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a-MeGlc : 1-méthyl-a-D-glucopyranoside 

Ara : Arabinose 

Asii : Asparagine 

BHK : Cellules de rein de Hamster nouveau-né (Baby Hamster Kidney) 

BHKIHSV : Cellules BHK transformées par le virus HSV 

"qnA : Concanavaline A, lectine de CanavaZia ensifoimis 
DMEM : Milieu de culture de Fagle m&ié par Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) - 

D 10 FCS : milieu DMEM additionné de 10 % de FCS 

DMSO : Diméthylsulfoxyde 

dpm : désintégrations par minute 

DNA : Acide désoxyribonucléique 

EDTA : Ethylène-Diamine Tétra-Acétate 

FCS : Fetal Calf Serum, sérum de veau fœtal 
Frictions FNRC et FNRL : Fractions non-retenues, respectivement sur les colonnes de ConA et . 

de LCA immobilisées ; FEC et FEL : Fractions éluées de ces colonnes, le chiffre indique la 

molarité de l'agent d'élution (a-MeGlc) 

Fuc : L-Fucose 

Gai : D-Galactose ; GalNAc : N-acétylgalactosamine 

Glc : D-Glucose ; GlcNAc : N-acétylglucosamine 

HPLC : High-performance liquid chromatography 

HSV : Hamster Sarcoma Virus 

Hyp : Hydroxyproline 

Hyl : Hydroxylysine 

IUB : Internationai Union of Biochemistry 

IUPAC : International Union of Pure and Applied Chemistry 

LCA : Lectine de la graine de Lentille (Lens culiwris agglutinin) 

Man : D-Mannose 

NeuAc : Acide N-acétylneuraminique 

PBS : Phosphate-Buffered Saline, solution-tampon de phosphate 

RER : Réticulum Endoplasmique Rugueux 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

RSV : Rous Sarcoma Virus 

ber : Sérine 

Thr : Thréonine 

Tyr : Tyrosine 

UV : Ultra-Violet 

WGA : Wheat Germ Agglutinin, lectine du germe de Blé 

Xyl : Xylose 



Les composés glycosylés de la surface cellulaire sont considérés comme des médiateurs de 

la "vie socialet' & la cellule eucaryote. 

Ces composés sont profondément altérés lors de l'apparition du comportement "antisocial" 

qui caractérise les cellules malignes. En effet, plusieurs études montrent des modifications 

structurales des glycannes portés par les protéines et les lipides membranaires, ainsi que par les 

composés de la n;aûice extracellulaire, lors de la transformation maligne. 

La transformation cellulaire spontanée traduit le dérèglement d'un ensemble de mécanismes 

qu'il semble illusoire d'aborder globalement. En revanche, la transformation expérimentale par 

"voie" chimique ou virale, fournit des modèles plus aisément accessibles à l'étude biochimique. A 
fortiori, la transformation cellulaire par un seul gène transformant connu, permet de limiter encore 

le nombre de paramètres impliqués. 
Dans ce contexte, les perturbations des systèmes glycosyltransférasiques, détectables par 

l'expression de structures glycanniques modifiées, peuvent être corrélées à l'expression de 

l'oncogène responsable de la transformation, la causalité devant être vérifiée par la suite. 

Nous avons entrepris un travail de caractérisation des structures glycanniques de cellules 

BHK 21lC13 et NIH 3T3 transformées in vitro par transfection de l'oncogène humain c-Ha-ras EJ. 

L'introduction du même gène transformant dans deux lignées cellulaires différentes nous permet de 

tirer des conclusions quant à l'implication directe du produit de ce gène sur des activités 

glycosyltransférasiques. 

Une étu& menée en parallèle concernant la glycosylation des cellules BHK transformées par 

un rétrovirus sarcomatogène du Hamster (cellules BHKIHSV), nous permet de comparer l'effet de 

la transformation per se sur ces mêmes activités enzymatiques. 

La tumorigénicité et la capacité métastatique des clones transformés ont été évaluées in vivo 

en système homologue (cepules BHK chez le Hamster et cellules NM 3T3 chez la Souris) et en 

système hétérologue (cellules BHK chez la Souris athymique), ce qui nous a permis de mettre en 

évidence et de comparer l'acquisition de potentialités métastatiques par les cellules transformées. 

Nous avons étendu nos travaux sur la glycosylation des clones transformés et métastatiques 

obtenus, en étudiant les modifications des activités sialyl-transférasiques présentées par ceux-ci. 

Une partie des résultats obtenus a fait l'objet d'un article soumis à publication. 

* Présentation du mémoire 

Nous nous sommes efforcé de respecter au maximum la clarté du langage, en évitant, à 

chaque fois que cela était possible, le jargon de laboratoire et les "franglicismes" ... Que le lecteur 

veuille bien pardonner d'éventuels manquements à cette règle ; ils sont indépendants de notre 

volonté. 



10 

C'est dans le même état d'esprit que nous avons préféré appliquer à la règle les 
recommandations internationales en vigueur (règles de l'WB ou de 1'IUPAC) pou ce qui est de la 
nomenclature et des abréviations utilisées. Ainsi, par exemple, l'acide désox~bonucléique est 
abrégé "DNA" et non pas "ADN. De même, un résidu de Fuc lié en 1-6 est placé dans les 
tableaux et figures au dessus de la ligne représentant le monosaccharide sur lequel il est lié, et 
ainsi de suite. 

Les citations, présentées dans le texte selon le modèle" (Auteur, année)", sont référencées 
dans la Bibliographie par ordre alphabktique et sont affectées d'un numéro indiquant la(1es) page(s) 
où elles sont citées dans le mémoire. 





Figure 1 : Le symbole hiéroglyphe de la "tumeur" dans le papyrus Edwin-Smith (Pitot, 1978) . 



"In these abys of specialization to the point of boredom, 
the investigator in carcinogenesis can remuin a Renaissance person" (Weinstein, 198 1) 

A. CANCER. METASTASE ET TRANSFORMATION CELLULAIRE 

1. Historique 

Le terme "carcinome" dérive du grec Icapnvoç : crabe. Galien, s'appuyant probablement 

sur les écrits d'Hippocrate, adopte ce nom pour rappeler la disposition des vaisseaux sanguins 

entourant une tumeur. Les Egyptiens savaient déjà reconnaître la maladie chez l'Homme et l'avaient 

décrite sur le plan clinique, comme en témoigne le papyrus Edwin-Smith, datant de 3000 à 2500 
av. J.-C. (figure 1). Ils avaient distingué les tumeurs bénignes, traitables par cautérisation 

("ulcères" du sein), des tumeurs malignes, pour lesquelles aucun traitement n'était envisageable : 

le papyrus Ebers (1500 av. J.-C.) décrit urie tumeur sur laquelle "il ne faut pas intervenir", sous 

peine de la rendre fatale (Bett, 1957). 

Des références à cette maladie sont également retrouvées dans les écritures antiques d'origine 

hébraïque, assyrienne, indienne et chinoise (Florey, 1970). Les bases de la cancérologie humaine 

semblent donc posées depuis 5 à 6 millénaires. La maladie, quant à elle, affecte indifféremment 

tous les êtres pluricellulaires et repose sur des dérèglements de la croissance des cellules qui les 

composent (Pitot, 1978). 

Hippocrate fut probablement le premier à entreprendre une description systématique des 

manifestations de la maladie et à établir une classification des néoplasmes, dès le 4e siècle av. 

J.-C., proposant diverses méthodes de traitement. Les écrits grecs furent cependant perdus dans 

l'incendie de la Bibliothèque d'Alexandrie. Un retard de plusieurs siècles fut pris, en raison de la 

théorie des quatre "humeurs". La doctrine "infaillible" élaborée sur cette base par Galien et qui 

consistait à guérir ce mal "biliaire" par des purgatifs "internes" empêcha toute expérimentation 

systématique jusqu'à la Renaissance. 

Ce n'est qu'après la découverte de la circulation sanguine par Harvey et la description des 
vaisseaux lymphatiques par Rudbeck, que le chirurgien parisien Henri François Le Dran affirma, 

en 1757, que la théorie "humorale" était caduque. ll proposa que le cancer fût considéré comme une 

maladie évoluant à partir d'une lésion locale primaire et ce à travers les vaisseaux lymphatiques. 

La fin du 18e siècle est marquée par des avances décisives. Bernard Peyrilhe (1735-1804) 

fut le premier à conduire une recherche expérimentale systématique sur les causes du cancer (Bett, 

1957). En 1801, sans l'aide du microscope, Xavier Bichat établit la distinction entre le "stroma" 

non-cancéreux et le parenchyme tumoral et suggère que le cancer est une formation "accidentelle" 

de tissu, faite pourtant de la même manière que le tissu normal. 
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Récamier (Récamier, 1829) introduit le terme de "métastase" (du grec p ~ z a  : ailleurs et 

a7amg : arrêt, installation) pour expliquer l'invasion des vaisseaux par les cellules dérivant de la 

tumeur initiale, dans le cas d'un nodule cérébral apparu chez une patiente atteinte de cancer du sein. 

L'invention du microscope photonique par Antonie Van Leeuwenhoek, en 1674, permit le 

développement de la recherche histologique. Sir Everard Home fut le gremier à inclure des 

illustrations de coupes microscopiques de tumeurs dans un ouvrage datant de 1830 et intitulé "A - 
short tract on the formation of trunours". Johannes Müller, dans son livre intitulé "Über den feinern 

Bau und die Formen der krankhaften Geschwülste" (1838), décrit différents types de tumeurs, 

mimscopiquement distincts et établit de même que l'anaplasie est une caractéristique fréquente des 

cellules malignes. La théorie cellulaire du cancer venait de naître. 

L'élève de Müller, Rudolf Virchow, dans le premier volume des fameuses "Archives" qui 

portent son nom (1847), émit l'hypothèse selon laquelle le cancer était induit par une irritation 

chronique locale, attribuant ensuite ("Die krankhaften Geschwülste", 1863-1867) l'origine des 

carcinomes au tissu conjonctif. Cette théorie fut infirmée par la suite et Carl Thiersch proposa, en 

1865, que l'origine du cancer fût épithéliale, ce qui fut confirmé par les travaux de Waldeyer - 
Hartz en 1867 et 1872 (Bett, 1957). 

En 185 1, Joseph Leidy rapporta la première tentative de transplaztation expérimentale d'une 

tumeur maligne. Arthur Nathan Hanau, en 1889, fut le premier à réussir cette transplantation chez 

le Rat. Cette technique fut développée par Carl Oluf Jensen qui réussit, en 1903, à maintenir une 

greffe de cancer murin à travers dix-neuf générations, sans altérations de la structure 

microscopique, discréditant ainsi la théorie de l'infectivité des cancers. 

Le début du 20e siècle fut marqué par la démonstration de la transmissibilité d'un sarcome 

aviaire par un filtrat tumoral dépourvu de cellules. Cette découverte fondamentale de Francis 

Peyton Rous (1910-191 1) est à l'origine de la virologie moléculaire. En effet, le virus RSV sera 

identifié quelques années plus tard comme étant responsable de cette transmissibilité (voir la revue - 

de Svoboda, 1986). 

Le début de la cancémgenèse expérimentale date de 1912, date à laquelle Bayon put produire . 
des tumeurs en injectant du goudron dans les oreilles de lapins. Dès 1929, les premiers 

cancérogènes de synthèse furent préparés par Goulden (1,2,5,6-dibenzanthracène et son dérivé 

3'-méthylé)(Bett, 1957). A l'heure actuelle, l'impact des cancérogènes chimiques est connu au plan 

moléculaire (Weinstein, 1981). 

Dans les années 1930, Lacassagne, puis Burrows, montrèrent que l'administration 

persistante d'œstrogènes conduisait à l'apparition de tumeurs mammaires chez la Souris, ouvrant 

ainsi la voie de la cancérologie hormono-dépendante (Bett, 1957). 

Trois thèses étiologiques se sont opposées au cours de ces quelq~, siècles de recherches, 

mais semblent aujourd'hui concordantes, chacune avec ses limitations : 

- La thèse "embryonnaire", selon laquelle les cellules tumorales seraient présentes dès la 

naissance et évolueraient en cancer au cours de la vie adulte : c'est le cas des naevi cutanés ("grains - 

de beauté") qui peuvent évoluer en cancer, mais avec une incidence quasi-nulle. 

- La thèse "cellulaire", selon laquelle les cellules cancéreuses dérivent de cellules normales 

"converties" d'une quelconque manière. En effet, des tissus externes et internes peuvent dériver en 

cancer à la suite d'interventions extérieures répétées (blessure chronique, présence d'un agent 
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cancérogène chimique, radiations...). 

- La thèse "infectieuse", selon laquelle la maladie est provoquée par des agents pathogènes. 

Cette dernière théorie émergea, logiquement, après l'époque pasteurienne, les scientifiques 

cherchant une origine parasitaire du cancer. A la lumière de la découverte de Rous et l'avènement 

de l'ère de la génétique moléculaire, cette thèse est, à présent, pzrfaitement admise. 
Notons, en marge de ces théories, que le cancer est également considéré comme une maladie 

auto-immune, au moins en ce qui concerne des sarcomes expérimentaux induits par le 3-méthyl 

cholanthrène (Prehn & Prehn, 1987). 

Le 20e siècle apparaît comme le "siècle d'or" de la cancérologie. En effet, les dernières 

décennies ont permis d'aborder l'origine des cancers de plus en plus finement, "descendant" ainsi 

du niveau microscopique et cellulaire, au niveau moléculaire et permettant de guérir, à force de 

résultats de multiples recherches, la maladie dans la majorité numérique des cas. Alors qu'un 

patient sur cinq seulement était guéri en 1930, le cancer n'est plus aujourd'hui le "mal incurable" et 

n'est plus perçu comme tel. Il n'en reste pas moins vrai que la métastase cancéreuse est encore très 

fréquemment fatale, suscitant, par là-même, de nombreuses recherches. En effet, 60 à 80 % des 

cancers humains sont dûs à des facteurs environnementaux (Weinstein, 1981) ; des causes encore 

inconnues ou méconnues du cancer sont les composés chimiques naturels ou artificiels, les 

initiateurs et promoteurs tumoraux divers, les virus, les cofacteurs nutritionnels, voire 

psychologiques et... les interactions de tous ces facteurs ! 

Ainsi, "The history of cancer [...] is the history of errors, of illusions, of disappointments, 
of occasional triumphs. The srnile of the Sphinx continues inscrutable" (Bett, 1957). 

Certains termes employés en cancérologie expérimentale sont sujets à déviation et peuvent 

prêter à confusion. Sans prétendre porter de jugement définitif sur chaque terme, nous allons 

cependant en préciser quelques-uns : 

"La tumeur vraie ou néoplasme (du grec veoç : nouveau et ~Aaapa  : chose façonnée, 

création) est une masse anormale de tissu dont la croissance excède -et  n'est pas coordonnée avec- 

celle des tissus normaux et qui persiste de la même manière excessive après la cessation des stimuli 

qui ont produit cette croissance" (Willis & Willis, 1972) (traduction personnelle). En effet, les 

termes "non-coordonnée" et "excessive" permettent de distinguer la tumeur de toute autre 

croissance cellulaire, telles la prolifération réparative, l'hyperplasie ou la malformation ; les cellules 

néoplasiques continuent à se multiplier, formant une masse croissante de tissu superflu. De même, 

la cessation du stimulus entraîne l'arrêt des mitoses d'un rab 1 normal (cas d'une plaie réparée), 

mais pas celles d'un tissu cancéreux. La prolifération peut continuer indéfiniment après les 

modifïcations provoquées par un agent cancérogène et la tumeur peut être transplantée ou propagée 

par culture in vitro en gardant ses propriétés néoplasiques. 

La métastase ou tumeur métastatique est une tumeur dérivant de la tumeur primaire et 

située à distance de celle-ci. Le processus donnant naissance à de telles tumeurs secondaires est 

classiquement décrit comme une cascade d'événements comportant la dissociation spontanée du 

tissu tumoral, l'infiltration de cellules tumorales dans la circulation, puis de l'arrêt de ces cellules au 
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niveau d'un tissu-cible (Carter, 1976 ; Nicolson, 1982 ; Smets & Van Beek, 1984 ; Liotta et al., 

1986 ; Parish et al., 1987). 

La malignité d'une tumeur est une notion relative, correspondant à la capacité que 
possèdent ses cellules à envahir les tissus environnants, à s'invaginer dans les vaisseaux et à - 
prodwie éventuellement (mais pas toujours) des métastases conduisant à la mort du patient. A 1' 
opposé, une tumeur bénigne croît lentement, reste circonscrite localement, n'est pas invasive et ne - 
produit pas de métastase. 

Au plan histologique, les cellules des tumeurs bénignes présentent une différenciation 

tissulaire les rapprochant de leurs homologues normales, alors que les cellules malignes sont 

fréquemment anaplasiques (c-à-d. imparfaitement différenciées) voire métaplasiques 

(transdifférenciées), le degré de malignité étant généralement proportionnel au degré d'anaplasie ou 

de métaplasie (Willis & Wiilis, 1972). 

Enfin, une tumeur bénigne peut disparaître en se fibrosant, se calcifiant ou s'enkystant, ce 

qui est extrêmement rare pour une tumeur maligne. 

La notion de cellule transformée est, de même, une notion relative, reposant sur des 

critères de transformation (voir les travaux de Montesano et al., 1977 et San et al., 1979), qui 

scn t principalement : 

- Des critères morphologiques, décelables au microscope : la transformation se traduit 

entre autres par des changements de la forme cellulaire etlou de la biréfringeance des bords 

cellulaires et des noyaux. Le cytosquelette, responsable du maintien de la morphologie cellulaire, 

est donc affecté par la transformation (voir la revue de Ben-Ze'ev, 1985). 

- Des caractéristiques de croissance in vitro : la cellule transformée acquiert la capacité de 

croître en milieu semi-solide (agar mou) et d'y former des clones. Eile perd, du moins en partie, la 

dépendance vis-à-vis du sérum de veau fatal et peut donc se maintenir en culture in vitro dans un 

milieu minimum. Les mitoses sont plus fréquentes, le cycle cellulaire est plus court et les cellules . 

perdent l'inhibition de croissance par contact (en anglais "topo-inhibition" ou "contact 

inhibition"). Cette notion fut introduite dans les années 1950 (Abercombie & Heaysman, 1954 et 
1957 ; Abercombie & Ambrose, 1958 ; voir également Ambrose & Easty, 1967 et Dulbecco, 

1970). L'aspect des cultures au microscope est alors typique : les cellules ne s'arrêtent pas à 

confluence en "monocouche", mais continuent à se diviser en couches superposées, chacune 

servant de substrat à la suivante. 

- Des caractéristiques du comportement in vivo : les cellules normales ne sont que très 

rarement tumongènes, alors que les cellules transformées, injectées à un animal de laboratoire, 

produisent des tumeurs, souvent malignes. 

- Des caractéristiques biochimiques : la cellule transformée exprime en surface des 

antigènes modifiés (néo-antigènes), devenant des marqueurs de la transformation (Neville, 

1986) (cf. "Le Phénotype Malin", ci-dessous) et possède un métabolisme général modifié (à titre 

d'exemple, voir Matsuno, 1987). L'altération profonde de la vie "sociale" de la cellule transformée - 

correspond à des modifications de ses activités nucléaires. Nous allons évoquer dans les chapitres 

suivants certaines des modifications génotypiques et phénotypiques qui accompagnent la 

transformation. 
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* Remaraue : La terminologie des néoplasmes exposée jusqu'ici ne concerne que les 

tumeurs dites "solides", c'est-à-dire "croissant au sein de tissus solides". Les cellules du tissu 

"fluide" qu'est le milieu sanguin sont également sujettes à transformation, sans pour autant 

produire des "tumeurs" primaires, puisqu'elles se multiplient en suspension in vivo. 

ONCOGENES 

1. Définitions 

Les gènes oncogènes (du grec OYKOÇ: volume, "tumeur" et Vvvqatç : naissance, 

création, "genèse"), sont des gènes dont l'expression incontrôlée peut conduire la cellule à la 

transformation. 

Le terme de proto-oncogène a été introduit (Bishop, 1981) pour dénommer des 

oncogènes cellulaires découverts dans le génome des rétrovirus. Il a été également utilisé par 

Weinberg pour désigner des gènes cellulaires dont la modification fournit des oncogènes actifs 

dans le DNA de tumeurs (Weinberg, 1982 et 1982a). Ce terme regroupe depuis ces deux catégories 

de gènes cellulaires (Bishop, 1983). 

Une distinction est faite entre les oncogènes viraux, v-onc (revue de Bishop, 1985) et 

leurs homologues cellulaires, c-onc (revue de Varmus, 1984). Ces "gènes de cancer" sont 

originaires de gènes normaux, retrouvés dans le patrimoine génétique des cellules normales. Les 

v-one dérivent probablement des c-onc et ont été "volés" à la cellule eucaryote lors d'une infection 

virale non-cancéreuse (voir. la revue de Stéhelin, 1988 et la figure 2 qui lui est empruntée). 

Cependant, cette dernière affirmation n'est pas universelle. En effet, des c-one non apparentés à 

des v-onc ont été identifiés (voir la revue critique de Garrett, 1986). 

Les c-onc se comportent comme des loci mendeliens classiques. Ils sont reconnaissables sur 

les caryotypes et ségrègent comme des caractères normaux (revue de Bishop, 1983). Ils sont 

présents chez tous les organismes eucaryotes, depuis les Levures (Papageorge et al., 1984 ; 

Schmitt et al., 1986), ce qui indique qu'il s'agit de gènes nécessaires à la vie cellulaire. 

L'activation d'un proto-oncogène est un processus conduisant au "réveil" de son activité, 

qui devient suffisante pour transformer la cellule. L'activation peut se faire : 

- par mutation ponctuelle, à l'exemple des oncogènes de la famille ras (Tabin et al., 1982 ; 

Spandidos & Wilkie, 1984) et neu (Bargmann et al., 1986) (voir aussi la mini-revue de 

Loucheux-Lefebvre, 1987), 

- par translocation chromosomique comme, par exemple, celle que subit l'oncogène mye et 

qui est responsable du lymphome de Burkitt (voir la revue de Stéhelin, 1988), 

- par amplification locale d'un chromosome qui conduit à la surexpression d'un oncogène se 

trouvant dans le segment amplifié (voir également la revue de Stéhelin ci-dessus), 

- par suppression de l'activité anti-oncogène. Les anti-oncogènes sont un groupe de gènes 

dont les caractéristiques sont encore peu connues (Klein, 1987 ; Anderson & Spandidos, 1988). 

Leur rôle éventuel dans la métastase est également inconnu (Parish et al., 1987). Pour une revue 
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succincte des propriétés du gène rb-1 le lecteur pourra se référer à Klein & Klein, 1985 et Sachs, 

1987. 
La "réussite" de la transformation in vitro dépend parfois de la coopération d'oncoghnes 

(figure 3) à l'exemple de myc et ras (Land et al., 1983 ; voir aussi la revue de Saule, 1987). In 

vivo, la coopération est très souvent nécessaire pour produire des cancers (revue de Garrett, 1986). 

