et 1es mécanismes régu]ateurs responsables
de 1'activation et de 12 modulation sélective de certains
génes, telles qu'elles se produisent dans le tissu sain
d'origine. Le tableau III présente quelques exemples po-
sitifs et fructueux de telles investigations.
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Tablesu I[1 : Expression de fonetions différenciées, caractéristigues
du tissu sain d'ortigine, dans des cellules tumorales en

culture. { % )

TYRE CELLULAIRE PROTUIT DE DIFFEREMCIATION REFERENCES

Hepatone induction de 1a TAT par les TOMKINS, 1969
stéroldes
Tératocarcinore Différenctation multipoten- FINCH et EPHRUSI,
' tielle 1967
Antrgénes du locus T ARTZT, 1974
Chortoczreinome Gonadotropine chorionigue PATILLD, 1948

humsine, différencistion

multipotentielle

Neuroblastoms ‘Protéine S=100, foemation SEEDS, 1970

d!axones, neurotransmetteurs

Tumeur des cel- Synthdse de stérofdes YASUMURA, 1966
lules de Leydig

Tureur pituitatire ACTH, Prolaétine, STH JASUMURA, 1966
Tumeur du cortex Synthdse de stérotdes en YASURIURA, 1966
surrénalien . régonse 3 1'ACTH

Tumeur parathy- ‘Hormone parathyroldienne DEFTDS, 1948
rotdienpe

{ ¥} d'sords COX (20}
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’S‘YNT}IESE DE GLYCOGENE DANS LES CELLULES ZHC EN CULTURE

Ainéi, c'est pour aborder un probléme de régulation
d'une fonction différenciée 3 1l'aide d'un matériel biologique
commode, qu'a débuté cc travail de recherche dans notre labo-
ratoire, avec l'étude du processus de contrble transcriptionnel
et post-transcriptionnel induit pér les hormones glucocorticol-
des. Nous disposions pour cela de deux lignées &tablies de cel-
lules d'"hépatome de rat : )

- d'une part, ies celluies HTC, qui répondent a la présen-
ce de corticoides dans le milieu de culture par une néo-
synthése de la tyrosine-aminottansférasé (32) ;

- d'autre part, les cellules de 1'hépatome d& ZAJODELA (ZHC)
dans lequelles Tes stéroides n'induisent pas la synthése

de 1'enzyme. Ce projet d'étude a été réorienté vers une
autre voie & la suite d'une observation tout a fait for-
tuite 3@ propos des celiules de ZAJDELA. Lors de la prépa-
ration d{un extrait cellulaire de chacune de ces deux sou- .
ches, nous avons observé aprés sonication la persistance
d'une opalescence trés nette dans les cellules ZHC adap-
tées depuis guelques mois & la culture "in vitro”, alors gue
le sgnicat des cellules HTC, a la méme concentration cel-
lulaire, devenait parfaitement limpide. Cette observation
nous a suggéré la présence de glycogéne dans les cellules,
et 1'obtention d'une coloration acajou du sonicat avec le

test qualitatif a 1'iode confirma notre supposition.

Cette observation était singuliére sur plus d'unm
point, En effet, lors dé 1'établissement de la‘tumeur as-
citiaue chez le rat, la capacité de stocker le glycogéhé-
avait disparu progressivement, et F. ZAJDELA, décrivit’
alcrs les observations suivantes (33,34) : "A 1'examen d'un
frottis d'ascite du 32éme passage, il se révéla que lorsque
la réacticn PAS était positive, elle 1'était toujours sur
la totalité d'un 116t ascitique. L'évolution de la popula-
tion PAS+ a &té suivie au fur et 3 mesure des repiquages
dans 1'animal ; son comopcrtement était cETUi d'une souche
minoritaire et défavorisée par rapport amjkeste des cellu-
les, car ses derniers représentants ont diSparu a partir
du 748me passage pour ne plus reparaitre’depuis". Par
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ailleurs nous nous sommes aperg¢us due la capacité de stockage
de glycogéne dans les cellules ZHC semblait liée & l'environ-

nement et aux conditions de nutrition et de croissance des cel-
lules. Enfin, la bibliographie ne signale aucun phénoméne ana-
logue de réapparition de fonction spécialisée dans les cellules
d'hépatome "in vivo" et "in vitro", pdur lesguelles la capacité
de stocker 1le glycog&ne est méme l'une des premiéres fonctions

& disparaitre lors de la transformation,néoplasique.

Nous é&tions donc en présence d'un matériel biclogigue
peu commun, dent les proprié&tés avaient tout pour aiguiser la
curiosité d'une équipe de recherche sur les mécanismes de régu-

lation de l'expression d'une fonction cellulaire.

ANALYSE DE CE PHENOMENE DE RESURGENCE D'UNE FONCTION SPECIALISEE

Le probléme gque posent les cellules de Zajdela et qui
est schéﬁétisé en figure 2, est celui de comprendre les méca-
nismes impliqués dans l'expression de la fonction glycogénogé-
nigue dans diverses conditions expérimentales. Notre exposé

aujourd'hpi 3 1'occasion de cette 3° Ecole Franco-Africaine de

Biologie Molé&culaire se limitera donc :

a. dans une premiére partie de décrire au moyen de la microsco-
Pie optique et electronigque ce phénoméne de réversibilité dans
des cellules tumorales adaptées aux conditions de culture "in
vitro", d'une fonction spéclalisée caractéristique du tissu
sain dont elles dérivent;

b. dans une seconde partie, de l'analyser par des techniques
biochimiques, nécessaires pour traduire les variation guantita-
tives des métabolites intracellulaires et des activités enzy-
matiques en cause. Au cours de ces déterminations quantitatives,
nous nous sommes référés i des tissus témoins
- Le foie de rat adulte et normal, qui constitue un témoin
positif pour le glycogéne; ' ‘
~ Un autre hépatome, les cellules HTC, choisi comme té&moin
négatif, car il est incapable de stocker du glvcogéne.
Sans mentionner les détails gui seront évoqués au cours de l'ex-
posé, nous décrireons ici seulement les principaux résultats ob-

tenus jusqu'ad présent avec ca syst@me. Bien entendu, il reste