La cancérogenèse apparaît comme un processus "multi-étapes" (revues de Garrett, 1986 ; Saule, 

1987; Spandidos, 1988) faisant intervenir la coopération d'oncogènes (Davenport et al., 1988) ; 

nous reviendrons sur cette notion dans le paragraphe ci-dessous concernant les rôles des 

oncogènes. 

2. Straté~ie d'isolement 

La stratégie la plus courante pour détecter une "activité-oncogène" d'un fragment de DNA 

consiste à introduire ce fragment par transfection (Graham & Van der Eb, 1973) dans des 

fibroblastes NIH 3T3 de Souris. Si un gène transformant est présent dans le génome transfecté, les 

cellules ayant incorporé ce gène formeront un foyer de transformation. Les techniques du 

génie génétique permettent d'isoler ce gène par la suite (mir Lemoine et al., 1987). La figure 4 

(empruntée à Saule, 1987) iliustre le principe de ce "test 3T3". 

Rôles des oncogènes 

Depuis la découverte de c-src, premier c-onc homologue d'un v-onc retrouvé dans le 

génome aviaire normal (Stéhelin et al., 1976) et la démonstration que les chromosomes 

transformants sont transférables dans des cellules "réceptrices" (Spandidos & Siminovitch, 1977 ; 

Spandidos & Siminovitch, 1978), la recherche sur les oncogènes a littéralement explosé. Dix ans 

après, de multiples rôles de ces gènes sont reconnus (Bishop, 1987) et les mécanismes de la 

transformation maligne commencent à être abordés au plan moléculaire. A la vue de la bibliographie 

actuellement en pleine "phase exponentielle de croissance", il est illusoire de prétendre inclure, dans 

une seule revue, tous les rôles des oncogènes. Nous allons, par conséquent, nous limiter à citer les 

traits généraux que l'on peut en dégager à l'heure actuelle (voir les revues de Saule, 1987 ; Bishop, 

1987 et Chambers & Tuck, 1988). 

Les oncogènes se trouvent impliqués dans : 

- La mitose normale et la transduction de signaux à travers la membrane plasmique (figure 5). 

- Le contrôle de la croissance cellulaire (voir la revue de Hunter, 1985). 

- La différenciation cellulaire (voir la revue de Sa4; 1987 à laquelle la figure 6 est 

empruntée). 

- La transformation cellulaire in vitro (voir la revue de Spandidos & Anderson, 1987). 

- La cancérogenèse multi-étapes et la diffusion métastatique des cellules in vivo (figure 7). Le 

rôle des oncogènes dans les cancers humains est indiscutable (voir Trainer et al., 1988 ; les revues 

de Der, 1987 ; Nishimura & Sekiya, 1987 ainsi que la revue de Sporn & Roberts, 1985 sur les 

facteurs tumoraux autocrines). Ils sont également impliqués dans la cancérogenèse multi-étapes 

("multi-stage carcinogenesis") (Spandidos, 1988 ; Davenport et al., 1988 ; Saule, 1987 ; Nowell, 



"FIBROBLASTE" 
DE RAT 

( a c t i v e )  

R l E N  
( a c t i v e )  

TRANSFORMATION 
ras et myc TUMORIGENE 
ensemble 

Figure 3 : Schématisation de la coopération d'oncogènes à l'exemple de ras et myc (Stéhelin, 

1988). 

ADN 
de ce l lu les  
transformées  

ADN 
de cellules 
normales 

GENE 
TRAMCORMANT 1 Transfection 

normales 

Foy r r  de NlH3T3 
transformées 

\ 
i pas de f o y e r  

4 
ADN des n!HaTj 

transformées - I s o i e m e n t  du  g è n e  
__V 

G e n i e  
m- > t r a n s f o r m a n t  

hWIMN 
ICM- - 

g è n e t i q u e  - 
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1986 ; Klein & Klein, 1985). Il faut noter en outre les travaux (Pozzatti et al. 1986) décrivant des 

potentiels métastatiques différents selon que des cellules embryonnaires de Rat sont transformées 

par un ou deux oncogènes. 

Plusieurs facteurs de croissance dont le métabolisme est relié aux oncogènes sont 

impliqués dans la transformation cellulaire ou la cancérisation (Heldin & Westermark, 1984) et 

certains d'entre eux sont impliqués dans l'angiogenèse tumorale (cf. paragraphe "Surface 

cellulaire" plus loin). Citons parmi ces facteurs : 

- L'angiogénine (cf. p. 39 ci-dessous). 

- Les CSF (Colony-Stimulating Factors) (cf. Roussel et al., 1987). 

- L'EGF (Epidermal Growth Factor) (cf. Singletary et al., 1987). 

- Les FGF (Fibroblast Growth Factors) (cf. Rizzino et al., 1986 ; Gospodarowicz, 1988). 

- Le NGF (Nerve Growth Factor) (cf. Levi-Montalcini, 1987). 

- Le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) (cf. Roos et al., 1986). 

- Les TGF (Tumor Growth Factors) (cf. Sporn et al., 1987 ; Keski-Oja et al., 1987 ; Gentry et al., 

1987). 



Figure 5 : Schéma de l'implication de divers proto-oncogènes dans la transduction de signaux 

mitotiques à travers la membrane plasmique. Les récepteurs à des facteurs de croissance sont 

schématisés au niveau de la membrane plasmique. Les oncogènes c-myc et c-sis sont représentés 

dans le noyau sous forme de doubles hélices. Le système régulateur des phospho-inisitols est 

indiqué (Goustin et al., 1986). 
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- Figure 6 : La "cascade" des oncogènes dans la mitose et la différenciation, implication des 
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Figure 7 : Représentation schématique de la tumorigenèse "multi-étapes" (selon Stéhelin, 1988). 



C. GL Y COCONJUGUES CELLUT&RES 

1. Définitions et remam-ues ~énérales 

Les glycoconjugués sont une classe de molécules formées de l'association covalente 

d'une partie oligosaccharidique, le glycanne, avec une protéine (glycoprotéine) ou un lipide 

(g1yco;;eide) (voir les revues de Montreuil, 1980, 1982, 1984, 1984a et 1987). 

Les glycannes sont eux-même j formés de l'enchaînement de monosaccharides conjugués 

par des liaisons glycosidiques. Les monosaccharides majeurs sont au nombre de sept 

(présentés dans la figure 3-1) : glucose (Glc), galactose (Gal), mannose (Man), fucose (Fuc), 

N-acétylglucosamine (GlcNAc), N-acétylgalactosamine (GalNAc) et différents acides sialiques, 

dont l'acide N-acétylneuraminique (NeuAc). Les acides sialiques présentent une grande 

hétérogénéité (Corfield & Schauer ; Schauer, 1982). Ils sont considérés comme des signaux de . 
reconnaissance ou des résidus nécessaires à la mise en conformation des glycannes (Montreuil, 

1984). Des monosaccharides mineurs sont également rencontrés dans les glycannes, tels - 

l'arabinose (Ara), le xylose (Xyl) ... 
Les monosaccharides se trouvent le plus souvent sous la configuration D- (à l'exception du 

Fuc qui se trouve sous forme L-) dans les glycannes. D'autre part, ces monomères peuvent 

présenter une anomérie du carbone no 1 et être liés entre eux par tel ou tel autre des hydroxyles 

portés par les carbones no 1 à 6. Il en résulte une mul5tude de structures possibles qui rend leur 

analyse extrêmement difficile ; en effet, de par la complexité de leur structure primaire ("séquence" 

de monosaccharides et différentes isoméries possibles), la conformation spatiale adoptée par les 

glycannes est variable. Un degré de complexité supplémentaire est acquis au vu de la localisation in 

situ de ces composés ; il est admis, à l'heure actuelle, que les interactions moléculaires 

(phénomènes stériques et électrostatiques) d'un glycanne donné avec la protéine ou 

l'environnement du lipide qui le porte sont, pour une grande part, responsables de l'adoption d'une 

conformation particulière et de la stabilisation de cette conformation  o on treuil, 1984 ; Brisson 

& Carver, 1983, 1983a, 1983b). 

La biosynthèse des glycannes fait intervenir des complexes enzymatiques membranaires, 

situés pour la plupart dans l'appareil de Golgi. Il existe une glycosyltransférase spécifique 

pour chaque type de liaison glycosidique établie. Le concept "une liaison glycosidique - un enzyme 

de transfert" fut introduit dans les années 1960 (Hagopian & Eylar, 1968) ; la connaissance actuelle 

des m6canismes biosynthétiques des glycoconjugués Dermet de le généraliser (Schachter et al., 

1985). 

Plusieurs centaines de structures primaires d'oligosaccharides sont décrites à ce jour. Une 

revue exhaustive de ces structures ne présentant qu'un intérêt documentaire ne sera donc pas 

exposée ici. Nous nous bornerons à présenter les caractéristiques principales des différents types 

de glycoconjugués, en prenant des cas particuliers comme exemples. Le lecteur pourra se référer à 

la littérature pour obtenir davantage de renseignements structuraux et métaboliques sur ces 

composés (voir les revues de Montreuil déjà citées ; Hakomori, 1983 ; Kobata, 1984 et 1987). 
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* Remaraue : Les structures sont décrites selon la nomenclature officielle de 1WB (Sharon, 

1986 ; Hakomori, 1984) et leur écriture selon ces règles est la seule adoptée. 

La recherche sur les glycoconjugués a pris un essor considérable depuis une trentaine 

d'années à la suite de quelques découvertes fondamentales : 

- Démonstration par Morgan et Watkins, en 1952, que les antigènes des groupes sanguins du 

système ABH sont de nature oligosaccharidique (voir Watkins, 1966). 

- Première description d'une structure oligosaccharidique primaire (Gottschalk & Graham, 1959). 

- Activité rnitogène des lectines de Haricot (Nowell, 1960). 

- Agglutinabilité des cellules malignes par la WGA (Aub et al., 1963 ; Aub et al., 1965 et 1965a) et 

découverte des intéractions différentielles de la ConA avec les cellules normales et transformées 

(Inbar & Sachs, 1969). 

- Découverte, en 1968, des lectines membranaires (voir Morell et al., 197 1). 

A l'heure actuelle, sur la base de la connaissance de leur structures primaire et spatiale, de 

multiples rôles des glycoconjugués sont reconnus. La connaissance du métabolisme normal et 

pathologique de ces composés rend compte de leur grande importance dans l'organisme. 

2. Les nlvcoli~ide~ 

Les glycosphingolipides sont formés de I'association d'un glycanne avec une céramide par 1' 

intermédiaire d'une liaison glycosidique (figure 8). 

Leur classification fut proposée en 1963 (voir Svennerholm, 1964) et adoptée depuis par 

1'IUB (Hakomori, 1984), de même qu'une série de codes symboliques pour les désigner (figure 9, 

empruntée à Hakomori, 1983). 

Ils sont synthétisés à partir de la céramide, par un complexe enzymatique de 

glycosyltransférases localisé dans l'appareil de Golgi. Un schéma de la biosynthèse des 

gangliosides (figure 10) a été proposé par l'équipe de Fishman (Fishman & Brady, 1976). 

3. Les glvcoprotéinea 

Les glycannes sont reliés aux protéines par deux principaux types de liaisons 
glycosidiques qui font intervenir: 

- soit la fonction hydroxyle d'un résidu d'hydroxy-aminoacide (Ser, Thr, Hyp, Hyl, Tyr) et il en 

résulte les O-glycosylprotéines ; 

- soit la fonction w-NH2 d'un résidu d'asparagine ; la liaison N-glycosylarnine résultante conduit 

aux N-glycosylprotéines. 

* Remaraue : Certaines protéines peuvent porter à la fois des glycannes liés à la sérine (ou 

thréonine) et des glycannes liés à l'asparagine ; ce sont les N-,O-glycosylprotéines. 
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Figure S : Structure complète du ganglioside Ch41 (figiise selon Fishman 6r Brady, 1976). 

Figure 9 : Structures des glycolipides en notation codée (d'après Hakomori, 1983). 
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Figure 10 : Biosynthtse des gangliosides. CER : céramide ; NAN : Acide N-acétylneuraminique. 

Chaque réaction est catalysée par une glycosyltransférase spécifique (Fishman & Brady, 1976). 



Tableau 1 : Exemples de structures glycanniques rencontrées dans les mucines (tirés de la revue 
de Sadler, 1984) 

Structure Source 

1. Ovine Submaxillary Type 
Siaa2-6GalNAca 1 -fi Sheep (91, cow (IO), and 

armadillo ( 1  1 )  submaxillary 
rnucins - 

Il. Porcine Submaxillary Type Pig submaxillary A + rnucin (12) 
Siaa2-6 

GalNAcal-3 \GalNAca 1 4  ) Galpl-3 / 

III.  Rat Sublingual Type 

Pig subrnaxillary A- rnucin (12) 
and dog subrnaxillary rnucin 
(13) 

Siaa2-6 
Siaa2-6 \ G ~ I N A C ~ I - O  Rat sublingual (l4) and 

S i a a Z d  ' G a l p l 4 G l c N A c p l - 3  / colonic ( 15) rnucins 
' G ~ I ~ I ~ G I C N A ~ P I - 3 '  

SiaaZ4GlcNAc/31-3 / 

IV. Ovanan Cyst Fluid Type 
(a) * G a l / 3 l 4 G l c  N A c p l - 6  

*Ga@ l 4 G l c N A c p l - 4 ,  \ ~ a l N A c a 1 - 0  
,Gaifil-3 / 

F u c a l - 4 ,  

Ovarian cyst fluid rnucin (16) 

Sheep gastric rnucin (17) 



a. Les O-~lvco'svl~rotéine~ 

Le résidu oligosaccharidique le plus fréquemment lié à la sérine (ou thréonine) est 

l'a-GalNAc. Le Tableau 1 résume quelques structures représentatives & cette famille, rencontrées 

dans les mucines (Tableau empmnté à la revue de Sadler, 1984). 

D'autres types de structures glycanniques sont trouvées dans les O-glycosylprotéines 

membranaires, plasmatiques, facteurs de la coagulation, immunoglobulines, hormones, 

protéines-antigel des poissons des mers froides ... Ces structures peuvent être linéaires ou 

branchées, être liées à la protéine par des monosaccharides autres que l'a-GaWac et se terminer, à 

leurs extrémités non réductrices, par des antigènes de groupes sanguins (pour de plus amples 

renseignements, se référer à la revue de Sadler, 1984). 

Les protéoglycannes des matrices extraceliulaires sont également considérés comme des 

O-glycosylprotéines. Ces macromolécules sont formées par l'enchaînement de motifs répétés de 

disaccharides sulfatés ou phosphorylés qui s'associent à une protéine, elle-même reliée à l'acide 

hyaluronique par l'intermédiaire d'une protéine de liaison. Il est à noter que les kératane-sulfates 

sont conjugués à la protéine par une liaison N-glycosidique ; ils sont cependant classés parmi les 

protéoglycannes, en raison de leur similitude structurale (enchaînement disaccharidique). Nous 

renvoyons le lecteur à la littérature pour ce qui est de la structure de ces composés, notamment aux 

ouvrages de Alberts et al., 1983 et Stryer, 1981. 

La biosynthèse des glycannes des O-glycosylprotéines fait intervenir des 

glycosyltransférases hautement spécifiques, indépendantes d'intermédiaires lipidiques (voir la 

revue de Sadler, 1984). Le lecteur pourra se référer à cette revue pour les détails des voies 

biosynthétiques, des activités enzymatiques impliquées, ainsi que de leurs caractéristiques 

mécanistiques et leurs systèmes régulateurs. Sadler rapporte une seule déviation à la règle "une 

liaison glycosidique - une glycosyltransférase" à propos de l'activité Lewis, la fucosyltransférase 

qui est responsable de cette activité étant capable de transférer le résidu d'a-Fuc sur celui de 

GlcNAc indifféremment en position 3 ou 4. 

Il est à noter, toujours selon Sadler, que le site cellulaire de la O-glycosylation n'est pas 

encore clairement identifié ; il semblerait que ce type de glycosylation ne soit pas un phénomène 

CO-traductionnel, l'essentiel des activités enzymatiques se trouvant dans le réticulum endoplasmique 

lisse et dans l'appareil de Golgi. 

La figure 11 résume les voies de la biosynthèse des O-glycosylprotéines. 
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Figure 11 : Biosynthèse des glycannes liés O-glycosidiquement. Schéma biosynthétique global 

des mucines (tiré de la revue de Sadler, 1984). 



b. Les N-~lycosyl~rotéine~ 

La liaison glycosylamine est la seule rencontrée dans les N-glycosylprotéines (elle se trouve 

également dans certains kératane-sulfates des matrices extracellulaies). Les oligosaccharides des 

N-glycosylprotéines comportent toujours un noyau pentasaccharidique commun, le 

mannotriosido-di-N-acétylchitobiose, lié à la protéine par l'intermédiaire d'un résidu d'asparagine. 

En fonction des substitutions de ce noyau par des monosaccharides supplémentaires, on 

distingue trois types de glycannes (voir les revues & Montreuil dé@ citées) : 

- le type oligomannosidique ("high-mannose type") : le noyau n'est substitué que par des 

résidus d'a-Man 

- le type N-acétyllactosaminique ("complex type") : le noyau est substitué par des résidus de 

GlcNAc, Gd,  Fuc, NeuAc, avec la caractéristique que les a-Man portent au moins le disaccharide 

Gal(p1-4)GlcNAc (N-acétyllactosamine) 

- le type mixte ("hybrid type"), comportant à la fois des résidus de Man et d'autres 

monosaccharides. 

Le terme d'antenne a été introduit (Montreuil, 1982) Fr?lir rendre compte de la forme des 

"branches" oligosaccharidiques qui substituent le noyau commun. Ce terme est actuellement adopté 

et généralisé (Sharon, 1986). Les structures des oligosaccharides sont donc qualifiées de mono-, 

di-, tri-, tétra-, penta- ou hexaantennées. Des exemples schématiques de ces différentes classes de 

N-glycosylprotéines sont présentés dans la figure 12. 

Les glycannes présentent une micro-hétérogénéité : 

- par la fucosylation de la GlcNAc du point d'attache 

- par la glycosylation terminale à l'extrémité non réductrice (présence d'acides sialiques différents, 

liés en a2-3 ou a2-6, fucosylation terminale excluant alors la présence d'acide sialique et 

vice-versa). Par ailleurs, les oligosaccharides peuvent porter des groupements chargés autres que 

les acides sialiques, tels des phosphates ou des sulfates. 

La biosynthèse des N-glycosylprotéines est extrêmement complexe ; elle fait intervenir 

plusieurs compartiments cellulaires et un équipement glycosyltransférasique particulier. Elle est 

décrite comme un phénomène à la fois CO- et post-traductionnel, la protéine naissante dans la 
lumière du réticulum endoplasmique rugueux (RER) étant chargée très tôt d'un oligosaccharide 

précurseur. Trois étapes majeures se dégagent au cours du processus (voir les revues de Snider, 

1984 et de Verbert et al., 1987) : . 
- dans un premier temps, l'oligosaccharide précurseur est formé, ancré à la membrane du RER par 

un intermédiaire lipidique, le dolichol-pyrophosphate ; 

- le précurseur est ensuite transféré en bloc sur la protéine naissante (pour le rôle-clé de ce transfert, 

voir Kaplan et al., 1987) et subit une dégradation séquentielle par des glycosidases ("trirnming"); 

- la troisième étape se déroule dans l'appareil de Golgi ; elle consiste en une "maturation" des 

glycannes par addition successive, séquentielle et spécifique des monosaccharides constitutifs du 

glycanne final. 

Ces trois étapes sont résumées dans la figure 13. 
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Figure 12 : Variabilité des structures glycanniques liées à l'asparagine. Représentations schématiques de 

structures N-acétyllactosaminiques biantennées (C, D) ; triantennées (E, F) ; tétraantennées (G, H, 1). Le noyau 

invariable des glycannes liés à l'asparagine est représenté sans (A) et avec (B) un résidu d'osamine intercalaire. 
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Fig. 1. Schematic pathway of N- 
linked oligosaccharide synthesis and 
processing. The reactions 1,2.3.4 
and 5 are the different steps of the 
dolichol cycle. Reaction 6 is &talyzed 
by the oligosaccharidyltransferae. 
~rocessing-is initiated by the removal 
of the terminal glucose residue by 
an a-glucosidae 1 (reaction 7) and 
the two inner glucose residues are 
removed by a single glucosidase 11 
(reaction 8). A specific RER a-1.2 
mannosidase (reaction 9) leads to the 
formation of a Man,GlcNAc, gly- 
can which exits from the RER to the 
cis Golgi where maturation occurs. 
The further reactions are catalyzed 
by the following enzymes: 1: N- 
acetylglucosaminylphosphotrans- 
ferase ; 1 1 : N-acetylglucosamine- 1 - 
phosphodiester-N-acetylglucosami- 
nidase; 10: Golgi mannosidase 1 ; 
1 1 : N-acetylglucosaminyitrans- 
ferase 1 ; 12 : Golgi mannosidase 11 ; 
13,13':  N-acetylglucosaminyltrans- 
ferase I I  and fucosyltransferase; 14: 
galactosyltransferase; 15,15' : sialyl- 
and fucosyltransferase. The symbols 
represent : : N:acaylglucosamine ; 
O : rnannose; A :  glucose; A :  
fucose: E : galactose: a : sialic acid. 

Figure 13 : Schéma global de la biosynthèse des glycannes liés à l'asparagine, tiré de la revue de 

Verbert et al., 1987. La structure tridimensionnelle de l'appareil de Golgi est rappelée en encart 

(d'après Alberts et al., 1983). 



4. Lectines 

Les lectines (du latin legere : opter, choisir) sont des (g1yco)protéines non synthétisées par . 
un système immunitaire, capables de reconnaître et de fixer des sucres et qui agglutinent des 

cellules etlou précipitent des glycoconjugués (Goldstein et al., 1980). Ces protéines sont . 
multiménques et possèdent au moins deux sites de reconnaissance de sucres. 

Certaines lectines végétales sont mitogènes, d'autres sont cytotoxiques et ces propriétés 

peuvent être mises à profit pour sélectionner in vitro des sous-populations de cellules résistantes 

exprimant peu ou pas d'oligosaccharides reconnus par la lectine. 

Leur propriété de reconnaissance de motifs oligosaccharidiques peut égaiement être utilisée 

pour fractionner des glycannes, glycopeptides ou glycoprotéines sériques ou membranaires. La 

spécificité des lectines, ainsi que leurs uhlisations dans le fractionnement par les techniques de 

chromatographie d'affinité après immobilisation sur un support, sont décrites dans les revues 

d'Osawa & Tsuji, 1987 et de Merkle & Curnmings, 1987. 

Pour une revue historique et pour un exposé complet des propriétés et de l'éventail 

d'utilisation des lectines, le lecteur pourra se reporter à la revue de Lis & .Sharon (1984) et à 

l'ouvrage de Liener, Sharon & Goldstein (1986). 

Les glycoconjugués sont des molécules complexes, présentant une grande variabilité. De par 
les difficultés que pose leur analyse structurale, l'étude de leurs fonctions n'a pu être abordée que 

depuis une vingtaine d'années seulement. Nous avons évoqué leurs caractéristiques, leurs voies 

biosynthétiques et certaines de leurs fonctions ; nous focaliserons notre attention sur les rôles qu'ils . 
peuvent jouer dans la "vie sociale" des cellules dans le paragraphe "Surface cellulaire", ci-dessous, 

où seront exposées leurs implications dans l'adhésion, l'invasion et la diffusion métastatique des . 
cellules tumorales. 



LLULATRE" SlEGE D'INTEJXACTIONS D. "SURFACE CE 

"La vie, c'est la communication" (Jean-Luc Godart) 

Remaraues rzénérales 

Le terme de "surface" cellulaire est à considérer au sens large : outre la membrane 

plasmique, il convient d'y faire figurer la couche glucidique externe ("glycocalyx") et la matrice 

extracellulaire. Le tout forme un ensemble fonctionnel in vivo, les interactions étroites entre la 

cellule et la matrice étant à la base de processus normaux (histogenèse, neurogenèse, angiogenèse) 

et pathologiques (invasion et métastase). Cet ensemble est par ailleurs en relation avec le 

cytosquelette. 

Une organisation fonctionnelle en "étages" permet à la cellule normale de recevoir des 

signaux de son environnement, l'appelant à accomplir telle ou telle autre fonction, ou encore à se 

diviser. Il est alors concevable qu'une perturbation de la vie "sociale" de la cellule aussi profonde 

que la diffusion métastatique des cellules tumorales, affecte plusieurs de ces "étages organisateurs". 

Les modifications structurales détectées par de multiples études ne sont que le reflet de 

modifications génétiques, puisque tous les éléments constitutifs de cet ensemble sont synthétisés 

par la cellule et se trouvent donc sous le contrôle de son génome. 

L'implication des altérations structurales dans le fonctionnement du système est considérée, 

à l'heure actuelle, comme un épiphénomène. Son importance n'en est pas moins capitale puisqu'à 

défaut de "corriger" génétiquement les cellules tumorales, la thérapeutique peut s'appuyer sur une 

élimination sélective de ces cellules (ou de leurs effets néfastes) en mettant à profit les marqueurs 

qu'elles portent. 

Nous allons définir brièvement les composés majeurs de la "surface cellulaire", pour décrire 

un schéma fonctionnel de l'ensemble. Le comportement malin des cellules métastatiques peut être 

ramené à des perturbations de ce schéma. 

2. La membrane cellulair~ 

Les cytomembranes forment un réseau continu (figure 14) délimitant la cellule de 

l'environnement et conférant à celle-ci sa caractéristique d'''unité vivante". Les cytomembranes 

permettent en outre la compartimentation qui est une des clés du fonctionnement cellulaire en 

tant que mode de régulation de ce fonctionnement. 

Toutes les cytomembranes et la membrane plasmique en particulier sont formées par 

l'association d'une multitude de macromolécules, organisées en un ensemble fluide, non figé dans 

l'espace et le temps. Cette organisation en mosaïque fluide a été modélisée dans un travail 

devenu classique (Singer & Nicolson, 1972 ; voir aussi le récent modèle de Mountford & Wright, 

1988). La membrane plasmique est constituée d'une double couche de lipides complexes 

bipolaires formant une matrice hydrophobe au sein de laquelle "flottent" les autres constituants 

membranaires : (glyco)protéines, glycosphingolipides, cholestérol ... Cette bicouche lipidique est 
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Figure 14 : Le réseau de cytomembranes. Les compartiments topologiquement équivalents sont 

indiqués en gris (Alberts et al., 1983). 
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responsable du maintien de la fluidité membranaire puisqu'elle contient des molécules qui 

stabilisent ou déstabilisent localement la fluidité (Shinitzky, 1984). 
La membrane plasmique présente une asymétrie fonctionnelle (Rothman & Lenard, 

1977). 2 à 10 % en poids des membranes plasmiques normales sont constitués de glucides 

(Alberts et al., 1983). En particulier, la copule glucidique des composés membranaires est toujours 

située à l'extérieur de la cellule et forme en partie le "glycocalyx", considérablement épaissi quand 

la cellule se transforme (figure 15, tirée de Torpier & Montagnier, 1969). Les glycoconjugués de la 

surface cellulaire sont considérés, de par leur situation privilégiée, comme des médiateurs 

d'interactions cellulaires, faisant intervenir des phénomènes de reconnaissance moléculaire 

spécifiques. A ce titre, ils sont impliqués dans la cascade métastatique au niveau de l'invasion et de 

l'implantation des cellules tumorales au site secondaire (voir plus loin). Les lectines 

membranaires du tissu-"cible", agissant comme des récepteurs de glycannes aberrants (ou, à 

l'inverse, les lectines portées par les cellules métastatiques servant de "tête chercheuse" du 

tissu-"cible"), peuvent être impliquées dans la fxation des cellules au site secondaire. 

3. Mamce extracellulaire et cvtosauelette 

La matrice extracellulaire est un réseau complexe de collagènes et d'élastine, noyés dans 

une "substance fondamentale" composée de protéoglycannes et de diverses (glyco)protéines, 

comme la fibronectine (revue de Hynes, 1985), la laminine (Foidart et al., 1980) ou la 

thrombospondine (Lawler, 1986). Elle est en relation avec le réseau d'actine du cytosquelette 

par l'intermédiaire de plaques d'adhésion faisant intervenir une pléiade de protéines 

intracellulaires telles la vinculine, la vimentine et la taline (consulter Alberts et al., 1983), ou des 

complexes transmembranaires, tel celui de l'intégrine (Buck & Horwitz, 1987). Le cytosquelette 

est, quant à lui, responsable des mouvements cellulaires se déroulant au cours de la croissance et de 

l'invasion tumorale (Raz & Ben-Ze'ev, 1987) ainsi qu'au cours de la différenciation (Ben-Ze'ev, 

1987). La matrice joue également un rôle de "filtre" macromoléculaire et influence la 

différenciation, la morphogenèse et la mitose. L'existence de récepteurs situés au niveau de la 

membrane plasmique exerce une influence d'ordre chimique, mais aussi mécanique, sur la cellule. 

Ceci conduirait à une régulation de l'expression génique en modifiant l'association du cytosquelette 

avec le matériel génétique. En effet, l'hypothèse d'une "réciprocité dynamique" entre la matrice 

extracellulaire et le génome a été proposée (Bissell et al., 1982 ; Bissell & Barcellos-Hoff, 1987), 

le génome contrôlant à son tour la matrice extracellulaire par l'intermédiaire de ses fonctions 

biosynthétiques. Plus récemment, Junker & Heine (1987) ont montré l'effet de la matrice 

extracellulaire sur la croissance de cellules transformées, faisant ainsi apparaître son rôle 

d'''organite-clé", en tant que médiateur de l'adhésion, dans cette croissance. Si l'hypothèse de 

Bisell n'est pas encore totalement vérifiée et admise, la complexité connue à ce jour des relations de 

la matrice extracellulaire avec l'intérieur de la cellule pose des questions sur l'étendue de notre 

connaissance dans ce domaine. Décrire les composants structuraux du système relève du "jeu de 

compilation" et intégrer ces composants dans un schéma fonctionnel global demande davantage de 

connaissances. Certains éléments du "puzzle" sont pourtant en place et concernent les rôles 

reconnus de la matrice extracellulaire dans la capacité invasive des cellules tumorales. 



Figure 15 : Epaississement du glycocalyx lors de la transformation cellulaire. Photographie de 

microscopie électronique (Torpier, 1969). 1 : cellules BHK de référence ; 2, 3 ,4  : cellules BHK 

transformées. 
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La cellule métastatique doit se frayer un passage à travers l'endothélium à deux reprises au 

moins : tout d'abord, en quittant la tumeur primaire, pour passer dans la circulation et elle doit 

ensuite adhérer de nouveau et traverser la barrière endothéliale, ainsi que la lame basale 

sous-jacente, avant de s'implanter dans le parenchyme du "tissu-cible" (figure 16). 

Un nombre impressionnant d'études portent sur cette seule propriété d'invasion des 

c cellules tumorales. Cette propriété fait intervenir non seulement la matrice extracellulaire, 
topologiquement indispensable, mais aussi le cytosquelette, dans la mesure où la cellule 

transformée change souvent de forme (figure 17) et que les mouvements cellulaires conmbuent à la 

"réussite" du processus invasif (Grimstad, 1987). Les oncogènes sont probablement impliqués 

dans les mécanismes de l'invasion mais, faute d'un test précis et universel ainsi que d'une 

méthodologie déteminée, leur rôle à ce niveau est encore discuté (Mareel & Van Roy, 1986). De 

tels tests sont actuellement au point (Mareel et al., 1987) qui devraient permettre d'élucider à terme 

l'implication des oncogènes. 

Le rôle de la matrice extracellulaire dans l'invasion est mieux connu, à la lumière de 

nombreux travaux portant sur les activités protéolytiques des cellules tumorales. Ces dernières sont 

capables de migrer en dégradant les composés de la matrice ou de la lame basale, par exemple les 

collagènes (voir les revues de Liotta et al., 1983 ; Terranova et al . 1986). 

L'adhésion des cellules tumorales au substrat présente des différences spécifiques à chaque 

type de tumeur (Varani et al., 1987). L'importance de l'adhésion, en tant que premier événement 

du processus invasif, est reconnue depuis longtemps (voir Stocker et al., 1968 et les revues de 

Roos, 1984 ; Fidler et al., 1978). Enfin, l'implication des molécules d'adhésion cellulaire 

(CAM : Ce11 Adhesion Molecules) est actuellement connue (Edelman, 1985) et les controverses 

rapportées il propos de leur rôle dans le cancer (Parish et al., 1987) devraient encourager les 

recherches à leur sujet. 

En marge du schéma fonctionnel de la "surface cellulaire", nous devons faire apparaître 

l'angiogenèse (du grec a w o v  : vaisseau et y w q o r q  : genèse). 

Si les tumeurs ne contiennent généralement pas de vaisseaux, elles ne sont pas moins 

intensément vascularisées. En effet, une angiogenèse active a lieu autour des tumeurs en 

croissance, faisant appel à des facteurs sécrétés par celles-ci (revue de Folkman & Klagsbrun, 

1987). Une protéine angiogène, I'angiogénine, a été décrite chez des cellules cancéreuses 

humaines (Fett et al., 1985) et retrouvée depuis dans le plasma humain normal (Shapiro et al., 

1987) et le lait de Vache (Maes et al., 1988). Le rôle dans la méta,. e de cet appel de vaisseaux 

(figure 18) est "logique" pour des cellules d'une tumeur qui "veulent" métastaser. 

Ainsi Foliunan émit l'hypothèse selon laquelle toute croissance de tumeur solide est sujette à 

une néovascularisation préalable, convergeant vers la tumeur (Folkman, 1985). Les oncogènes 

pourraient être impliqués à ce niveau puisque les facteurs (ou des récepteurs membranaires à des 

facteurs) angiogènes, tels les TGF (Tumor Growth Factors), les FGF (Fibroblast Growth 

Factors) ou I'EGF (Epidermal Growth Factor), sont spécifiés par des oncogènes (Goustin et al., 

1986) (figure 5, p. 22). Ces facteurs de croissance sont largement impliqués dans le déroulement 
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Figure 16 : Schéma du passage des cellules métastatiques dans la circulation. Noter les deux 
traversées de l'endothélium et l'aggrégation avec les cellules sanguines dans le capillaire représenté, 
(Raz & Ben-Ze'ev, 1987). 

Figure 17 : Comparaison des mouvements de cellules faiblement (A, C) et fortement (B, D) 

métastatiques cultivées in vitro (Raz & Ben-Ze'ev, 1987). 



Figure 18: Hypothèse de Folkman sur la néovascularisation des tumeurs en croissance (Folkman, 

1987). 

Figure 19 : La "surface" cellulaire d'après Aplin & Hughes, 1982. Les différents constituants du 

système sont dessinés approximativement à l'échelle. 
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des programmes du développement embryonnaire ; la similitude des mécanismes régissant la 

tumorigénicité avec ceux qui régulent le développement se profile à l'arrière-plan de ces 

rapprochements. 

5.  Transduction de s i ~ a u s  

Le rôle de la "surface cellulajre" (figure 19) en tant que médiateur des interactions cellulaires 

est actuellement admis. La cellule normale, comme la cellule cancéreuse, se sert de ce réseau 

moléculaire complexe pour répondre à. des stimuli extérieurs et est ainsi capable de réagir à des 

signaux physiques ou chimiques par une action spécifique. 

Les signaux mitotiques (ou régulateurs) en particulier sont véhiculés par des facteurs de 

croissance ou des hormones. Leur mode d'action fait intervenir des récepteurs spécifiques au 

niveau membranaire, ainsi qu'une série de réactions biochimiques à l'"étage organisateur" 

sous-jacent qu'est l'intérieur de la cellule. Les seconds messagers mis en œuvre peuvent être 

partagés en deux groupes fonctionnels : 

- les messagers énergétiques, tel SAMP cyclique, le GTP et les phospho-inositols (voir les revues 

de Bercidge, 1987 et Nishizuka, 1988) 

- les messagers à "intelligence moléculaire'', tel le complexe de protéine-kinases (voir les revues de 

Hunter, 1987 et Benidge, 1987). 

Ces deux groupes coopèrent dans l'interdépendance pour assurer le fonctionnement correct 

du système cellulaire. Par exemple, entre le moment où un signal mitotique traverse le "filtre" de la 

matrice extracellulaire et se fixe sur son récepteur et le moment où la cellule entre en division, la 

cascade de réactions biochimiques fait intervenir successivement la matrice extracellulaire, la 

membrane cellulaire, le cytosquelette, au moins un second messager, puis la transmission du signal 

mitotique au noyau qui, à son tour, engage et contrôle la mitose. Un signal mitotique aberrant ou - 
une transduction aberrante d'un signal normal, suffisent parfois à induire des mitoses incontrôlées 

qui conduisent la cellule sur la voie de la transformation et du cancer. 

Les oncogènes sont fortement impliqués dans la transduction des signaux, puisqu'un certain 

nombre d'entre eux spécifient des protéines membranaires qui ont des fonctions dans cette 

transduction. Le génome est, de toute évidence, un site préférentiel d'action des promoteurs 

tumoraux (Lerman et al., 1986 ; Lerman et al., 1987). Les esters de phorbol (voir Blumberg, 

1988) qui entrent dans cette catégorie, sont responsables de l'activation de kinases intracellulaires 

(Nishizuka, 1988), mais aussi de la modification d'activités glycosyltransférasiques (Kiguchi et 

al., 1986 ; Moskal et al., 1987). Les esters de phorbol jouent à la fois un rôle dans la promotion 

tumorale et dans la transduction de signaux (Castagna, 1987). Les mécanismes ' 'ochimiques 

reliant ces différents phénomènes sont encore inconnus, mais l'intégration de l'ensemble de ces 

observations dans un schéma fonctionnel devient de plus en plus envisageable (Kellie, 1988). 

Une autre classe de (g1yco)protéines de surface à rôle capital dans la communication entre . 
cellules, sont les canaux ioniques ou ionophores membranaires. Leur fonction dans le maintien 

des concentrations ioniques intracellulaires et du potentiel électrochimique transmembranaire est ' 

bien connue dans les systèmes musculaire et nerveux, mais presque inconnue dans la 

transformation cellulaire. Il est cependant facilement imaginable que les produits de certains 
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oncogènes spécifiant des GTPases ou des kinases (en relation par conséquent avec le métabolisme 

calcique intracellulaire) soient impliqués dans la modulation d'activités ionophorétiques. A titre 

d'exemple, le lecteur pourra se référer à une étude récente (Gaffrey et al., 1987) indiquant que 

divers mitogènes ainsi que les oncogènes c-Ha-ras, c-myc et v-erb B, peuvent bloquer, après 

transfection, l'induction d'ionophores dépendants du voltage (canaux Ca++, Na+, K+) de 

myocytes en culture in vitro. 

D'autre part, la motilité cellulaire accrue que l'on peut observer après transformation par 

l'oncogène ras (Varani et al., 1986) , fait intervenir les protéines contractiles du cytosquelette et 

donc le métabolisme calcique. De même, la régulation des signaux transmembranaires par la 

phosphorylation de récepteurs (revue de Sibley et al., 1987) et le jeu des kinases (revue de Hunter, . 
1987) doit être en relation avec les mouvements des ions Ca++. 

Notons enfin qu'un effet cytotoxique accru de l'ouabaïne qui bloque 1'ATPase 

NaIK-dépendante (pompe Na/K de la membrane plasmique) a été décrit sur des cellules NIH 3T3 

transformées par l'oncogène v-Ki-ras (Tagliafem et al., 1987). 

Les potentiels transmembranaires peuvent être considérés comme des outils de détection de 

tumeurs puisque des potentiels de plus en plus électronégatifs sont associés à des taux de 

prolifération de plus en plus faibles (Niemtzow, 1987). 

E. LE PHENOTYPE MALIN 

1. Marqueurs tumoraux de nature oli~osacchandiaue 

a. Les antigènes oncofœtaux 

Les programmes génétiques régissant le développement embryonnaire comportent des 

régulations précises de l'expression d'oligosaccharides. L'antigène SSEA-1 (Stage-Specific 

Embryonic Antigen), dont la structure s'écrit Gal(p1-4)Fuc(al-3)IGlcNAc (Solter & Knowles, 

1978), est capable d'inhiber la compaction embryonnaire, ce qui suggère l'intervention de cette 

structure dans les interactions cellule-cellule ou/et cellule-substrat. 
D'autres déterminants antigéniques exprimés lors de l'embryogenèse possèdent une 

distribution très limitée chez l'adulte. C'est le cas, par exemple, des antigènes glycolipidiques de 

type Lea et LeX (voir la revue de Hakomori & Kannagi, 1983) qui se trouvent ré-exprimés dans 

certains cancers malins. De même, des antigènes de groupe sanguin du système ABH ont été 

retrouvés modifiés dans des cas de carcinomes colorectaux (revue de "-Jcomori, 1984). 

Ces aberrations suggèrent que l'expression de ces structures reflète le déroulement d'un 

programme embryonnaire (Feizi, 1985), remis en route lors de la dérive maligne. 

b. Multi-antennarisation des glycannes 

Les travaux entrepris dans notre laboratoire (Debray et al., 1983) sur les cellules BHK et sur 

leurs homologues transformées par le virus du sarcome du Hamster (cellules BHKIHSV) ont 



44 

montré une augmentation du nombre d'antennes sur les glycannes des N-glycosylprotéines 

membranaires des cellules transformées par rapport aux glycannes des cellules BHK de référence, 

d'après le comportement de ces glycannes en chromatographie d'affinité sur la ConA immobilisée. 
Ces différences ont été retrouvées sur les glycannes des fibronectines sécrétées par ces mêmes . 
cellules (Delanncy et al., 1985) , ce qui permet de penser que les systèmes glycosyltransférasiques 

de la cellule sont affectés dans leur ensemble par la transformation virale. 

La multi-antennarisation a par ailleurs été retrouvée sur des cellules BHK transformées par le 

virus du polyome (Yamashita et al., 1984), sur des lignées transformées de cellules uroépithéliales 

humaines (Debray et al., 1986), sur des cellules BHK transformées par le RSV qui contient 

l'oncogène src (Pierce & Arango, 1986), sur des fibroblastes Nil-8 transformés par le virus du 

sarcome du Hamster (Hubbard, 1987) ou encore des fibroblastes NIH 3T3 rendus métastatiques in 

vivo après transformation par l'oncogène c-Ha-ras activé (Cazlaris et al., 1988 soumis, voir le 

Chapitre III "Résultats") ainsi que sur des cellules BHK transformées par ce même oncogène (voir 

également le Chapitre IIi  "Résultats"). 

Dans un élégant travail, (Dennis et al., 1987) la corrélation négative de ce phénomène a été 

montrée : des mutants lectine-résistants qui ont perdu leur capacité métastatique in vivo, avaient 

aussi perdu l'activité N-acétylglucosaminyltransférase V (GnT V), responsable de la formation de 

l'antenne liée en pl-6 au résidu de Man al-6 sur les glycannes de type N-acétyllactosaminique. 

En conclusion de ces différents travaux, nous pouvons considérer l'antennarisation en p 1-6 

comme un marqueur métastatique. 

Un troisième groupe d'études consiste à tenter de bloquer par "voie chimique" l'expression 

des glycosyltransférases. Ainsi l'activité GnT V est inhibée par un accepteur synthétique (Pierce et 

al., 1987), ce qui provoque une chute du potentiel métastatique in vivo. 

Les inhibiteurs de la N-glycosylation, telle la castanospermine (qui bloque les 

a-glucosidases du "trimming"), la swainsonine (qui bloque la mannosidase II) ou la tunicamycine . 
(qui bloque à son premier stade la formation du Dol-PP-oligosaccharide) ont été utilisés par 

différents auteurs (Humphries et al., 1986; 1986a) pour inhiber la colonisation pulmonaire par des - 
cellules de mélanome murin traitées. Les travaux sur ce modèle ont commencé dès le début des 

années 1980 avec l'équipe de Nicolson (Irimura et al., 1981). 

La swainsonine augmente l'activité des cellules NK (Natural Killer) agissant ainsi comme 

un immunomodulateur (voir le paragraphe 2. ci-dessous) antirnétastatique (Humphries et al., 

1988). De même, le traitement par la swainsonine provoque la chute du potentiel métastatique in 

vivo (Dennis, 1986a) et la perte du phénotype transformé (De Santis et al., 1987). Dans cette 

dernière étude, la question est posée de savoir si le phénotype transformé est directement affecté par 

la glycosylat;. du produit de l'oncogène. En effet, ceci est suggéré par des travaux portant sur 

l'inhibition de la glycosylation par la castanospermine, altérant la transformation par l'oncogène 

fms (Nichols et al., 1985 ; Hadwiger et al., 1986). En revanche, De Santis et al. soulignent que le 

produit de ras n'est pas glycosylé, mais que ce fait n'empêche pas la perte du phénoîype transformé 

après traitement par la swainsonine. Dans une étude encore plus récente sur ce point (Nichols et al., 

1987), la réversion du phénotype transformé, après traitement par la castanospermine, est quasi- 

totale en ce qui concerne le cytosquelette, la surface cellulaire, l'inhibition de contact, voire le 

métabolisme du glucose. 



c. Acides sialiaue~ 

Le rôle de la sialylation dans la métastase reste controversé (voir les revues de Nicolson, 

1982; Schimnacher et al., 1982). Une preuve de l'implication directe de l'acide sialique dans la 

métastase a été apportée par Yogeeswaran (Yogeeswaran & Salk, 198 1 ; Yogeeswaran et al., 1978) 

s'appuyant sur l'observation (Weiss, 1974) que le traitement par la neuraminidase affectait la 

distribution in vivo de cellules métastatiques. L'implication de la sialylation de la surface cellulaire 

dans le potentiel invasif et métastatique d'hybridomes de lymphocytes T a été récemment décrite par 

(Collard et al., 1986). 

Par ailleurs, des variants cellulaires du mélanome B 16, résistants à la WGA et qui présentent 

une tumorigénicité réduite ont été décrits (Pinnaduwage et al., 198 1). Une autre étude (Altevogt et 

al., 1983) a permis de mettre en évidence des différences de fixation de diverses lectines sur l'acide 

sialique de la surface cellulaire de lignées à potentiel métastatique variable, indiquant que les 

modifications de la sialylation sont corrélées à la progression tumorale. 

Enfin, des résultats obtenus dans notre laboratoire montrent une corrélation directe de la 

sialylation avec la malignité. Nous avons pu observer (voir Chapitre III : "Résultats") une nette 

augmentation de l'activité sialyltransférasique des cellules NIH 3T3 et BHK à la suite de la 

transformation par l'oncogène ras activé. 

d. Fucose uériohériaue et osamine intercalaire 

Le fucose remplaçant l'acide sialique en position terminale non réductrice des glycannes peut 

être considéré comme un marqueur tumoral (malheureusement non universel) à la lumière des 

travaux (Finne et al., 1982) rapportant une augmentation de l'activité fucosyltransférasique dans 

des cellules de mélanome. 

Une autre étude menée par le groupe de Kobata, portant sur les glycannes de la y-glutamyl- 

transpeptidase de sujets cancéreux a montré l'apparition d'un résidu de GlcNAc "intercalaire" (voir 

la revue de Kobata, 1987), qu'il est possible de considérer comme un marqueur tumoral. 

e. Autres maraueurs - Conclusion 

D'autres structures glycanniques aberrantes ou modifiées ont été découvertes, notamment : 

- sur des glycohormones de patients cancéreux (voir également la revue de Kobata citée ci-dessus 

, ..r les travaux de son groupe concernant lfhCG), 

- sur des glycannes de O-glycosylprotéines. A titre d'exemple, se reporter aux travaux de Redini et 

al., 1987 ; Codington et al., 1986 ; Steck et al., 1987 et la revue de Nigam et al., 1982, 

- sur les glycolipides (Laferté et al., 1987 ; Nudelman et al., 1983 et revues de Hakomori déjà 

citées). 
Nous conclurons en précisant que les modifications glycanniques associées à la 

transformation cellulaire peuvent faire l'objet d'un long "catalogue" de structures, que nous avons 

tenu à éviter. Nous avons préféré nous en tenir aux quelques marqueurs décrits jusqu'ici, en 
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renvoyant le lecteur à la bibliographie pour des détails supplémentaires et notamment aux revues 
suivantes : Warren et al., 1978 ; Nicolson, 1982 ; Turner, 1982 ; Hakomori & Kannagi, 1983 ; 
Smets & Van Beek 1984 ; Hakomori 1985 ; Hakomori 1986 ; Dennis & Laferté, 1987 ; Raz et al., 
1980. 

. . 
2. ]eeveloppernent du p m -  malin Zn vivo 

a. 7 

Après une première activation, la cellule se transforme, entre en division et forme une 
tumeur primaire. Des cellules de cette tumeur, probablement modifiées par une seconde activation, 

b. Surveillance immuns 

quittent ce site, s'infiltrent dans les vaisseaux et transitent dans la circulation, jusqu'à ce qu'elles 
trouvent un site secondaire. Elles s'y implantent et y prolifèrent, en formant des tumeurs 
secondaires. Elles peuvent s'en détacher à nouveau pour former des métastases secondaires. Les 
oncogènes et les glycoconjugués de surface sont impliqués dans ce processus à différents niveaux. 

Les cellules métastatiques sont constamment au contact de cellules immunocompétentes 
pendant leur transit dans la circulation. Ce transit peut durer plusieurs années, comme le montre 
l'observation clinique. En effet, une tumeur enlevée par chirurgie peut donner des métastases 
longtemps après. Ceci pose le problème de la surveillance immune (Bumet, 1964 ; Bumet, 
1970). Les cellules métastatiques se montrent capables d'échapper aux macrophages et aux autres 
cellules cytotoxiques mais il est probable que le système immunitaire soit bien actif et que les 
cellules qui "réussissent" à y échapper pour former des métastases soient, en fait, issues d'une - 
sévère sélection. Les cellules tumorales sont probablement détruites en grande majorité et les 
métastases observées correspondent au "sommet émergé de l'iceberg". Fidler a décrit les cellules . 
métastatiques comme des "champions du décathlon in vivo" (Fidler, 1978). 

Une explication possible de ce phénomène serait que les antigènes foetaux de différenciation, 
ré-exprimés en cas de cancer (voir par exemple Escribano et al., 1986), ne sont pas reconnus 
comme du "non-soi" par les cellules immunitaires. 

De nombreux travaux portent sur l'implication et le comportement du système immunitaire 
dans la prévention naturelle de la métastase. Le foie est un organe où la destruction des cellules 
tumorales est active Walter et al., 1986). Le rein semble jouer aussi un rôle (Weiss et al., 1986). 
Des macrophages dits "intratumoraux" ont été détectés à proximité des tumeurs (Bugelski et al., 
1987 ; revue de Mc Bride, 1986), ce qui semble indiquer que les cellules cancéreuses sont bien 
immunogènes (voir la revue d'Ashman, 1987). En effet, un "réseau immunitaire" est formé pour 
rejeter les tumeurs (Evans, 1986). 

Les cellules NK ont également un rôle dans le contrôle de la croissance tumorale et la 
métastase (Hanna, 1985), de même que les plaquettes (Honn et al., 1987). L'activité NK semble 
être inhibée par une sialylation accrue (Van Rinsum et al., 1986) ce qui powrait expliquer, du 
moins en partie, la survie de certains clones tumoraux présentant une hypersialylation de surface. 
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Une explication directe de l'effet bénéfique d'immunostimulants dans la thérapeutique est 

fournie par les travaux montrant une régulation de la prolifération cellulaire par l'interféron (Kulesh 

& Greene, 1986). 

D'autre part, les prostaglandines ont un effet sur le contrôle de la métastase (Fulton, 1987). 

Notons enfin que la clonalité des tumeurs est discutée. Si des cellules isolées 

parviennent à coloniser un site et à y proliférer, il est logique de considérer les tumeurs 

métastatiques comme des "clones" cellulaires (Iannaccone et al., 1987). En revanche, la clonalité 

n'est pas retrouvée au plan immunologique (Fidler, 1978a ; Fidler et al., 1978) et les tumeurs 

apparaissent donc hétérogènes. 

La biologie de la métastase est un vaste sujet sur lequel la bibliographie est surabondante et il 

nous paraît déplacé de tenter de le passer complètement en revue. Nous renvoyons par conséquent 

le lecteur à la bibliographie et notamment aux revues suivantes : 

Fidler, 1978 et 1978a ; Fidler et al., 1978 ; Poste & Fidler, 1980 ; Raz et al., 1980 ; Warren, 1980; 

Sugarbaker, 1981 ; Nicolson, 1982 ; Hagmar et al., 1984 ; Klein & Klein, 1985 ; Tarin, 1985 ; 

Spandidos, 1986 ; Tachibana & Yoshida, 1986 ; Dennis & Laferté, 1987 ; Gabius, 1987 ; 

Nicolson, 1987 et 1987a. 

Notons pour conclure que le "phénotype maiin" est à considérer comme un "état cellulaire'' 

accessible par différentes voies fonctionnelles (activation d'oncogènes, absence de modulation de la 

cancérogenèse multi-étapes, dérèglements de la surveillance immune...). 

L'expression d'antigènes tumoraux de nature oligosaccharidique pourrait bien être une des 

causes de l'essaimage métastatique des cellules tumorales en faisant intervenir des mécanismes de 

reconnaissance spécifique par des lectines membranaires au niveau du site secondaire. Une des 

voies qui permettent de confirmer cette thèse est la recherche de nouvelles structures glycanniques 

spécifiquement altérées par la transformation maligne. Cette démarche sera exposée dans le 

paragraphe "Stratégies de recherches" ci-dessous où seront également présentés les modèles 

expérimentaux choisis au cours de notre travail. 

F. STRATEGTE DE RECHERCHES - CONCLUSTON 

1. Approches thérapeutiques 

Diverses approches à but thérapeutique ont été entreprises, qui font appel à des méthodes 

imrnunologiques et qui visent à empêcher la fixation des cellules métastatiques sur le site secondaire 

en masquant les marqueurs qu'elles portent à l'aide d'anticorps monoclonaux. Par exemple il est 

possible d'inhiber la colonisation pulmonaire par des cellules de mélanome B 16 (Herd, 1987) et 

des anticorps monoclonaux ont été dressés contre l'antigène 17-1A de cellules épithéliales 

(Gottlinger et al., 1986). 

Une autre stratégie consiste à éliminer spécifiquement les cellules tumorales, voire 
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métastatiques, par la technique du ci blage de drogues antimitotiques. Cette approche fait 

intervenir l'emploi de néoglycoprotéines (glycoprotéines synthétisées partiellement in vitro, 

contenant un glycanne reconnu par les lectines membranaires tumorales et une drogue cytotoxique, 

ou d'anticorps spécifiques auxquels sont conjugués les agents antitumoraux). Le traitement de 

cellules par ce type de glycoconjugués fait intervenir alors la "surface" cellulaire et les mécanismes 

d'endocytose (voir Pearse, 1987) ; le conjugué est internalisé et la drogue libérée dans la cellule 

où elle peut exercer sa fonction cytotoxique (voir, à titre d'exemple, Gabius et al., 1987). 

Ces stratégies connaissent des échecs (Embleton et al., 1986) et ne sont donc pas 

généralisables. Elles n'en sont pas moins prometteuses, sachant qu'elles se trouvent encore à leurs 

débuts. A ce titre, seule la recherche de marqueurs de surface spécifiques de la cellule transformée 

ou maligne, pourrait apporter des avancées précieuses dans ce domaine. 

Nos recherches s'inscrivent également dans ce cadre. En effet, s'il est important de 

comprendre l'effet de la transformation par les oncogènes sur la "surface" cellulaire au plan 

fondamental, ces recherches pourront trouver, à terme, une application clinique dans l'hypothèse 

où des marqueurs nouveaux étaient découverts. 

Enfin, notons le développement d'une approche immunothérapeutique à l'aide de 

cytokines immunostirnulantes comme l'interféron-y, l'interleukine-2, le facteur de nécrose des 

tumeurs (TNF) ou le CSF (Talmadge & Black, 1988). Les auteurs soulignent que cette approche 

pose des problèmes lors de la transposition des résultats, obtenus chez l'animal, en pratique 

clinique. 

2. Modèles expenmentauq , . 

Dans notre laboratoire, la recherche de nouveaux marqueurs & nature oligosaccharidique a 

commencé depuis plusieurs années, sous l'impulsion du Professeur J. Montreuil. Différents 

modèles expérimentaux ont été utilisés : 

a. Modèle BHK - BHKIHSV 

Les cellules BHK sont des fibroblastes de rein de Hamster syrien nouveau-né 

(Mesocricenrs aureatus), établies en lignée (BHK 2 1) depuis 196 1 (Macpherson & S toker, 1962). 

Le clonage à partir de cellules isolées a fourni le clone 13 qui fut isolé un an plus tard 

(Macpherson, 1963) et déposé à 1'ATCC (CCL 10). Dans les travaux rapportant l'établissement 

d'une lignée dérivée, transformée par le virus du polyome (Macpherson, 1963 ; Montagnier & 

Macpherson, 1964), la lignée-mère BHK 21!"13 est décrite comme une souche incapable de 
former des clones en agar et non transformée. 

Les cellules BHKJHSV sont des cellules BHK transformées par le virus du sarcome du 

Hamster (Zavada & Macpherson, 1970), morphologiquement très différentes des cellules BHK et 

tumorigènes chez le Hamster. 

Des études comparées de la glycosylation de ces deux types cellulaires ont été menées au 

laboratoire (Debray et al., 1983 ; Delannoy et al., 1985). Ces travaux ont permis de mettre en 

évidence la multi-antennarisation des glycannes membranaires liés à l'asparagine chez la cellule 
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transformée, ainsi que des glycannes des fibronectines relâchées dans le milieu de culture par ces 

mêmes cellules (voir la revue de Montreuil, 1987). 
Nous avons entrepris de caractériser des structures glycanniques de ces cellules (voir 

Chapitre III). 

b. Le carcinome plmonaire de Lewis 

Ce carcinome, métastatique au poumon, a été découvert par Margaret R. Lewis, en 195 1, 

chez la Souris C57BLJ6. Une lignée dérivée (Dus et al., 1985) de ce carcinome (cellules LL2) a été 

étudiée au laboratoire. Sur la base d'une approche visant à sélectionner des sous-populations 

cellulaires in vitro par la résistance à des lectines (Kerbel et al., 1982), des variants 

lectine-résistants de ces cellules ont été sélectionnés (Debray et al., soumis, cf. Debray, 1989) qui 

possèdent des potentialités métastatiques différentes de celles de la cellule de référence. 

La caractérisation des glycoconjugués membranaires de ces variants a été entreprise par H. 

Debray au laboratoire, en collaboration avec le groupe qui a isolé les cellules LL;! (Debray, 1989). 

Lors de notre stage de D.E.A. (Cazlaris, 1986), nous avons participé à l'isolement et à l'étude des 

structures glycanniques exprimées par les cellules & ainsi que par un variant résistant à la WGA 

qui présente un potentiel métastatique réduit 

llules uroeri , . c. Le modèle des ce - ithéliales humaines 

En collaboration avec le groupe polonais ci-dessus et un groupe danois, H. Debray (Debray 

et al., 1986) a pu mettre en évidence la multi-antennarisation des glycannes liés à l'asparagine dans 

différentes lignées de cellules uroépithéliales humaines. 

d. Nouveau modèle 

Nous avons introduit au laboratoire un nouveau modèle qui fait appel à la transformation 

cellulaire par transfection d'oncogènes. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le 

laboratoire du Professeur D. Stéhelin, à l'Institut Pasteur de Lille. 

Notre choix s'est porté sur les fibroblastes murins NIH 3T3 (Jainchill et al., 1969), 

transformés par l'oncogène humain c-Ha-ras EJ. Nous avons également transfecté ce gène dans 

les cellules BHK 21lC13, ce qui nous permet de comparer plusieurs systèmes de paramètres : 

- L'effet de l'expression de l'oncogène ras activé sur la glycosylation membranaire dans 

deux modèles cellulaires différents (BHK 21lC13 et NIH 3T3). 
- L'effet global de la "transformation" sur cette glycosylation, puisque nous avons mené 

cette même étude structurale en parallèle sur les cellules BHK/HSV (transformation virale) et BHK 

ras (transformation par l'oncogène activé). 

Les trois paragraphes suivants portent sur notre stratégie de recherches. Les choix 

concernant l'oncogène et la méthode employée y sont exposés. 
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3. Choix de l'oncogène ras 

La famille ras est une famille d'oncogènes spécifiant in vivo des "protéines G (capables de 

fixer le GTP et présentant une activité GTPase) à localisation membranaire. Ils sont retrouvés dans 

un grand nombre de cancers humains notamment les cancers de la vessie, du côlon et du rectum 

(voir la revue de Barbacid, 1987). 

La famille d'oncogènes de loin la mieux connue (voir la revue de Barbacid ci-dessus), ces 

gènes ont été découverts dans les années 1960 (Harvey, 1964 ; Kirsten & Mayer, 1967) et 

identifiés comme des gènes responsables de l'induction virale de sarcomes chez le Rat (d'où leur 

nom, tu'é de rat sarcoma virus). 

Ils ont été "re"-découverts et identifiés comme des oncogènes en 1982-1983 (Chang et al., 

1982 ; Der et al., 1982 ; Parada et al., 1982 ; Tabin et al., 1982 ; Shimizu et al., 1983 ; Taparowski 

et al., 1983). Leur rôle dans la transformation cellulaire in vitro et dans la métastase in vivo est 

établi, à l'heure actuelle (voir la revue de Barbacid, 1987 ainsi que Talcahashi et al., 1986 ; Kris et 

al., 1985 ; Blomhoff et al., 1987 ; Stacey, 1988 et Waghome et al., 1987). 

Les protéines (p2 l'a) spécifiées par ces gènes (voir De Vos et al  ., 1988 ; Jurnak, 1988) 

sont retrouvées dans les tissus humains normaux (Furth et al., 1987). Ces protéines, 

micro-injectées dans la cellule, provoquent la transformation (Stacey & Kung, 1984) et une 

augmentation du pH intracellulaire (Hagag et al., 1987). Elles induisent l'expression d'un autre 

oncogène, c-fos (Stacey et al., 1987), lui-même responsable de l'augmentation des potentialités 

métastatiques (Taniguchi et al., 1986), précisant ainsi le rôle de ras dans la métastase. 

Les effets du gène ras sur les cellules N I .  3T3 (Tableau II) ont été étudiés in extenso par 

différents groupes. Un effet synergique "adénovirus-ras" a été découvert (Katz & Carter, 1986). 

Par ailleurs, l'expression de ras est corrélée directement à une acquisition de potentialités 

métastatiques (Egan et al., 1987 ; Egan et al., 1987a ; Bernstein & Weinberg, 1985 ; Bradley et al., 

1986 ; Greig et al., 1985 ; Katz & Carter, 1986 ; Collard et al., 1987 ; Thorgeinson et al., 1985 ; 

voir aussi les revues de Barbacid, 1987 et de Chambers & Tuck, 1988). 

En revanche, la corrélation de cette dérive maligne avec des modifications précises de la 

glycosylation n'a été rapportée, à notre connaissance, que dans trois cas : 

- par Santer et al., 1984 qui furent les premiers à décrire des modifications affectant les 

N-glycosylprotéines membranaires après transfection de ras dans les cellules NIH 3T3, 

- par Matyas et al., 1987 qui ont détecté des modifications des glycolipides dans ce même 

système, 

- et, plus récemment, par Bolscher et al., 1988 qui rapportent l'effet de ras sur la 

glycosylation de deux protéines cellulaires : la protéine G du Virus de la Stomatite Vésiculaire et 

l'antigène d'histocompatibilité de classe 1. Les auteurs démontrent que la glycosylation est altérée 

avant même l'apparition du phénotype transformé, ce qui permet de penser que l'effet de ras est 

très précoce et s'exerce à la base du processus de glycosylation. 

Nos travaux s'inscrivent dans ce cadre. Nous avons choisi ce même système (cellules NIH 
3T3 transformées par transfection d'un gène ras activé) de manière à nous placer dans des 

conditions permettant de comparer nos résultats à ceux déjà décrits dans la littérature. Nous avons 

choisi d'approfondir ce point en étudiant l'activité sialyltransférasique de nos cellules (voir Chapitre 



Tableau II : Effets cellulaires de l'oncogène ras (Chambers & Tuck, 1988) 

In vitro transformation propcrtics 
(e.g. focus formation, growth i t i  sort :ig:ir) 
Tumorigcnicity 
Motiliiy 
1 nvi~siveiiess 
"Experiinental" mctastatic uhility 
"Spontaneous" metastatic ability 
Altered cytoskeletal structures 
Altered membrane glycoproteins 
Altered phospholipid hiochcriiistry 
Altcrcd polyamine biosynthctic patl~wiiys 
Increased radiation resistaricc 
Increased type IV col1:igcnasc aciivity 
Increased plasrninogen activator iictivily 
Increascd secrction of growth factors 
Increased susccptibility to N K  cytolysis 
Increased expression of othcr oncogctics 
(c.g. c-nhl, c-fos) 
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ID) ainsi que les structures des glycannes exprimés par celles-ci. 

4. Choix de la méthode de transfo& 

5. Choix de modèles animaurç 

La transformation in vitro par transfection (méthode au CO-précipité DNA-phosphate de 
calcium de Graham & Van der Eb, 1973) nous a semblé être la façon la plus judicieuse d'opérer. * 

En effet, une étude récente (Kerbel et al., 1987) suggère que cette méthode d'introduction du gène 

dans la cellule affecte les potentialités métastatiques des clones transformés. Aussi avons nous 1 
1 

estimé qu'il n'était pas souhaitable de nous écarter, sur un point aussi important, de la pratique la * 

1 
plus classique dans le domaine. Nous avons préféré vérifier la non-incidence de cette méthode sur 

notre modèle. 

Ainsi, les plasmides pSV2neo (Southern & Berg, 1982), qui apporte la résistance à la 

néomycine et pSV2neo EJ (Tabin et al., 1982), qui contient le même gène de résistance fl 

de l'oncogène c-Ha-ras activé, ont été introduits par îransfection dans les cellules réceptrices BHK 
21lC13 et NIH 3T3, la transfection de pSV2neo servant de témoin pour cette méthode. Nous 

reviendrons s u  ce point plus en détail dans la troisième partie de ce mémoire consacrée aux 

résultats de nos travaux. Nous devons cepen&nt préciser, d'ores et déjà, que cette transfection "à 
blanc" nous a fourni des cellules non tumorigènes in vivo pour ce qui est de la série N E  

Nous avons choisi de travailler dans des conditions de greffe homologue et hétérologue p 

rapport à l'origine des cellules transformées dans le but d'évaluer leurs capacités tumorigène e 

métastatique. Les techniques d'étude du comportement des cellules transformées après greffe in 

vivo étant au point depuis longtemps (voir Kahn & Shin, 1979) mais évoluant encore (Naomoto et 

al., 1987), nous ne nous étendrons pas sur ce point. Nous renvoyons le lecteur aux excellentes 

revues de Fidler (Fidler, 1978a et 1986), notamment sur l'utilisation de Souris athy 
t'nudett. 

Ce modèle présente l'avantage d'éviter l'interférence des cellules étudiées avec les 

immunitaires de l'animal récepteur, normalement responsables de la destruction d'un grand nombr 
de cellules tumorales. Ces animaux sont immunodéprimés et doivent donc être maintenus 

l'abri de tout germe pathogène (voir "Matériel et Méthodes"). 

Dans la mesure où les greffes hétérologues fournissent parfois peu de renseignements, nou 
avons dû nous placer en système homologue pour l'étude du comportement in vivo des cellules de 

Hamster. Dans ce but et pour des raisons de cor. ->dité, nous avons utilisé des Hamsters normaux 

provenant du Centre d'Elevage de l'Institut Pasteur de Lille. 

Nous reviendrons plus en détail sur ces points dans les chapitres suivants. 



Les techniques employées pour l'isolement, le fractionnement et l'analyse des 

glycoconjugués, les analyses génétiques et la détermination des activités enzymatiques seront 

exposées dans les chapitres suivants. 

7. Conclusion 

Nous avons le sentiment qu'il n'existe probablement pas de marqueur de nature 

oligosaccharidique qualitatif et univael, caractéristique de l'état malin ; les résultats obtenus de par 

le monde au cours de ces dix dernières années de recherches suggèrent que les différences 

observées entre les cellules normales et les cellules transformées sont plutôt de nature quantitative, 

les marqueurs de la surface cellulaire étant , en fait, des structures sur-exprimées par la cellule 

transformée ou des structures embryonnaires ré-exprimées. 

Cependant, dix années de recherches ne suffisent pas à éradiquer une maladie "ancestraie" et 

l'obstination des chercheurs dms ce domaine est significative. Toute variation caractéristique de la 

malignité, même apparemment mineure, peut déboucher sur une forme thérapeutique. 

La découverte récente des oncogènes et de leur implication dans la progression tumorale et la 

métastase ont ouvert, depuis quatre à cinq ans, de nouvelles perspectives, dont nos recherches se 

sont inspirées. L'avenir seul dira si cette voie aura été la bonne. 

Pour conclure, citons une phrase de J.M. Bishcp (1987) : "[as] the genome of the cancer 

cell is better understood, we hope to acquire new devices for the prevention, diagnosis and therapy 

of cancer ; and we may eventually achieve an even grander goal, to grasp the designs that order the 

lives of our cells." 









A. MILEUX ET SOLUTIONS POUR LA CULTURE CELLULAlW 

1. Milieu D 10 FCS 

On ajoute au milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco) préparé par lots 

de 10 1, du bicarbonate de sodium (2 g/l), 3 ml HC1 7,2 N (Merck) amenant le pH à 7,4, une 

ampoule de Gentamycine injectable (Gentalline Unilabo, 80 mg), 50 mg de Fungizone 

(Amphoténcine B, Squibb), 1% des acides aminés non essentiels de Eagle (Eurobio MEM NA 00 

solution) et 10 mg de biotine (Sigma). Le milieu est stérilisé par filtration sur membrane Durapore 

(Millipore ; 0,22 pm) et partagé en flacons de 1 1, conservés à 4°C. Au moment de l'utilisation, on 

ajoute 10 % (v:v) de sérum de veau fœtal (Fetal Calf S e m ,  Gibco) décomplémenté par chauffage 

à 50°C pendant 45 min, pour obtenir le milieu de culture D 10 FCS. Entre chaque prélèvement, le 

milieu est conservé à 4°C. Les flacons entamés depuis plus de 15 jours sont éliminés. 

2. Solution VT (Versène-Trypsine) 

A 10 litres de Versène (EDTA 12,s g NaCl 80 g KCl 2 g Na2HPO4-12 H20 28,7 g 

K2HP04 2g NaOH 1 N 10 ml H20 q.s.p. 10 1) stérile, on ajoute 10 g de îrypsine (Difco 1/250), 

10 ml d'une solution de NaOH 1 N stérile, 1 ampoule de Gentalline (Unilabo, 80 mg), 25 mg de 

Fungizone (Squibb) et 2 ml de solution aqueuse stérile de rouge de phénol à 1% (p : v). La solution 

est stérilisée par filtration (voir ci-dessus) et partagée en flacons de 250 ml conservés à 4°C pendant 

un mois au maximum. 

3. Milieu de congélation - 

Il est préparé extemporanément en ajoutant 2 ml de sérum de veau fœtal et 1 ml de DMSO 

stérile à 7 ml de milieu D 10 FCS. 

B. SOLUTIONS-TAMPONS POUR LA CHROMATOGRAPHlE 

1. Tam~ons destinés à la chromatogra~hie d'affinité sur ConA immobilisée (tam~ons ConAl 

La composition de la solution-mère de tampon est la suivante : acétate de sodium 50 rnM 

NaCl 1 M MgCl2 CaC12 10 mM NaN3 0,2 % (Merck). La solution est ajustée à pH 5,2 avec HCl et 
Ar 

conservée à la température ambiante. Au moment de l'utilisation, à la solution-mère diluée au 

dixième, on ajoute du chlorure de manganèse pour obtenir une concentration finale de 1 mM et on 

ajuste le pH à 5,2. 

Les tampons d'élution sont préparés en dissolvant dans la solution précédente le glucoside 

(méthyl a-D-glucopyranoside, Sigma) jusqu'à la concentration finale désirée (0,Ol M, 0,3 M ou 

0,5 M). Ces tampons d'élution sont conservés à température ambiante. 



2. Tampon PBS 

Solution de phosphate (Na2HP04 1 gll, NaH2P04 0,437 gll) NaCl 9 gll NaN3 0,02 % . 
(Merck), de pH 7,4, préparé sous forme de concentré à diluer au dixième au moment de 

l'utilisation. 

Le tampon d'élution employé en chromatographie d'affinité sur colonne de LCA . 
immobilisée est préparé en dissolvant le gliicoside à la concentration 0,15 M dans le tampon PBS 

dilué. 

3. Tampon AcA 

Solution de Tris (hydroxyméthyl-amino méthane) 0,05 M NaCl 0,17 M NaN3 0,02 % 

(Merck) de pH 7,4 (HC1). 

* Remaraue : La stérilisation systéniatique de toutes ces solutions par filtration sur , 

membrane Millipore (porosité de 0,22 pmj, l'addition d'azide de sodium et la conservation dans 

des flacons de verre brun permettent d'éviter le développement de micro-organismes. 

C. ANIMAUX, 

La capacité tumorigène et métastatique des cellules étudiées a été évaluée in vivo sur des 

animaux de laboratoire. 

Nous avons employé des Souris athyrniques femelles Balb C nulnu (Iffa-Credo, Grenoble) 

âgées de 6 semaines. Dès réception, les souris sont placées sous atmosphère stérile en isolateur, 

par groupes de 5 au maximum par cage et gardées en observation pendant 3 à 4 jours, avant de 

procéder à l'injection de cellules. Les animaux sont noums et abreuvés ad libitum et exposés à un 

cycle diurne de 12 heures. Nous avons utilisé de même des Hamster femelles âgées de 7 jours 

provenant de l'animalerie de l'Institut Pasteur de Lille (Service de MI- P. Billaut que nous tenons à 

remercier ici). Ces animaux sont gardés par groupes de 3 dans des cages, nounis, abreuvés et 

éclairés de la même manière. 

Les injections de cellules sont effectuées à l'aide de seringues stériles munies d'aiguilles de 

taille 0,45 x 12 mm (Terumo). En ce qui concerne les souris "nude", le souci de stérilité nous a 

conduit à utiliser le protocole suivant : 

- Les cellules à injecter sont récoltées comme il est décrit dans le paragraphe "Culture de 

Cellules" ci-dessous. Elles sont placées, au nombre désiré, dans des tubes stériles (Falcon, un tube 

par dose à injecter) et sédimentées par centrifugation (800 rpm ; 5 min). Le surnageant est décanté 

et du milieu DMEM dépourvu de sérum, préchauffé à 37"C, est ajouté aux culots à raison de 0,l ml 

par tube. 



- Des seringues stériles de 1 mi sont chargées en aspirant le contenu des tubes. Les aiguilles 

sont ensuite fixées sur les seringues et l'assemblage est emballé stérilement dans une feuille 

d'aluminium préalablement rincée à l'éthanol absolu et exposée au rayonnement W sous la hotte à 

flux laminaire pendant 5 min. Les "doses" ainsi préparées sont elles-mêmes emballées dans une 

feuille d'aluminium pour faciliter l'introduction dans l'isolateur. 

- Les injections sont ensuite effectuées le plus rapidement possible, par voie sous-cutanée, 

dans le dos des animaux. 

Afin de poursuivre les études biochimiques sur les cellules tumorales, les animaux sont 

sacrifiés à l'éther et disséqués stérilement. La mise en culture des tumeurs et des tissus envahis par 

des cellules tumorales métastatiques est décrite dans le paragraphe suivant. 

TURE DE CELLULES 

Toutes les opérations sont réalisées stérilement sous la hotte à flux laminaire. Les pipettes en 

verre utilisées sont stériles et systématiquement flambées au bec Bunsen avant utilisation. Les 

milieux et solutions utilisées s ~ n t  préchauffées à 37OC (bain-marie). 

1. Mise en culture d'une souche congel& 

L'ampoule est prélevée du container d'azote liquide et agitée vigoureusement dans un bain- 

marie à 37°C jusqu'à la fonte complète de son contenu. Elle est ensuite rincée à l'éthanol absolu et 

ouverte sous la hotte. Le contenu est aspiré à l'aide d'une pipette Pasteur et transféré dans un tube 

conique Falcon de 15 ml contenant 10 ml de milieu D 10 FCS ; le tube est centrifugé (800 rpm ; 5 

min) afin de sédirnenter les cellules tout en diluant le DMSO contenu dans le milieu de congélation. 

Le surnageant est alors décanté et le culot, repris à la pipette par 10 ml de milieu, est partagé dans 

deux boîtes de Pétri de 100 mm (Falcon) contenant chacune 5 mi de milieu. Les boîtes sont placées 

en incubateur à 37OC, dans une atmosphère humide contenant 5 % de CO2 (incubateur Heinike 

National Company 7341). 

2. Mise en culture à partir de biopsies 

Le fragment de tissu (tumeur primaire ou métastatique, poumon, foie, rein) est excisé sous 

hotte à l'aide de matériel de dissection stérile. Il est rincé dans du milieu de culture et placé dans une 

boîte de Pétri de 100 mm contenant 5 ml de milieu où il est dilacéré à l'aide de ciseaux fins ou d'un 

scalpel jusqu'à obtenir une bodlie. Le contenu de la boite est alors aspiré à la pipette et partagé en 

2 boîtes neuves contenant chacune 10 ml de milieu. Celles-ci sont aussitôt placées dans l'incubateur 

à CO2. 

3. Entretien d'une souche 

La boîte de Pétri à diviser est placée sous la hotte. Le milieu est aspiré et le tapis cellulaire 

rincé par 5 ml de solution VT, aussitôt aspirée afin d'éviter le décoilement. On ajoute alors 1 ml de 
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solution VT et on laisse reposer pendant quelques minutes. Les cellules sont ensuite mises en 

suspension en tapotant le bord de la boîte et reprises à la pipette dans du milieu de culture de 

manière à disperser d'éventuels agrégats et à inactiver la trypsine. La suspension cellulaire est 

répartie dans de nouvelles boîtes contenant du milieu, placées aussitôt dans l'incubateur à CO2. A . 
titre d'exemple, une division au tiers est effectuée en reprenant la boîte-mère par 8 ml de milieu et 

en répartissant les 2 mi résultants en 3 boîtes contenant chacune 7 ml de milieu ; le volume final * 

dans chaque boîte est de 10 ml. 

4. Çlona~e cellulaire en milieu semi-solide 

Une solution d'Agar Noble (Difco) à 36 % (p:v) est préparée à l'avance par lots de 1 1 

(solution de NaCl 6,8 g KCl 0,4 g agar 360 g H20 q.s.p. 1 1, chauffée à 100°C sous agitation, 

partagée en flacons de 60 ml, stérilisée par autoclavage à 121°C pendant 15 min et conservée à 

4°C). 

Le clonage est effectué dans des boîtes de Pétri de 60 mm dans lesquelles on coule une 

sous-couche à 0,9 % d'agar préparée à partir de la solution-mère, comme suit : 

- 5 ml d'une solution & Bactotryptose-phosphate (Difco) à 2,9 % (stérilisée par autoclavage 

à 100°C pendant 15 min) et 5 ml de sérum de veau fcetal (Gibco) sont ajoutés à 50 ml de miiieu D 

10 FCS préchauffé à 41°C : 15 ml de la solution-mère d'agar, également préchauffée à 41°C, y sont 

alors ajoutés. 

- La solution à 0,9 % est coulée dans des boîtes de Pétri à raison de 5 ml/boîte et les boîtes . 
sont laissées à température ambiante jusqu'à la prise en masse de l'agar. 

- 25 ml de la solution à 0,9 % sont alors prélevés et dilués au tiers en y ajoutant 40 ml de 

milieu D 10 FCS et 10 ml de milieu conditionné (milieu des boîtes contenant les cellules à cloner) 

stérilisé extemporanément par filtration sur un filtre Millex HA 0,45 pm. Cette solution à 0,3 % 

d'agar est alors inoculée par les cellules à cloner, récoltées par trypsination (environ 50 000 

cellules, dans 5 ml, par boîte). La solution est déposée lentement au-dessus de la couche d'agar à 

0,9 %. Dès la prise du réseau, les boîtes sont transférées délicatement dans l'incubateur à CO2 et 

maintenues à 39°C pendant une nuit, puis à 37°C jusqu'à l'apparition des clones. 

5. Radiomarquage métaboliaue 

Nous avons procédé au marquage métabolique des glycannes de type 

N-acétyllactosaminique afin de suivre l e u  fractionnement par comptage de la radioactivité. 

En règle générale, les cellules normales ou de référence sont marquées au tritium par 

incubation en présence de chlorhydrate de D-[6-3H]-glucosamine (solution aqueuse à 1 mCilml(37 

MBqIml) de radioactivité spécifique 38 Cilmm01 (l,41 TBqImmol), Amersham). Les cellules 

transformées sont marquées au carbone 14 par du chlorhydrate de D-[l-14C]-glucosamine (solution 

aqueuse à 200 pCi/ml (7,14 MBqIml) de radioactivité spécifique 58,7 rnCiImmol (2,18 , 

GB qlmmol), Amersham). 

On procède au marquage de 4 à 6 flacons de 175 cm2 (Falcon) par lignée cellulaire, en 
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ajoutant, au moment du repiquage, 125 pCi de [3HJ-glucosamine ou 75 pCi de [14C]-glucosamine 

par flacon, dans le milieu de culture. 

6. Comptage des  cellule^ 

Le comptage des cellules après trypsinisation est effectué au compteur Coulter. Pour ce 

faire, on procède à la centrifugation du trypsinat et on reprend le culot dans 10 ml de milieu. 1 ml 

de cette suspension est prélevé et placé dans une Accuvette contenant 9 ml de solution Isoton II 

(Coultronics, France). La mesure est effectuée sur 0 3  ml de cette suspension diluée. 

7. Conrrélation d'une souche 

Le contenu de deux à trois boîtes de Pétri de 100 mm (5 à 10.106 cellules, selon les cas) est 

trypsinisé. Les cellules sont rassemblées dans 10 ml de milieu à la pipette et centrifugées dans un 

tube conique Falcon (800 rpm ; 5 min). Le culot est resuspendu dans 2 ml du milieu de congélation 

et introduit dans une ampoule de verre. Le col & l'ampoule est scellé au microchalumeau et celle-ci 

est aussitôt placée dans la vapeur d'azote liquide. Le refroidissement ainsi obtenu est de -l°C/min. 

Au minimum 4 heures plus tard, l'ampoule peut être plongée dans l'azote liquide. 

8. Microscopie et photo-aphie des cultures 

Les cultures cellulaires sont quotidiennement observées au microscope inversé afin de 

déceler d'éventuelles anomalies de la croissance ou des contaminations par des microorganismes. 

Toute boîte de culture contenant des cellules à aspect mzladif est systématiquement éliminée. 

Les cultures sont photographiées à des grossissements objectif de 30x à lOOx (Microscope 

Zeiss IM 35 ; boîtier à exposition automatique Contax ; pellicule Kodak T-Max 400 ASA ; 

révélateur et fixateur Kodak ; papier et réactifs de tirage Ilford Multigrade 3). 

Les photographies d'animaux porteurs de tumeurs sont effectuées à l'aide d'un appareil 

Pentax ME automatique sur pellicule Kodak Ektachrome 160 ASA Professional. 

Les analyses histologiques et photographies des préparations de tumeurs colorées à 

l'hérnatoxyline-éosine ont été effectuées au laboratoire d'Anatomie Pathologique de l'Hôpital pour 

Enfants Agia Sophia (Athènes, Grèce, Professeur E. Kazlaris, que nous tenons à remercier ici). 

E. TRANSFECTTONS ET SELECTTON DE CLONES 

Les plasmides pSV2neo EJ (Southern & Berg, 1982) et c-Ha-ras EJ (Tabin et al., 1982), 

nous ont été fournis par le Dr S.Saule que nous tenons à remercier vivement. La transfection de ces 

DNA dans les cellules BHK 21lC13 et NIH 3T3 est effectuée par la technique du coprécipité 

DNA-phosphate de calcium selon (Graham et Van der Eb, 1973), modifiée comme suit : 

Le jour précédant la transfection, 5.105 cellules sont semées dans des boîtes de Pétri de 60 
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mm à raison de 5 à 10 boîtes par type de cellules. Le lendemain, le milieu est aspiré et remplacé par 

5 ml de milieu MEM de Eagle, 20 mM en HEPES (Flow Laboratories). Les boîtes sont placées en 

incubateur sans CO2 pendant 2 h, à 37OC. On ajoute alors le mélange de transfection suivant, à 

raison de 240 pl par boîte : 

CaC12 2 M, 30 pl ; DNA entraîneur 20 pg .Jans 50 pl ; DNA plasmidique à transfecter 5 pg 

dans 5 pl ; 240 pl de tampon HeBS 2x (NaCl (Merck) 16 gll, KCl (Merck) 0,74 gll, Na2HP04. 12 

H20 (Merck) 0,5 gll, HEPES (Sigma) 10 gn, D-Glucose 2 gll, pH 7,l) ; 155 pl d'eau Milli-Q . 
(Millipore). 

Après 4 h à. 37OC sans CO2, le milieu est aspiré et remplacé par 5 ml D 10 FCS. Les boîtes 

sont alors placées dans l'incubateur à CO2, pendant une nuit. 

Le jour suivant, les cellules de chaque boîte sont récoltées par trypsinisation et passées dans 

une boîte de Pétri de 100 mm. Deux à trois jours plus tard, alors que les cultures ont atteint une 

confluence relative de 20 %, le milieu est remplacé par du milieu frais contenant 0,5 à 1 mglml de 

sulfate de généticine G418 (Gibco) ; ce milieu de sélection est renouvelé tous les 3 jours. 

Des colonies résistantes à l'antibiotique apparaissent au bout de 15 à 20 jours. Elles sont 

alors trypsinisées, rassemblées et entretenues par passage tous les 2 ou 3 jours. 

Nous avons procédé de même à la sélection de cellules résistantes après mise en culture des 

organes susceptibles d'avoir été colonisés par des cellules métastatiques contenant les gènes 

introduits. 

F. ANALYSES GENOMTOUES 

1. Isolement des DNA 

a. DNA cellulai~ 

Les cellules contenues dans une dizaine de boîtes de Pétri sont rincées rapidement avec de 

l'eau physiologique, trypsinisées à l'aide de la solution VT, sédimentées par centrifugation et 

reprises dans un tube de 9 ml de tampon STE (Tris 10 mM-HC1 pH 7,l NaCl 100 mM EDTA 

1 mM) auquel on ajoute 1 ml d'une solution de SDS à 10 % (concentration finale 50 pglml). 

Après 1 h à 37"C, on ajoute 1 volume de réactif au phénol (Maniatis et al., 1982). Le 

contenu du tube est agité en retournant celui-ci pendant 1 à 2 min, puis centrifugé (1000 rpm ; 2 

min) afin de séparer deux phases. La phase aq,- se supérieure est prélevée à la pipette ; le DNA est 
précipité, après addition de 0,l volume d'AcONa 2 M pH 6,5 et de 2,5 volumes d'éthanol absolu 

refroidi à -20°C. Le précipité est isolé par centrifugation (10 000 rpm ; 10 min) dans un tube Corex 

ou par enroulement autour d'une pipette ("spooling"). Il est repris par de l'eau en q.s.p. une 

concentration finale de 100 pglrnl estimée par rapport à une quantité connue après électrophorèse en 

gel d'agarose. 



b. DNA tumoral 

Un fragment de tumeur est placé dans l'azote liquide et le bloc congelé est réduit en poudre 

dans un mortier. La poudre obtenue est reprise dans 10 ml de la solution de lyse déjà décrite 

(STE-SDS-protéinase K) et broyée dans un homogénéiseur Potter B. L'extraction du DNA à partir 

de ce lysat est effectuée comme décrit ci-dessus. 

2. Digestion des DNA par des e 
. . ndonucléases de restnctioq 

Dans tous les cas, les tampons de digestion, les temps et les températures d'incubation sont 

ceux préconisés par le fabricant. En règle générale, l'incubation est réalisée à 37°C pendant 2 h. 

Nous avons utilisé les enzymes suivants : Asp 718 (Boehringer), Bgl II, Barn Hl,  Kpn 1 (Gibco 

BRL), Hind III (Appligene). 

Un gel d'agarose (Bio-Rad) à 1 % (p:v) est préparé dans du tampon borate (dilué 

extemporanément à partir d'une solution-mère concentrée 10 fois : HB03 137 g Tris 270 g EDTA 

24 g H20  q.s.p. 5 1, ajustée à pH 8,3 par addition d'HC1) contenant 1/20 OOOe de volume de 

solution à 10 mglm1 de bromure d'éthidium. Le gel est coulé dans une mini-cuve et l'électrophorèse 

est réalisée dans le même tampon sous 100 V, pendant 30 min. 

La migration des fragments de restriction est visualisée sous rayonnement UV (360 nm) par 

la fluorescence du bromure d'éthidium. 

Le gel d'agarose à 1 % est préparé dans du tampon phosphate de sodium 10 mM de pH 6,8 

préparé extemporanément par dilution d'une solution-mère concentrée 100 fois. Le bromure 

d'éthidium est ajouté comme précédemment afin de visualiser les bandes sous rayonnement UV. 

L'électrophorèse est effectuée sous 20 à 25 V, pendant 16 à 20 h. 

Le gel d'agarose à 1 % est préparé dans du tampon TEA dilué à partir d'une solution 

concentrée 200 fois (Tris 2 M-HCl de pH 8,15 NaCl 1 M AcONa 1 M EDTA 50 mM) et coulé dans 

une grande cuve. L'électrophorèse est réalisée dans ce tampon à la tension de 2 à 3 V/cm, pendant 

16 à 20 h. 

La séparation des bandes est suivie sous rayonnement UV (360 nm). Lorsqu'elle est 

suffisante, les DNA sont récupérés de la manière suivante : 
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Une fenêtre est creusée dans l'agarose, sous la bande à isoler. Un gel d'agarose à 0,25 % 

dans le tampon TEA y est coulé et l'électrophorèse est poursuivie dans les mêmes conditions que 

précédemment. Lorsque toute la bande a pénétré dans le gel lâche, celui-ci est découpé et placé dans 

un tube "cappé" (Falcon). Le tube est plongé pendant 30 sec dans l'azote liquide puis placé à 37OC 

au bain-marie pendant 20 min ; il est alors agité vigoureusement à l'aide d'un Vortex. Ce cycle de 

congélation-décongélation est répété 2 à 3 fois, ce qui a pour effet de casser le réseau du gel et de 

libérer le DNA. Le contenu du tube est alors fdtré sur filtre Millex HA 0,45 pn (Millipore). Filtre et 

fragments d'agarose sont rincés avec 0,5 ml de tampon S E ,  et les filtrats sont rasssemblés. 

Le DNA ainsi préparé est récupéré par précipitation à l'éthanol absolu comme 

précédemment. 

4. Pré~aration des sondes de DNA et radiomarauw Dar translation de coutiure 

Le DNA est digéré par les enzymes de restriciton et le fragment choisi est isolé par 

éléctrophorèse préparative en gel d'agarose, extrait du gel et purifié, puis radiomarqué au 32P 

comme suit : 
Le milieu réactionnel est celui du "Nick translation kit" NO500 (Amersham). Les conditions 

opératoires sont celles que préconise le fabricant. Le précurseur radioactif est du a-[32P]-dCTP 

(New England Nuclear, activité spécifique 580 Ci/rnmol). Généralement, on utilise 100 pCi de 

précurseur et on opère à 14"C, pendant 1 à 2 h. 

La réaction est stoppée par addition de 500 pl de tampon STE, puis le DNA est séparé des 

nucléotides libres sur une colonne de DEAE-cellulose (Elutip-d, Schleicher et Schüll) comme suit : 

L'échantillon est percolé lentement au travers de la colonne à l'aide d'une seringue. La 

colonne est rincée par 2 ml de tampon STE. L'élution est alors réalisée par 500 cil de tampon Tris 
10 rnM-HC1 de pH 7,l EDTA 10 rnM NaCl lM, puis par 50 pl de solution NaOH 6 N. Après 20 

min, on ajoute à l'éluat 40 pl d'HC1 6 N (neutralisation), puis 20 pl de la solution de DNA 

entraîneur du "kit" réactionnel. Le volume est ajusté à 3 ml avec de Seau. 

La radio-activité de la sonde est alors mesurée en plaçant 10 pl dans un tube auquels on 

ajoute 150 pi d'eau, 50 pl de DNA entraîneur et 1 ml du tampon PCA (Na4P207. 10 H20 180 g 

acide perchlorique concentré 200 ml H20 q.s.p. 1 1). Après 5 min à 20°C, l'échantillon est filtré 

(filtre de fibre de verre préalablement mouillé avec de l'acide chlorhydrique à 0,l % et rincé à 

l'éthanol) ; le filtre est rincé à l'éthanol et séché, puis introduit dans une fiole de comptage à laquelle 

est ajouté le liquide de scintillation (Ready - Safe, Beckman). 

5. Transfert sur ni troc el lu los^ 

Les DNA analysés par électrophorèse en gel d'agarose après digestion par des 

endonucléases de restriction, sont transférés sur une feuille de nitrocellulose (Hybond-C extra, 

Amersham) par la technique de Southem ("Southem blotting") (Maniatis et al., 1982) : 

Le gel est placé dans le tampon de dénaturation (NaOH 0,5N NaCl 1,5 M) pendant 45 min, 

ce qui déshybride les deux brins de la molécule de DNA. Il est ensuite neutralisé par deux bains de 

40 min dans le tampon de neutralisation (Tris 0,5 M-HC1 de pH 7 NaCl 3 M) afin d'éviter la 
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dégradation de la nitrocellulose en milieu alcalin. 

Le transfert s'effectue dans le tampon SSC 6x dilué à partir d'une solution-mère SSC 20x 

(citrate ûisodique 0,3 M NaCl 3 M), comme suit : 

- Deux bandes de papier Whatman 3MM, coupées à la largeur du gel, sont saturées en 

tampon et déposées sur une plaque de plexiglass de façon à ce que les deux extrémités des bandes 

trempent dans le tampon. 

- Le gel est alors déposé à plat sur ces bandes, arrosé de tampon et recouvert d'une feuille de 

nitrocellulose, elle-même recouverte d'une feuille de papier Whatman 1M saturée en tampon. 

L'ensemble est surmonté d'un empilement de feuilles de papier-filtre, d'une plaque de plexiglass et 

d'un léger poids. Le papier-filtre absorbe le tampon à travers le gel, faisant ainsi "remonter" les 

fragments de DNA vers la feuille de nitrocellulose. 

- Après 10 à 20 h de transfert, la feuille de nitrocellulose est récupérée et chauffée à 80" C 

pendant 2 h. Le "blot" ainsi obtenu peut être hybridé. 

6. Hybridation mol éculai^ 

Une étape de préhybridation avec du tampon seul est nécessaire afin de saturer les sites de 

fixation aspécifique de la sonde sur la feuille de nitrocellulose. Le tampon utilisé pour la 

préhybndation et l'hybridation est préparé extemporanément ( 10 ml) comme suit : formamide 5 ml 

HEPES 1 M de pH 7 0,s ml SSC 20x 1,s ml solution Denhardts (sérum albumine bovine, 4 % 

Ficoll400,4 % polyvinylpyrrolidone, 4 % H20 ; 0,25 volumes de chaque) 1 ml DNA entraîneur 

en solution à 5 mglml 50 p i  H20 en q.s.p. 10 ml. 

La feuille de nitrocellulose est placée dans un sachet de cellophane. Le tampon de 

préhybridation est ajouté, puis le sachet est soudé et placé à 42°C pendant 30 min. La sonde est 

alors ajoutée à raison de 107 cpm par "blot", le sachet est soudé à nouveau et placé à 42°C pendant 

24 à 48 h. 

Le tampon contenant la sonde est récupéré en vue d'une ré-utilisation éventuelle et conservé 

à -20°C. Les "blots" sont ensuite lavés deux fois (50°C, 30 min) avec du tampon SSC 2x-SDS 0,l 

% (premier lavage) et SSC 0,lx-SDS 0,l % (second lavage), séchés entre deux feuilles de 

papier-filtre, enveloppés dans une feuille de cellophane et placés dans une cassette Kodak munie 

d'écrans intensificateurs, au contact d'un film Kodak X-O Mat S. 7 

L'autoradiographie est réalisée à -70°C pendant 24 h à 1 semaine, puis les autoradiogrammes 

sont révélés et fixés (réactifs Kodak). 

Les "blots" peuvent être hybridés avec une autre sonde après déshybridation (NaOH 0,l N ; 

4 1 OC ; 15 min) et lavage (SSC 0, l x  ; 4 1°C ; 50 min) suivie d'une nouvelle préhybridation. 



G. PR ODUCTTON DE CELLULES EN MASSE 

Nous avons employé différents procédés & culture : culture dans des flacons de 175 cm2 

(Falcon), dans des bouteilles de 850 cm2 "rollers" (Corning), sur des Unités double-tray de 1200 . 
cm2 (Nunc) et sur des microporteurs Cytodex 1 (Pharmacia). Les procédures d'ensemencement et 

de récolte des cellules étant différentes, nous allons détailler les particularités & chaque système. 

1. Culture sur flacons et unités double-tray 

Pour la production sur plastique, en flacon de 175 cm2 ou unité double-tray, on inocule 

généralement une boîte de Pétri de 100 mm dans un flacon et 2 à 4 flacons dans une unité. Dans ces 

cas, les cellules sont récupérées par grattage dans le tampon PBS. De manière à accéder au tapis 

cellulaire d'un double-tray, on sépare les deux plateaux en cassant la soudure qui les unit. Une 

variante de cette méthode consiste à remplacer le milieu par 10 ml de PBS contenant de I'EDTA 0,2 

à 2 % (p:v) selon le type cellulaire. La mo.iocouche se détache alors en lambeaux facilement 

pipettables. Les cellules sont récupérées par centrifugation (1000 rpm ; 5 min) et congelées à -20°C. 

2. Culture sur bouteilles "rollers" 

Chaque bouteille "roller" est inoculée, dans 60 ml de milieu, par 1 flacon de 175 cm2 

(cellules récoltées par trypsinisation). L'atmosphère est "gazée" en CO;! afin d'acidifier légèrement 

le milieu, ce qui favorise l'adhésion des cellules au support et permet un meilleur démarrage de la 

croissance. Les bouteilles sont ensuite fermées hermétiquement et placées en chambre chaude . 
(37°C) sur un rouleur, à la vitesse de 6 rotations par heure. Il n'est généralement pas nécessaire 

d'intervenir en cours de culture car ce n'est qu'occasionnellement qu'un faible volume de solution . 

stérile de bicarbonate de sodium à 5,5 % p:v (2 à 5 ml) doit être ajouté, en fin de culture, afin 

d'éviter une acidification excessive du milieu. 

Il est possible de récolter les cellules et d'utiliser les bouteilles une seconde fois, par le 

protocole suivant, en prenant le maximum de précautions pour préserver la stérilité : 

- Le milieu est retiré et la bouteille rincée par 30 ml de PBS à température ambiante. 

- On ajoute 20 ml d'EDTA 2 % (p:v) dans PBS (solution préchauffée à 37°C) et les 

bouteilles sont placées sur le rouleur pendant 10 à 20 minutes, ce qui a pour effet de décoller la 

monocouche en lambeaux. 

- Les cellules sont aspirées et placées dans un tube conique Falcon de 50 ml. La bouteille est 

rincée par 5 à 10 ml de PBS (rinçage ajouté au tube Falcon) et les cellules sont récoltées par 

centrifugation (800 rpm ; 5 min) et conservées à -20°C dans 10 volumes de méthanol redistillé. 

- La bouteille est placée à nouveau pendant 20 à 30 min sur le rouleur après addition de 10 

ml de solution VT, ce qui permet de dissocier les agrégats résiduels et de fournir suffisamment de 

cellules viables pour obtenir une nouvelle culture. Enfin, 200 ml de milieu D 10 FCS sont ajoutés, 

et la bouteille " gazée" en CO2 est fermée et replacée sur le rouleur à 37OC. 
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Une troisième utilisation des bouteilles par la même procédure serait envisageable, au risque 

de contaminations, d'une part, et d'altérations des propriétés d'adhésion du support, d'autre part. 

Nous avons donc éliminé les bouteilles employées après deux cycles de culture. 

3. Culture sur micro~orteurs Cvtodex 1 

Les microporteurs sont préparés à la culture en faisant gonfler la poudre fournie dans du 

tampon PBS stérile (au minimum 4 h à 37°C ou une nuit à température ambiante) à raison de 5 g de 

Cytodex pour 500 ml PBS, dans des flacons en verre préalablement siliconés (solution de silicone 

Merck ; fixation à 120°C pendant 2 h ; rinçage à l'eau Mill;-Q). Le surnageant est rapidement 

décanté et remplacé par 100 mi de PBS stérile frais. Les flacons sont ensuite stérilisés par 

autoclavage (120°C ; 20 min). Les microporteurs sont rincés par 200 ml de milieu sans sérum qui 

est aspiré dès leur décantation (2 à 5 min). Ils sont ensuite pré-incubés à 37°C dans 200 ml de 

milieu D 10 FCS. 

La procédure d'inoculation varie selon le type de cellules à produire. Une quantité 

approximative de 106 cellules par gramme de Cytodex sec est préconisée par le fabricant 

(Phmacia, 1986). Des quantités de cet ordre sont inoculées, après comptage au compteur Coulter, 

dans les flacons contenant les microporteum. 

Afin d'accroître l'efficacité de colonisation, la culture est remise en suspension par agitation 

manuelle douce pendant 1 min toutes les 15 à 30 min. Une fraction aliquote est prélevée et 

contrôlée au microscope de manière à évaluer la bonne adhésion des cellules et le degré de 

colonisation des rnicroporteurs. 

Dès lors que la quasi-totalité des cellules inoculées ont adhéré au support (une à trois 

heures), la culture est transférée dans un flacon "spinner", le volume est ajusté à 500 ml par 

addition de milieu D 10 FCS, l'atmosphère "gazée" en CO2 et le flacon placé en chambre chaude 

(37°C) sur un agitateur magnétique (60 à 100 rpm). Le lendemain, le volume est porté à 11. La 

moitié du milieu est renouvelée aux 3e et 4e jours & culture. Il est généralement nécessaire de faire 

remonter le pH de la culture à partir du 4e jour, par addition de bicarbonate & sodium (5 à 10 ml de 

solution stérile à 5,5 % p:v, ajoutée dans le milieu de renouvellement). 

Les cellules sont récoltées au 6e et 7e jour, par l'un ou l'autre des procédés suivants : 

* Récol te war I'EDTA 

Après décantation des microporteurs portant un tapis cellulaire quasi-confluent, le milieu est 

aspiré et remplacé par 200 ml tt L ~ T A  à 5 % p:v dans du tampon PBS, préchauffé à 37°C. Le 

flacon de culture est alors placé à 37OC sous agitation pendant quelques minutes. Le contenu est 

ensuite filtré sous vide partiel sur un filtre Blutex nylon-mesh, retenant les rnicroporteurs. Le filtrat, 

contenant les cellules détachées est aussitôt centrifugé (800 rpm ; 5 min ; 4OC) et les cellules sont 

rincées avec 10 volumes de PBS afin d'éliminer 1'EDTA. 

Une seconde incubation des microporteurs avec 200 ml d'EDTA-PBS permet de récupérer la 

quasi-totalité des cellules. Le second retentat est rincé sur le filtre 2 à 3 fois avec 100 ml de PBS 

froid (4OC). Les filtrats sont combinés et centrifugés à 4°C. Les cellules sont enfin lavées une fois 
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avec 10 volumes de PBS. Les culots obtenus après centrifugation sont conservés à -20°C, dans 10 

volumes de méthanol redistillé. 

* Récolte Dar s o n n w  

Les microporteurs sont rapidement rincés par 200 mi de PBS froid (4OC) et remis en . 
suspension dans ce même tampon dans un volume final de 300 à 400 ml, dans un bain de glace. 

Les ceilules sont éclatées et décollées par sonnage poussé pendant 3 min à l'aide d'une sonde 

exponentielle (Sonifier Celi Disruptor B-30) à une amplitude de 50 pm, en agitant continuellement 

le flacon dans la glace afin de limiter l'échauffement. 

On procède ensuite à la fdtration sur membrane Blutex nylon-mesh et à un rapide rinçage du 

retentat par du tampon PBS froid (4°C). 

Les filtrats combinés contenant des lambeaux membranaires et des vésicules formées en 

cours de sonnage, sont aussitôt centrifugés à 4OC dans des godets en polycarbonate (centrifugeuse 

Beckman J2-2 ; rotor JA-20,20 000 rpm correspondant à 48 500 x g) pendant 3 h, ce qui permet * 

de sédimenter la quasi-totalité du matériel membranaire. Les culots sont conservés à -20°C dans 10 

volumes de méthanol redistillé. 

H. PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES MEMBRANAIRES 

Les glycopeptides membranaires sont préparés après délipidation des culots cellulaires, par 

digestion à la pronase des glycoprotéines précipitées ou par p-élimination ménagée des glycannes 

liés O-glycosidiquement. 

Les procédures employées varient en fonction de la quantité de cellules à délipider. Nous - 
allons successivement décrire les diverses méthodes utilisées. Dans ce qui suit, C = chloroforme, 

M = méthanol redistillé, W = eau Milli-Q. 

1. Déhidation de ~etites aua . , ntites de c e l l u l ~  

Le protocole utilisé est celui d'Oliver et Hernming (Oliver & Hemming, 1975) modifié 

comme suit par R.Cacan : 

Le contenu de 4 à 6 flacons de 175 cm2 est récupéré par grattage dans du tampon PBS. Les 

ceilules sont sédimentées par centrifugation et lavées 3 fois par 10 ml de PBS (800 à 1000 rpm ; 2 
min). Le culot est repris par 1 mi de PBS dans un tube en verre et mis en contact avec 1 ml du 

mélange C : M, 2 : 1 (v:v). 

Après agitation au Vortex, le tube est centrifugé (1000 rpm ; 2 min) afin de séparer la phase 

inférieure chloroformique de la phase aqueuse supérieure et d'une interface contenant les - 
glycoprotéines précipi tées. 

La phase inférieure est prélevée à la pipette Pasteur et le reste est lavé 3 fois par 1 mi de 

phase inférieure théorique C : M : MgC12 4 mM (86 : 14 : 1 ; v : v : v). Les phases inférieures sont 

combinées. La phase supérieure est aspirée et le culot lavé 3 fois par 2 mi de la phase supérieure 
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théorique C : M : MgCl2 4 mM (3 : 48 : 47 ; v : v : v) en combinant les phases supérieures de 

lavage à la phase supérieure initiale. 
Le culot résultant est extrait 3 fois par 2 ml de C : M : W (10 : 10 : 3 ; v : v : v). Les extraits 

sont combinés et le culot lavé une fois par 2 ml d'eau avant de procéder à l'hydrolyse pronasique. 

2. Délipidation de quantites w - 
. , rbaratives 

Pour des raisons de commodité, nous avons choisi un protocole légèrement différent, 

permettant de travailler sans démixion des phases, modifié d'après Esselman et al., 1972 : 

Les culots de cellules provenant de la culture sur microporteurs ou bouteilles "rollers" ou 

unités double-tray sont rassemblés dans 10 volumes de méthanol redistillé et centrifugés (1 000 

rpm ; 5 min). Le surnageant est récupéré et le culot extrait deux fois par 10 volumes de C : M (2 : 1; 

v : v), puis par 10 volumes de C : M (1 : 2 ; v : v)(extrait "CM). Tous ces surnageants sont 

rassemblés. Le culot est ensuite extrait par 20 volumes, puis par 10 volumes & C : M : W 10 : 10 : 

3, v : v : v et lavé une fois à l'eau. Les extraits "CMW sont également rassemblés. 

Les culots de protéines et glycoprotéines ainsi préparés sont soumis à la digestion 

pronasique ou à la p-élimination. 

Le culot délipidé est repris dans un tube de verre par 6 ml d'eau (ou dans un flacon, par 60 

ml d'eau, dans le cas de quantités préparatives). On y ajoute 1 ml (ou 10 ml) du tampon concentré 

suivant : Tris 1 M-HC1 de pH 8,4 CaC12 0,l M (Merck) 5 mg (ou 50 mg) de Pronase 

(Calbiochem ; EC 3.4.21.4). 

Les échantillons sont alors placés au bain-marie à 37°C sous agitation magnétique après 

addition de quelques gouttes de toluène afin d'éviter la croissance bactérienne. La même quantité 

d'enzyme est ajoutée au bout de 24 et 48 h. La réaction est stoppée à la 72e heure en refroidissant le 

milieu réactionnel. Les hydrolysats sont alors centrifugés afin d'éliminer d'éventuels composés 

insolubles, concentrés sous vide partiel à l'évaporateur rotatif (Rotavapor Büchi) et dessalés s u  

une colonne (4,5 x 35 cm) de Trisacryl GF-05 M (IBF), équilibrée dans de l'eau, sous un débit de 

100 mllh. Ils sont ensuite concentrés à nouveau et redessalés sur une colonne (1,6 x 80 cm) de 

Bio-Gel P2 (Bio-Rad) équilibrée dans de l'eau, sous un débit de 20 mllh, ou une colonne (1,6 x 40 

cm) de Fractogel TSK HW-40s (Merck) équilibrée dans de l'acide acétique à 0,5 % dans l'eau, 

sous un débit de 60 mllh. 

Le culot de glycoprotéines est repris dans 100 ml de NaOH 0,05 N NaBH4 1 M et placé au 

bain marie à 45°C pendant 16 h, à reflux et sous agitation magnétique (pour le mode opératoire de 

référence, cf. Montreuil et al., 1986). La réaction est alors stoppée par addition d'acide acétique à 

50 % (v:v) jusqu'à pH 4,5. Le milieu réactionnel est aussitôt neutralisé par addition de NaOH 
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diluée à 10 % (v:v). 
L'hydrolysat est alors séché sous vide partiel à l'évaporateur rotatif et les borates entraûiés 

par 4 lavages successifs au méthanol redistiiié, suivis d' une évaporation à siccité. Le résidu est 

repris par le minimum d'eau (15 à 20 ml) et déposé sur une colonne (4,s x 100 cm) de Trisacryl . 
GF-05 M équilibrée dans de l'eau, avec un débit de 100 W h .  Cette opération permet de dessaler 

les N-glycosyl-peptides qui passent au volume mort de la colonne, tout en isolant, en fin de . 
fractionnement, les glycannes libérés par B-élimination. Ces derniers sont repris, concentrés par 

évaporation, lyophilisés et conservés à -20°C en vue d'analyses ultérieures. 

1. FRACTIONNEMENT DES GLYCOPEPTIDES 

1. Chromatographie de tamisape moléculaire et c h r o m m ~ h i e  d'affinité 

Les glycopeptides totaux obtenus après digestion pronasique sont fractionnés par 

chromatographie de gel-filtration sur une colorne (1,8 x 140 cm) dVltroge1 AcA 202 (IBF) 
équilibrée dans le tampon AcA. Cette opération permet une séparation relative entre les 

N-glycosylpeptides et les O-glycosylpeptides, ces derniers étant élués au volume mort de la 

colonne. Chaque population est concentrée par évaporation et dessalée sur une colonne de Trisacryl 

GF-05 M ou de Bio-Gel P2 équilibrée dans de l'eau. Les O-glycosylpeptides sont conservés à 

-20°C en vue d'analyses ultérieures. 

Les N-glycosylpeptides provenant de cette étape de tamisage moléculaire ou du dessalage 

après p-élimination, sont ensuite fractionnés par chromatographie d'affinité sur des colonnes de 

ConA-Sepharose (Pharmacia) et de LCA-Sepharose (LCA préparée et couplée au support par H. 

Debray) (voir Merkle & Cummings, 1987 ; Osawa & Tsuji, 1987). 

La colonne (2,s x 18 cm) de ConA-Sepharose est équilibrée dans du tampon-ConA. 

L'échantillon est déposé dans le plus petit volume possible (habituellement 5 à 10 ml) équilibré 

dans ce tampon par l'addition d'un dixième en volume de tampon concentré. L'élution est opérée 

en collectant, avec un débit de 60 mlk : 

- une fraction non-retenue (FNRC) 

- une fraction faiblement retenue, éluée par de l'a-MeGlc 0,01 M (FEC 0,01 M) 

- une fraction fortement retenue, éluée par de l'a-MeGlc 0,3 ou 0,5 M (FEC 0,5 M) 

Chacune de ces fractions est ensuite concentrée par évaporation et dessalée à l'aide de l'un 

ou de l'autre des gels déjà décrits. Généralement, un premier dessalage grossier est effectué sur 

Trisacryl GF-05 M, et il est suivi d'un second de,. 'age sur Bio-Gel P2. 

Les fractions FNRC sont systématiquement recyclées sur la colonne afin d'assurer leur 

épuisement en structures reconnues par la lectine. Les fractions FNRC et FEC 0,01 M sont ensuite 

sous-fractionnées sur une colonne (1,6 x 6 cm) de LCA-Sepharose, équilibrée dans du tampon . 
PBS. L'échantillon est équilibré dans ce tampon par addition d'un dixième en volume de tampon 

concentré. L'élution est opérée sous un débit de 9 ml/h en collectant : 



- une fraction non-retenue (FNRL) 

- une fraction éluée par l'a-MeGlc 0,15 M (FEL). 
Ces fractions sont concentrées, dessalées et lyophilisées. 

Les fractions les plus "lourdes" (FNRC-FMIL) sont soumises à l'hydrazinolyse selon 

Kobata (méthode décrite dans Montreuil et al., 1986) comme suit : 

Dès la sortie du lyophilisateur, 1 ml d'hydrazine annydre est ajouté à la poudre de 

glycopeptides, dans un tube Sovirel à bouchon étanche. Le tube est porté à 100°C pendant 8 h. 

L'hydrazine est évaporée sous courant d'azote (en ajoutant quelques gouttes de toluène, qui sert 

d'entraîneur). Le contenu du tube est alors repris par 1 ml de NaHC03 saturé et N-réacétylé paf 5 

additions, répétées toutes les 10 minutes, de 20 pl d'anhydride acétique, dans un bain de glace. 

Après dessalage (colonne de Bio-Gel P2 équilibrée dans de l'eau), la solution de glycannes est 

concentrée par évaporation et reprise dans 1 ml d'eau. Une goutte & NaOH concentrée est ajoutée 

ainsi que 10 mg de NaBH4 hfin de réduire les oligosaccharides. Après 4 h de réduction à 

température ambiante, l'excès de borohydrure est détruit par l'addition goutte à goutte d'acide 

acétique à 50 %, sur la glace, jusqu'à l'arrêt de l'effervescence. La solution d'oligosaccharides est 

à nouveau dessalée sur Bio-Gel P2, évaporée à siccité et le résidu obtenu est repris dans un 

minimum d'eau. 

3. Fractionnement par HPLC d'échan~e d'anions 

Les oligosaccharides libérés par hydrazinolyse sont fractionnés selon une technique mise au 

point au laboratoire (Paz Parente et al., 1984 ; Cardon et al., 1986) sur une colonne Micro Pak 

AX-10 (10 p m  ; 4 x 300 mm ; Varian) par un gradient eau distillée (A) - KH2P04 0,5 M de pH 4,2 

(B) (pompe Spectra Physics 8700 ; détecteur de l'absorbance UV à 206 nm Kratos Spectroflow 

757 ; enregistreur-intégrateur Spectra Physics 4100), comme suit : 

- élution isocratique (100 % A) pendant 15 min 

- gradient linéaire jusqu'à 2,5 % B en 10 min 

- élution isocratique à 2,5 % B pendant 20 min 

- gradient linéaire jusqu'à 5 % B en 10 min 

- élution isocratique à 5 % B pendant 20 min 

- gradient linéaire jusqu'à 20 % B en 10 min 

- élution isocratique à 20 % B pendant 10 min 

- élution isocratique à 35 % B pendant 20 min. 

La colonne est régénérée en pratiquant un palier isocratique à 50 % de B pendant 30 min, 

suivi d'un rinçage prolongé à l'eau distillée. 

Les oligosaccharides sont ainsi fractionnés en fonction du nombre de résidus d'acide 

sialique, en populations neutres, mono-, di-, tri- et tétrasialylées (cf. Chapitre III). 



J. ANALYSES STRUCTURALES DES OLIGOSACCHARIDES 

La composition centésimale et molaire des glycannes en monosaccharides, est déterminée 

par analyse en CPG, après méthanolyse et trifluorosilylation (méthode de Zanetta, voir Montreuil et 

al., 1986), comme suit : 
- 1 à 5 pg de glycopeptide ou d'oligosaccharide à analyser est lyophilisé dans un tube . 

Sovirel à bouchon étanche, en présence de 0,l à 0,2 pg de méso-inositol, servant de témoin interne 

- Dès la sortie du lyophilisateur, on ajoute 200 pl du réactif anhydre : méthanol - 0,5 M en 

HC1. Le tube est alors fermé et la méthanolyse est effectuée durant 24 h à 80°C. 

- La réaction est arrêtée en refroidissant le tube et le réactif en excès est amené à pH 6 par 

addition d'une pincée de carbonate d'argent. 

- Les monosaccharides sont ensuite N-réacétylés par addition de 20 pi d'anhydride acétique 

(Merck), le tube étant placé à l'obscurité pendant une nuit, à température ambiante. 

- Après centrifugation (3 000 rpm ; 5 min), le surnageant est repris et extrait 2 fois par 500 

pl d'heptane distillé. La phase inférieure, méthanolique, est séchée sous courant d'azote à 50°C. 

- La trifluorosilylation des monosaccharides est alors réalisée en ajoutant 50 pl de pyridine 

(Merck) et 50 pl de bis-silyl-trifiuoroacétamide (Pierce). 

- Après 2 h à l'obscurité et à température ambiante, 1 à 2 pl sont injectés dans le 

chromatographe (Girdel300 ; colonne capillaire Cp Si1 5CB ; 0,25 mm x 25 m ; gaz vecteur : 

hélium ; pression : 0 5  bar ; détecteur à ionisation de flamme). L'élution est réalisée par un gradient 

linéaire de température allant de 120 à 240°C (+2OC/min), suivi d'un palier de 20 min à 240°C. 

2. S~ectrosco~ie de RMN du uroton à 400 MHq 

Les spectres de RMN ont été réalisés par le Dr Jean-Michel Wieruszeski que nous 

remercions vivement. 

Les échantillons à analyser sont lyophilisés. Les protons mobiles sont échangés par 3 

reprises dans de l'eau lourde (2HZ0 99,96 %, Aldrich), avec lyophilisation intermédiaire. Les 

analyses sont effectuées sur un spectromètre Bruker AM-400 WB opérant en mode pulsé à 

transformée de Fourier (température de la sonde = 27" C). 

Les déplacements chimiques sont mesurés par rapport au signal du groupement méthyle de 

l'acétone utilisé comme référence interne (6 = 2,225 ppm dans 2 H 2 0  par rapport au 

4,4-diméthyl-4-silapentanesulfonate de sodium). Pour l'interprétation, voir Vliegenthart et al., 

1984. 



CWMITIWIE IiIiII : RESUILT'ATS ET DISCUSSION 



Figure 20 : Cellules du modele BHK en culture! (BHK 21lC13, BHKneo et BHKras) x 120. 

Noter le changement de morphologie chez les cellules BHKrm. 
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Figure 21 : Carte génétique du plasmide pSV2 neo EJ (Tabin et al., 1982). 



Article premier : La cellule a toujours raison 

Article 2 : Si la cellule a "ton", voir article premier ... (André Verbert) 

Dans ce chapitre, dans le but d'alléger le texte, les cellules seront nommées comme suit : 

- Cellules BHK 21lC 13 : BUK 
- Cellules BHK transformées par le virus HSV : BHK/HPV 
- Cellules BHK transfectées avec le plasmide pSV2 neo : BHKneo 
- Cellules BHK transfectées avec le plasmide pSV2 c-Ha-ras EJ : BHKras 
- Cellules NIH 3T3 : NIH 
- Cellules NM transfectées avec le plasmide pSV2 neo : NIHneo 
- Cellules NIH transfectées avec le plasmide pSV2 c-Ha-ras EJ : NIHras 
Dans les figures, la radio-activité des fractions est exprimée en % du total. Certains 

chromatogramrnes font apparaître l'absorbante UV à h = 206 nm, également exprimée en % du 

total (unité arbitraire par rapport au zéro optique, réglé sur l'eau). Les interpolations présentées ont 

été réalisées à l'aide d'un logiciel Cricket Graph sur ordinateur Macintosh Plus (Apple). 

A. OBTENTION DES SOUCHES ET DES CLONES TRANSFORMES 

1. Cellules BHK et BHKJHSV 

Les cellules BHK (figure 20) et BHK/HSV ont été fournies au laboratoire par le Pr L. 

Montagnier (Institut Pasteur de Paris) au 16e passage. Elles ont été maintenues en culture par Mme 

M. Coniez, que nous remercions vivement. 

En vue des tests analytiques, 4 flacons de 175 cm2 de chaque type cellulaire ont été marqués 

métaboliquement à la glucosamine (3H ou 14C, voir Chapitre II). 

2. Cellules BHKneo et BHKras 

Les cultures initiées à partir d'ampoules conservées dans l'azote liquide nous ont servi à 

transfecter les plasmides pSV2neo et pSV2 c-Ha-ras EJ. Nous avons procédé à la transfection de 

10 à 20 boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre. Après passage dans des boîtes de 100 mm, nous 

avons effectué la sélection des clones résistants à l'antibiotique G418, à la concentration de 0,8 

mglml, ce qui a fourni des colonies de cellules BHK neo (figure 20) et BHK ras (figure 20) (soit 

environ 50 à 100 colonies par boîte, qui ont été rassemblées par trypsinisation au 20e jour de la 

sélection, et entretenues par passage au tiers tous les deux à trois jours). 

L'analyse génornique de ces cellules, effectuée par hybridation moléculaire, a permis de 

confirmer la présence des gènes introduits par transfection (figure 21). Dès le 5e passage, les 

cultures ont été amplifiées et des séries de 2 à 3 boîtes de chaque type cellulaire ont été congelées 

dans des ampoules en verre, conservées dans l'azote liquide. 



3. Cellules NIH 3T3 

Les fibroblastes murins NIH 3T3 (figure 22) nous ont été fournis et maintenus en culture - 
par Mr C. Lagrou que nous remercions vivement. Ils proviennent des stocks de cellules du Service 

d'ontologie Moléculaire (Institut Pasteur de Lille). 

4. Cellules NIHneo et NTHras 

Noils avons procédé à la transfection du plasmide pSV2neo dans les cellules NIH, afin 

d'obtenir des cellules NIHneo (figure 22) qui nous ont servi de référence pour les cellules NlHras 

(figure 22) au cours des études in vivo. Ces dernières cellules avaient été obtenues par transfection 

du plasmide pSV2 c-Ha-ras EJ dans les fibroblastes NM, réalisée au laboratoire ci-dessus par V. 

Laudet. Elles nous ont été fournies par le Dr S. Saule, que nous tenons à remercier. 

Nous avons procédé à une seconde sélection de ces cellules par 0,8 mglml de G418, ainsi 

qu'à l'analyse génomique par hybridation moléculaire (voir figure 1 du mémoire soumis à 

publication), afin de nous assurer de la présence du gène ras dans le génome. Nous avons vérifié, 

par la même technique, la présence du gène neo dans les cellules NIHneo. 

ETUDES IN V N O  

Avant d'entreprendre des analyses structurales d'oligosaccharides, il nous a paru utile 

d'étudier le comportement in vivo des différents types cellulaires. Dans ce but, nous avons évalué 

la tumorigénicité et la capacité des cellules tumorales à former des métastases après injection dans 

des Souris athyrniques (Souris "nude") et dans des Hamsters (voir Chapitre II pour les protocoles). 

Etude du modèle BHWBHKras chez la Souris athyrnique 

Une première expérience a été réalisée sur des groupes de trois animaux pour chacun des 

trois types cellulaires de ce modèle (cellules BHK, BHKneo et BHKras). Nous avons injecté 106 

cellules BHK, 106 cellules BHKneo et 0,5.106 cellules BHKras ; nous voulions mettre en 

évidence des différences de tumorigénicité entre ces trois types cellulaires. 

Cette expérience a échoué, puisque les trois types cellulaires ont fourni des tumeurs de taille 

équivalente (diamètre de 2 à 2,5 cm) dans toutes les Souris, au bout de 20 jours. Toutefois, dans la 

mesure où nous avions injecté 0,5.106 cellules BHKras, l'expression de l'oncogène peut être 

considérée comme responsable en partie d'une tumorigéricité accrue (mais non "mesurable") de ces 

cellules, les tumeurs produites par celles-ci ayant la même taille que celles produites par les cellules ' 

de référence, injectées en quantité double. 



Figure 22 : Aspect en culture des cellules du modèle NIH (NIH 3T3, NMneo et NMras) x 120. 

Noter le changement de morphologie chez les cellules NMras. 

Figure 23 : Clonage des cellules BHK 21lC13 en milieu semi-solide. Les clones présentés ont été 

photographiés au 18e jour de culture (x 120). 



78 

2, Etude du modèle BHKIBHKrm chez le Hamster 

Nous avons entrepris la même étude dans un système homologue, en injectant 0,5.106 

cellules BHK, 0,5.106 cellules BHKneo et 0,2-106 cellules BHKras dans trois groupes de trois 

Hamsters. 
Au cours des 8 semaines suivant l'injection, nous avons pu assister à la croissance 

progressive de tumeurs. Pendant la huitième semaine, l'aspect moribond des animaux et la mort de 

l'un d'entre eux (ayant reçu des cellules BHKneo), nous a incité à arrêter l'expérience, en sacrifiant 

les Hamsters. 

L'observation anatomique a montré la présence de fibrosarcomes spongieux sous-cutanés au 

site de l'injection, qui étaient fortement vascularisés, chez tous les animaux. Certaines tumeurs 

apparurent invasives dans l'abdomen, sans qu'une corrélation inter- ou intra-groupes puisse être 

établie, traduisant donc probablement des injections accidentelles de cellules dans la cavité 

abdominale. Les tailles des tumeurs furent comparables, ne permettant pas de mettre en évidence 

une tumorigénicité différentielle des différents types cellulaires injectés. Les tumeurs produites par 

les cellules BHKras semblèrent toutefois mieux développées et mieux vascularisées. 

Les cellules BHK n'ont produit aucune Siimeur métastatique décelable à l'observation 

macroscopique. Les cellules BHKneo ont produit une métastase sous-hépatique unique chez un des 

trois Hamsters du groupe. En revanche, les trois animaux ayant reçu des cellules BHKras portaient 

de multiples métastases, macroscopiquement visibles, de 2 à 5 mm de diamètre, à localisations 

hépatique, rénale, splénique et pulmonaire, les poumons apparaissant complètement envahis par 

des nodules. 

Nous avons procédé à la photographie des étapes de l'observation anatomique, à l'analyse 

histologique des tumeurs et à la mise en culture d'explants des tumeurs et des organes envahis, afin 

de conserver le maximum de matériel cellulaire en vue d'études ultérieures. 

Cette expérience nous a permis de conclure quant à l'implication de l'oncogène ras activé 

dans l'acquisition de potentialités métastatiques par les cellules qui l'expriment. De même, en 

accord avec l'observation de Kerbel déjà évoquée, la transfection du gène neo s'est avérée 

responsable de l'acquisition d'une capacité métastatique par les cellules BHKneo. Une seconde 

conclusion porte sur les cellules elles-mêmes ; au vu de ces résultats, nous avons décidé de 

comparer la glycosylation membranaire des cellules BHK et BHKras au cours de notre recherche 

de marqueurs oligosaccharidiques de la malignité. Une troisième conclusion découle de cette 

expérience : les cellules BHK, que nous avions considéré comme "normales" (au sens de "non 

transformées") ne le sont visiblement pas, puisqu'elles se sont avérées tumorigènes, aussi bien 

dans des conditions hétérologues (chez la Souris at;-, uque) que dans des conditions homologues 
(chez le Hamster). 

Ce dernier point nous a conduit à vérifier un autre critère de transformation des cellules 

BHK, à savoir la capacité à former des clones en milieu semi-solide. Nous avons procédé au 

clonage de ces cellules (selon la technique exposée dans le Chapitre II), ce qui a fourni des clones 

au bout de 15 à 18 jours d'incubation (figure 23). 
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Les cellules BHK utilisées répondent donc à deux principaux critères de transformation : 

elles "clonent'' en agar et sont tumorigènes in vivo, ce qui n'était pas le cas des cellules d'origine 

(voir Chapitre 1). Ceci pose le problème de la "normalité" d'une cellule de référence, qui sera 

abordé dans la "Discussion Générale". Les cellules BHK dont nous diposons ne sont à l'évidence 

pas "normales"; en revanche, dans la mesure où elles s'avèrent incapables de produire des 

métastases in vivo, elles peuvent servir de référence pour les études structurales des glycannes 

synthétisés par les cellules BHKras. 

3. Mise au point de l'étude in vivo du modèle NMIMHras chez la Souris athvmiaue 

Nous avons évalué la tumorigénicité in vivo des cellules NIH, NIHneo et NlHras en 

injectant ces cellules à des Souris "nude", ce qui nous a permis de "prendre en main" le modèle et 

d'affiner le protocole expérimental, en vue d'une étude plus approfondie. 

Au cours d'une première expérience, nous avons injecté 106 cellules NIH, 106 et 105 

cellules NIHras dans trois groupes de trois animaux. Les Souris ont été observées quotidiennement 

pendant 20 jours. 

Les cellules NJH n'ont donré naissance à aucune tumeur visible au site d'injection, durant la 

période d'observation. Les trois animaux de ce groupe ont été gardés en observation pendant trois 

semaines supplémentaires sans que l'apparition de tumeurs puisse être observée. 

Les cellules NIHras ont produit des tumeurs de taille variable, allant de 0,5 à 3,s cm selon 

les animaux et la quantité de cellules injectées. Nous n'avons pas pu mettre en évidence une 

différence liée au nombre de cellules injectées, à cause de la trop grande disparité des tailles des 

tumeurs. Comme ce fut le cas lors de l'étude chez le Hamster du modèle BWBHKras,  certaines 

tumeurs se sont avérées invasives, sans qu'une corrélation puisse être établie. Il est probable que 

ces invasions soient dûes à des injections accidentelles de cellules dans la couche musculaire 

dorsale, étant donné que les injections ont été réalisées sans anesthésier les animaux. 

De même, nous n'avons pas pu mettre en évidence des métastases macroscopiquement 

visibles à l'examen anatomique, au cours de cette expérience de mise au point. Une explication 

possible de ce fait tient au nombre de cellules injectées : au vu des résultats, nous avons décidé 

d'injecter lo4 cellules MHras seulement au cours de l'étude suivante, afin de "laisser le temps" aux 

cellules tumorales de produire des métastases. En effet, les tumeurs provoquées par l'injection d'un 

nombre plus grand de cellules deviennent rapidement une charge difficilement supportable pour les 

animaux. Nous avons pensé que, puisque la cellule NIHras est tumorigène, elle doit manifester cet 

effet même lorsque très peu de cellules sont injectées. 

4. Mise en évidence de cellules métastatiques in vivo 

Dans une seconde expérience, nous avons pu mettre en évidence la capacité métastatique des 

cellules NIHras. Nous avons injecté 106 cellules NIH à trois animaux témoins, 105 cellules 

NMneo à un autre groupe de trois témoins et 104 cellules NIHras à sept anirnaux-test. 

Les cellules N M  et NMneo n'ont pas produit de tumeurs sur une période d'observation de 

14 semaines au total. Ce point nous place en désaccord avec les résultats du groupe de Kerbel (voir 



ci-dessus) quant à la progression maligne chez les celules transfectées par le gène neo à l'aide de la 

technique au phosphate de calcium. 

Les animaux ayant reçu des cellules NEiras ont commencé à produire des tumeurs visibles 

au bout de trois semaines (taille des nodules sous-ciitanés de 1 à 2 mm). Pendant la sixième 

semaine après l'injection, une des Souris est morte et fut dévorée par les autres occupants de la 

cage ; elle portait une tumeur de 3,5 à 4 cm. Nous avons décidé de laisser les autres animaux * 

développer des tumeurs de cette taille avant de les sacrifier ; les dernières Souris ont atteint ce stade 

au cours de la huitième semaine après l'injection. Afin d'éviter que les animaux ne meurent dans 

l'isolateur, nous les avons sacrifiés progressivement, en fonction de leur état, jugé critique à partir 

du moment où la locomotion est insuffisante pour que l'animal puisse atteindre la nourriture. 

L'examen anatomique des viscères n'a révélé aucune métastase visible à l'œil nu. Les 

poumons des animaux ayant cependant un aspect inhabituel, nous avons soupçonné l'invasion 

métastatique. Afin de lever l'ambigüité, nous avons procédé à la mise en culture de fragments 

pulmonaires d'une des Souris ; la sélection in vitro de cette CO-culture par l'antibiotique G418 

révéla la présence d'un grand nombre de cellules résistantes, possédant donc le gène neo, et qui ont 

rapidement formé des colonies de cellules en apparence identiques aux cellules NIHras de départ. 

L'analyse génomique par hybridation moléculaire des cellules de la tumeur primaire portée par 

l'animal, ainsi que de ces cellules métastatiques re-sélectionnées, a montré la présence du gène ras 

dans les deux types cellulaires (l'analyse génomique est présentée et discutée dans le mémoire 

soumis à publication ci-dessous). 

En conclusion de cette expérience, l'acquisition du phénotype malin par les cellules 

contenant l'oncogène est démontrée, de même que la colonisation pulmonaire par ces cellules. Au 

vu du résultat, nous avons choisi les cellules métastatiques obtenues après cette seconde sélection 

pour la recherche de marqueurs oligosaccharidiques. 

C. E?ZTDE DE L'ACTIVITE SIALYLTRANSFERASIOUE 

Nous avons porté notre attention sur la sialylation, en étudiant l'activité sialyltransférasique 

des différents types cellulaires décrits ci-dessus : cellules NM, NMras transfectées, NIHras de la 

tumeur primaire (NMras-T) et NMras métastatiques (NIHras-m) sur un accepteur exogène, 

l'asialofétuine. Les résultats obtenus ont fait l'objet du mémoire suivant, soumis à publication à 

Biochemical Journal : 

Ces résultats sont à compléter par les profils d'élution chromatographique des glycopeptides 

pronasiques radio-marqués totaux sur colonne d'Ultroge1 AcA 202 (figure 24) et des fractions 36 à 

100 de ce fractionnement (N-glycosylpeptides) sur colonne de ConA immobilisée (figue 25). 



8 1 

Metastatic capacity of N M  3T3 cells transfected with the c-Ha-= 

EJ oncogene is correlated with enhanced sialyltransferase activity and 

high Asn-linked glycan antennarization. 

1 2 Haris Cazlaris , Philippe ~elannoy ' , Vincent Laudet , Christian Lagrou 2 
1,3 and Jean Montreuil . 

'. Laboratoire de Chimie Biologique (Unité Associée au CNRS no 217), 

Université des Sciences et Techniques de Lille Flandres-Artois, 59655 

Villeneuve d'Ascq Cedex, France. 

2. Unité d'Ontologie Moléculaire (Unité INSERM no 186 et Unité Associée 

au CNRS no 0156), Institut Pasteur de Lille, 1, rue Calmette, BP 245, 

59019 Lille Cedex, France. 

3. To whom correspondance should be addressed. 

Abstract : The implication of the c-Ha-= oncogene in alterations of 

ce11 surface glycosylation in relation to cancer metastases has been 

studied. After transfection of the transforming gene into NIH 3T3 cells, 

we evaluated tumorigenicity, metastatic capacity in vivo, composition of 

ce11 glycopeptides and sialyltransferase activity of ce11 homogenates 

toward asialofetuin. Our results indicate that Asn-linked glycans pre- 

sent a higher branching antennarization which can be correlated with an 

enhancement of the sialic acid transfer capacity in transformed cells. 

The malignant transfectants obtained after one passage into nude mice 

present an even greater sialyltransferase activity. 

Key words : c-Ha-= EJ oncogene, sialyltransferase, metastasis, Asn- 1 

linked glycans, NIH 3T3 cell. 

Abbreviations : PBS, phosphate-buffered saline; NeusAc, N-5 acetylneu- 

raminic acid; MEM, minimum Eagle's medium; DMEM, Dulbecco's modified 

Eagle's medium; FCS, fetal calf serum; ConA, Concanavalin A. 



Malignant transformation of eukaryotic cells correlates with 

several alterations of their biological behaviour. Glycosylation in 

particular is typically altered in transformed cells [13]. The molecular 

basis of the transformation proces* is still unknown, as well as the 

events leading to the observed alterations in ce11 glycosyla?.ion. 

These changes reflect modifications of glycan biosynthesis, which 

is modulated by the genetic expression of glycosyltransferases or/and by 

a misregulation of their activities. 

During the last few years, oncogene transfection studies revealed 

the possible implication of such genes in metastasis [8]. In a most 

recent study, Bolscher et al. [l], reported alteration of ce11 surface 

carbohydrate related with invasive potential after ras transfection. 

Metastasis is also considered as a phenomenon involving ce11 membranes 

[IO] and ce11 surface glycosylation [3]. 

This work is part of a program attempting to associate modifica- 

tions of glycosylation and glycosyltransferase activities of tumor cells 

with malignant transformation [2]. In this paper we studied tumori- 

genicity, glycopeptide composition and sialyltransferase activity of 

c-Ha-raç transfected NIH 3T3 cells. 

2. MATERIALS AND HETHODS. 

2.1. Chernicals 

Al1 reagents were of analyticaL grade. CMP- [u-14c] -N~USAC (262 

3 mCi/mmol [9.69 ~~q/mmol] ) as well as [ Hl - and [14c] -glucosamine hydro- 
chloride (respectively 38 Ci/mmol [1.41 TBq/mol] and 58.7 mCi/mmol 

i2.18 GBq/mol]) were from Amersham Labs (Amersham, U.K.). CMP-NeusAc, 



2,3-dehydro-2-deoxy-Neu5Ac and fetuin were from Sigma Chem. Comp. (St 

Louis, USA). 

2.2. Ce11 culture and metabolic labelling 

NIH 3T3 cells, pSV2neo- and c-Ha-raç EJ- transfectants (respecti- 

vely termed NIH-neo and &LX-=) were cultured in DMEM (Gibco) supple- 

mented with 10% FCS (Gibco) and antibiotics (DlGFCS). Al1 cultures, as 

well as transfections, were performed on Falcon plastic petri dishes or 

flasks, at 37OC, in a humid atmosphere of 5% CO2 in air. Cells were 

passaged every 3 days by trypsinization . Confluent cultures were 

++ ++ 
harvested by scraping in Ca /Mg -free PBS. 

Upon the last passage before harvesting, four 175 cm2 flasks were 

3 
supplemented each with 125 pCi 6-[ H]D-glucosgmine (NIH 3T3 cells) or 75 

pCi 2-[14~]~-glucosamine (NIH-= cells) in the medium, in order to 

label N-acetyllactosaminic type glycans synthesized by the cells. 

2.3. Tissue culture 

Fragments of primary tumors and lungs were dilacerated with fine 

scissors and placed into 100-m petri dishes in DlOFCS. 3 to 5 days 

later, attached cells and explants were trypsinized and passaged routi- 

nely every 3 days. 

2.4. Transfections and DNA analysis 

Exogenous plasmids DNA pSV2neo [14] and human c-Ha-= EJ [15] were 

provided by Dr S. Saule. Transfections were carried out by the calcium 

phosphate-DNA coprecipitate method of Graham and Van der Eb [ 5 ] ,  with 

minor modifications. 

Selection was performed by replacing the medium with 800 pg/ml 

geneticine sulfate G418 (Gibco) in DlOFCS [14]. Resistant clones were 



pooled 15 days later by trypsinization and passaged routinely every 3 

days . 
DNA from 107 cells of each line was extracted and DNA analysis 

performed as described [7] by restriction endonuclease digestion, 

agarose electrophoresis of the fragments and Southern blot hybridisation 

with a nick-translated probe obtained by Barn Hl digestion of the plasmid 

pSV2r1eo EJ [15]. Autoradiography was carried out on X-Omat S film 

(Kodak) for 48 hrs, at -70°C. 

2.5. Animals 

7-week old female Balb C nu/nu mice (IFFA-Credo, Grenoble, France) 

received subcutaneously in the back 106 NIH 3T3 or 10' NIH-neo or 10 4 - 

NIH-raç cells in individual injections of 0.2 ml in DMEM. Animals were 

given food and water ad libitum and were exposed to a light/darkness 

cycle of 12/12 hrs. They were sacrificed 5 to 9 weeks later, and their 

organs examined macroscopically for metastases. Fragments of the primary 

tumors and lungs of NIH-raç-injected mice were established in culture as 

described. 

2.6. Fractionation of glycopeptides 

Labelled cells were washed twice in PBS and delipidated as descri- 

bed [ 9 ] .  Pronase digestion of the pellet was carried out to yield 

glycopeptides, which were desalted on Bio-Gel P2 (Bio-Rad Labora- 

tories) and fractionated on ConA-Sepharose 4B (Pharmacia)[8]. Elution 

was performed stepwise with 0.01 M and 0.5 M a-methyl glucoside (Sigma). 

Radioactivity of the fractions was counted on a Beckman LS 3801 counter. 

2.7. Preparation of ce11 homogenates 

Cells were harvested at confluency, washed three times in cold 



~a'+/~~++-free PBS and scraped off in buffer. They were then centrifuged 

at 1,500 x g for 5 min and washed twice in sodium cacodylate 25 mM / 

NaCl 0.154 M pH 6.5 buffer. The ce11 pellets were resuspended in the 

same buffer and homogenized during 15 sec with a Sonifier ce11 dis- 

rupter. 

The insoluble particles were removed by centrifugation at 4OC and 

10,000 x g for 30 min. Supernatants were either used immediately for the 

transferase assays or kept frozen at -20°C. The protein concentration 

was determined with the Bio Rad Protein Assay (Bio Rad Lab., München, 

West-Germany) . 

2.8. Preparation of the acceptor 

Fetuin was desialylated by mild acid hydrolysis with trifluoro- 

acetic acid 0.1 N, at 80°C for 40 min, according to Zanetta and Gombos 

[17]. Trifluoroacetic acid and Neu5Ac were eliminated by extensive 

dialysis against distilled water. To confirm total desialylation, sugar 

analysis was carried out by gas-liquid chromatography after methanolysis 

and trifluoroacetylation [9]. 

2.9. CMP-NeuSAc : glycoprotein sialyltransferase assay 

Each assay was performed with duplicate samples of ce11 homogena- 

tes. The results were expressed as mean values. 

The standard enzyme reaction mixture contained, in a final volume 

of 100 pl, 50 pl of ce11 homogenates (5-10 mg/ml of protein), 0.69 nmol 

5 of CMP-[U-~~C]-N~USAC (4.4 x 10 dpm) , 30 nmol of non-radioactive CMP- 

Neu5Ac (final concentration : 255 w), 1 mM 2,3-dehydro-Neu5Ac as 

inhibitor of neuraminidase, sodium cacodylate 25 mM, NaCl 0.154 M, pH 

6.5 buffer and asialofetuin to a final concentration of 2.5 mg/ml 

(concentration of terminal galactose residues of 2.0 mM). 



After incubation at 37OC, the reaction was stopped by addition of 1 

ml of ice-cold 5 % phosphotungstic acid in HC1 2 N. The samples were 

washed on glass wool filters, twice with 5 ml of 5 % trichloracetic 

acid, twice with distilled water and finally with ethanol. After drying, 

the radioactivity of the filters was measured in a toluene-based scin- 

tillation mixture. 

Sialyltransferase activity was expressed as exogenous activity by 

calculating the difference between total (in the presence of acceptor) 

and endogenous activity. Assay results were expressed as pmol of NeuAc 

transferred per mg of protein per hour. 

3. RESULTS AND DISCüSSION 

3.1. Animals and cells 

Transfection of pSV2neo or pSV2 neo EJ into NIH 3T3 cells followed 

by G418 selection yielded 10 to 50 colonies per dish. These were pooled 

as described and used to inject animals. As recently reported by Kerbel 

and coworkers [6], the calcium phosphate transfection procedure affects 

ce11 tumorigenic behavior. In Our system, NIH-neo cells provided a 

negative control of the neo gene's implication in the tumorigenicity of 

NIH-raç cells. 

6 5 
10 NIH 3T3 or 10 NIH-neo cells failed to produce tumors in groups 

of 3 control animals, during the 9-week observation period. The control 

mice were kept under observation for an additional 4-week period and 

still no tumor appeared. On the other hand, 5 to 9 weeks after injec- 

4 
tion, 10 NIH-raç cells produced large primary tumors at the site of 

injection in al1 11 test mice. No metastasis was macroscopically detec- 

ted in the lungs, kidneys or livers of these mice. 

Several studies on the tumorigenicity of NIH-raç cells suggest that 



metastases are formed in the lungs [Il]. In Our experiments, we only 

detected micrometastases by culturing lung fragments of tumor-bearing 

mice and subjecting the cultures to G418 selection. This yielded drug- 

resistant colonies of cells morphologically similar to NIH-raç. These 

cells, as well as G418-resistant NIH-ras cells from the primary tumors, 

were assayed for sialyltransferase activity. 

Southern blot analysis of the various ce11 lines showed that the 

human c-Ha-raç EJ probe does not cross-hybridize with the endogenous 

c-ras - of NIH 3T3 cells (Fig.l,II-A) and proved the presence of activated 
c-Ha-raç EJ in al1 transformed lines, as indicated by the expected 6.6 

kb band upon digestion with Bam Hl (Fig.l,II). The analysis of clonality 

was performed with Kpn 1 digestion, which cleaves the introduced gene 

only once (Fg1,I). This revealed (Fig.11-B) that the original 

NIH-raç transfectants, resulting £rom a pool of colonies, behaved as a 

single clone. 

The ce11 populations £rom both the primary tumor and the microme- 

tastatic nodules were also clonal. The presence of additional bands 

smaller than 6.6 kb in the Bam Hl digests (major bands at 6.6 kb, 4.5 

kb, 3.0 kb), suggested that some rearrangements of the oncogene may have 

occured in the tumor ce11 line (Fig.l,II-C) during the in vivo passage. 

The same pattern was observed in the metastatic line (Fig.l,II-D), as 

indicated by an equivalent relative intensity of the bands. 

This observation strongly suggests that the metastatic cells 

derived, as expected, £rom the primary tumor which itself derived, at 

least majoritarily, £rom a single rearranged clone. 

We conclude that the tumorigenic and metastatic capacity of the 

transfectants is related to the presence of raç. Further work is in 

progress to determine the effect of the observed rearrangement on the 

ce11 phenotype. 
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Figure 1. (1): Genetic map of the pSV2 neo EJ plasmid; black boxes 

represent ras exons. (II): Detection of human c-Ha-= EJ gene by 

Southern blot analysis. Digestions are as follows: Lanes A, NIH 3T3; B,  

NIH-ras transfectant; C,  NIH-ras from the primary turnor; D, metastatic 

NIH-ras. Numbers refer to Barn Hl (1) and Kpn 1 (2) digestions. The blot 

was hybridised with the ras probe described in the text. 



3.2. Fractionation of glycopeptides 

Labelled glycopeptides were cofractionated into 3 peaks by ConA 

(Table 1). We observed a 15 % decrease of the weakly bound fraction (FEC 

0.01 M, containing biantennary glycopeptides) from NIH-raç cells compa- 

red to NIH 3T3, whereas the lectin-unbound fraction (FNRC) is increased 

by 7 %. This fraction contains highly branched glycopeptides, directly 

associated with metastasis [ 4 ] .  The FNRC / FEC 0.01 M ratio, indicating 

the relative increase in branching is enhanced 1.22-fold. A decrease of 

16 % was also observed in the strongly bound fraction (FEC 0.5 M) 

containing oligomannose-type glycopeptides. 

Multiantennarisation of ce11 Asn-linked glycopeptides is a typical 

feature of transformed cells. Our results confirm previous data by 

Santer and coworkers [12] in this particular system. 

3.3. Sialyltransferase activities 

We carried out further analysis of the glycosylation pattern of 

NIH-ras cells, by assaying sialyltransferase activity (Fig.2). The 

apparent capacity of the different ce11 homogenates to transfer 

14 
[ Cl-NeuAc ont0 asialofetuin is : NIH 3T3 and NIH-neo, 2.35 2 0.10 and 

2.30 - + 0.16 nmol/mg.h respectively; NIH-ras - transfectants, 4.50 + 0.50 
nmol/mg.h (increased 1.90-fold); NIH-ras from the primary tumor, 6.45 2 

0.65 nmol/mg.h (increased 2.75-fold); metastatic NIH-raç, 6.30 2 2.05 

nmol/mg.h (increased 2.65-fold). 

We show that pSV2neo transfection does not affect NeuAc transfer 

capacity of NIH 3T3 ce11 homogenate. Keeping in mind that NIH-neo cells 

are not tumorigenic after injection into nude mice during the observa- 

tion period, we can assume that calcium phosphate transfection by itself 

was not sufficient for malignant transformation of NIH 3T3 cells. Such a 

transformation would have induced a larger increase in the NeuAc trans- 



Table 1 Percentages of fractions obtained by Con-A Sepharose affinity 

chromatography of N-acetyllactosaminic type glycopeptides 

FNRC 

-- 

FEC 0.01 M FEC 0.5 M 

NIH 3T3 

NIH-raç 

NIH 3T3 NM neo NIHras NM ras-T NIH ras-M 

CELLS 

14 Figure 2. Transfer of [ Cl-Neu5Ac ont0 asialofetuin. Results are 

expressed as the mean of duplicate measurements, in pmol of Neu5Ac 

transferred per mg of protein and per hour. See text for assay details. 



fer capacity. Cells selected for enhanced metastatic potential by seriab 

passages into nude mice [11,16] should present an even greater NeuAc 

transfer. Further studies are required to prove this hypothesis. 

We conclude that transfection of the Ha-raç oncogene is actually 

responsible for ce11 transformation, which is associated with Asn-linked 

glycan branching and sialyltransferase activity enhancement. 

By introducing the raç oncogene into NIH 3T3 cells, we observed 

modifications of the glycosylation pattern similar to those previously 

described in other systems of virally or chemically transformed cells. 

Bolscher et al. report similar results with a different transfection 

procedure [l]. 

For the moment, little is known about the regulatory system of 

glycosyltransferases. The study of pathological or experimentally 

modified cells may improve Our understanding of the control of these 

pathways. The mechanism by which raç transfection induces modifications 

of sialyltransferase and N-acetylglucosaminyltransferase V activity has 

to be defined by further work. The implications of other transforming 

genes and the mechanisms of their eventual effect on the same enzymes 

could improve Our understanding of ce11 transformation. 
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Figure 24 : Co-chromatographie analytique de gel-filtration des glycopeptides pronasiques totaux 

de cellules NIH 3T3 et NIHras sur colonne GUltrogel AcA 202. Noter les différences du profil 

d'élution. Les conditions opératoires sont précisées dans le Chapitre II. 
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Figure 25 : Co-chromatographie d'affinité des N-glycosylpeptides de cellules NIH 3T3 et 

NIHras, provenant du fractionnement pa,, :l-filtration, sur colonne de ConA immobilisée. Les 

conditions opératoires sont précisées dans le Chapitre II. La molarité du glucoside utilisé pour 

l'élution est indiquée par les flèches. 
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La même étude a été menée sur les cellules BHKneo et BHKrm (figures 26 et 27). L'activité 

sialyltransférasique des cellules BHK et BHKras a été en outre mesurée par le même protocole 

(figure 28) sur trois accepteurs différents ; les résultats obtenus montrent que cette activité est 

multipliée par 2,s en moyenne dans les cellules exprimant l'oncogène (figure 29), ce qui confme 

les conclusions de notre étude dans le système NlHNHras. 

Dans tous les cas, quel que soit le mode de production, nous avons délipidé séparément le 

matériel radio-marqué. Les glycopeptides préparés par digestion pronasique ont été mélangés à la 

préparation radio-active après action de la pronase sur cette dernière, et avant la première étape de 

tamisage moléculaire (cellules BHK et BHKIHSV). Les glycopeptides préparés par hydrolyse 

alcaline dans des conditions réductrices ont subi l'hydrolyse en présence du matériel radio-actif 

préalablement délipidé (cellules BHKras, NM et NIHrm-m). 

Les quantités de cellules produites ont été de l'ordre de 109, ce qui équivaut à : 

- 200 flacons de 175 cm2 (dont 8 flacons radio-marqués au tritium) et 6 unités double-tray 

de cellules BHWHSV. 

- 160 flacons de 175 cm2 (dont 6 flacons radio-marqués au tritium), 2 litres de culture sur 

microporteurs Cytodex (correspondant à 2 grammes de microporteurs secs) et 8 unités double-tray 

de cellules BHK. 

- 6 litres de culture sur Cytodex et 6 flacons radio-marqués au 14C de cellules BHKras. 

- 4 litres de culture sur Cytodex, 6 bouteilles "rollers" (réutilisés une fois) et 6 flacons 

radio-marqués au 14C de cellules m a s - m .  

- 5 litres de culture sur Cytodex, 9 bouteilles "rollers" (dont 6 réutilisés une fois) et 6 flacons - 

radio-marqués au tritium de cellules NIH. 

La masse brute des culots de (g1yco)protéines délipidées avant l'hydrolyse pronasique ou - 
alcaline a varié de 11 g (cellules BHK/HSV) à 5 g (cellules NIH). Celle des fractions obtenues est 

de l'ordre de 20 à 500 pg, atteignant souvent la limite inférieure de détection en spectroscopie de 

RMN (voir la discussion générale ci-dessous). 

1. Fractionnement des olvcopmtides de cellules BHKIHSV 

L'hydrolysat pronasique a été fractionné sur colonne d'ultrogel AcA 202 (figure 30). Les 

fractions 33 à 72 de ce fractionnement (N-glycosylpeptides) ont été sous-fractionnés sur les deux 

colonnes de lectines immobilisées décrites dans le Chapitre II (figure 3 1). 

Lors du dessalage de ces différentes fractions, effectué sur colonne de Trisacryl GF-05 M, 

nous avons obtenu un sous-fractionnement supplémentaire, les fractions apparaissant dédoublées 

(deux exemples caractéristiques sont fournis dans les figures 32A et 32B). L'analyse structurale de 

ces populations a montré que le second pic d'élution contient les mêmes structures que le pic 

majeur à la différence près qu'elles sont partiellement désialylées (voir ci-dessous). 
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Figure 26 : Co-chromatographie analytique de gel-filtration des gl ycopeptides pronasiques totaux 
de cellules BHKneo et BHKras sur colonne d'üitrogel AcA 202. Noter les différences du profil 
ci'élution. Les conditions opératoires sont précisées dans le Chapitre II. 
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Figure 27 : Co-chromatographie d'affinité des N-glycosylpeptides de cellules BHKneo et 

BHKras , provenant du fractionnement par gel-filtration, sur colonne de ConA immobilisée. Les 

conditions opératoires sont précisées dans le Chapitre II. La molarité du glucoside utilisé pour 

l'élution est indiquée par les flèches. 
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Figure 28 : Cinétiques enzymatiques de transfert d'acide N-acétylneuraminique radio-marqué sur 

trois accepteurs désialylés. AS OR : asialo-orosomucoïde ; AS STF: asialo-sérotransferrine ; AS 

FET : asialo-fétuine. La vitesse de réaction sont exprimée en pmol de NeuAc transféré par mg de 

protéine dans l'homogénat cellulaire étudié. Le mode opératoire pour ces dosages est décrit dans le 

paragraphe "Materials and Methods" du mémoire soumis à publication (p. 85). Le transfert est 

multiplié par 2 5  en moyenne dans les cellules transfectées. 
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Figure 29 : Comparaison de l'effet de l'oncogène ras sur l'activité sialyltransférasique des cellules 

transfectées. Les valeurs sont normalisées à partir des résultats obtenus sur l'asialo-orosomucoïde 

avec les homogénats cellulaires de référence (BHK 21 ou NIH 3T3 = 1). La présence de 

l'oncogène s'avère responsable de l'augmentation de l'activité enzymatique étudiée dans les deux 

systèmes cellulaires. 



2. Fractionnement des ~ l v c o p e ! !  de cellules Bm 

L'hydrolysat pronasique a été fractionné en deux populations sur colonne d'Ultrogel AcA 

202 (figure 33), ce qui est particulièrement atypique pour ce genre de fractionnement. Nous 

n'avons pas pu obtenir un quelconque fractionnement du pic majeur sur colonne de ConA 

immobilisée (figure 34). Nous avons, dans un premier temps incriminé le gel, mais cette 

supposition s'est avérée fausse, puisque deux passages successifs de la fraction sur une colonne 

montée à partir de gel neuf ne nous ont pas permis d'obtenir un fractionnement. En dernier recours, 

nous avons procédé à l'hydrolyse alcaline de cette fraction dans des conditions réductrices, ce qui a 

libéré une partie du matériel, consistant probablement à des glycannes liés à la Ser (ou Thr) (figure 

35). 

lvcope~tides de ce 3. Fractionnement des P llules BHKras 

L'hydrolysat pronasique a été fractionné sur la colonne de Trisacryl GF-05 M (figure 36). 

Les fractions 33 à 50 de cette étape ont été sous-fractionnées sur les lectines immobilisées (figure 

37) et les fractions résultantes également sous-fractionnées lors du dessalage subséquent. 

4. Fractionnement des ~lvcope~tides de cellules NEJ 

Ces glycopeptides ont été préparés par hydrolyse alcaline (figure 38) et fractionnés sur les 

lectines immobilisées dans les conditions déjà décrites (figure 39). Le sous-fractionnement de 

populations désialylées mentionné plus haut, a été observé lors du dessalage des fractions sur la 
colonne de Trisacryl GF-05 M. 

5. Fractionnement des glvcope~tides de cellules NIHras-na 

Ces glycopeptides ont été préparés dans les mêmes conditions que les glycopeptides de 

cellules NIH, et fractionnés par gel-filtration (figure 40) puis par chromatographie d'affinité sur les 

lectines immobilisées (figure 4 1). 

F. ANALYSES STRUCTURALES DES GLYCANNES ET GLYCOPEPTIDES 

Toutes les fractions non-retenues sur les lectines employées ont été hydrazinolysées, N-ré- 

acétylées et réduites, puis fractionnées par HPLC d'échange d'ions sur la colonne Micropak AX-10 

décrite. Les pics majeurs obtenus ont été lyophilisés, dessalés sur une colonne de Fractogel TSK et 

analysés par spectroscopie de RMN. 

Les fractions qui n'ont pas subi l'hydrazinolyse (FEC 0,01 M FNRL et FEL, contenant des 

glycopeptides porteurs de glycannes bi-antennes) ont été dessalées et analysées par spectroscopie 

de RMN. 
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Ces analyses ne sont pas terminées à l'heure actuelle ; nous avons identifié jusqu'ici des 

structures déjà décrites dans la littérature en ce qui concerne les glycannes N-acétyllactosarniniques 
bi- et tri-antennés, avec des différences mineures de la sialylation et de la fucosylation. De 

nombreuses fractions hydrazinolysées ont présenté un comportement anormal lors du 

fractionnement par HPLC et lors de l'analyse spectroscopique -ar RMN, ce qui indique que cette 

méthode, mise au point sur des glycannes de glycoprotéines solubles, est particulièrement * 

destructrice sur les glycopeptides membranaires. Nous envisageons l'emploi d'autres techniques 

comme la méthylation suivie de l'analyse par spectrométrie de masse, afin d'obtenir davantage de 

renseignements structuraux. 
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Figure 31 : Chromatographie d'affinité préparative des N-glycosylpeptides de cellules BHK/HSV 

provenant du fractionnement ci-contre (figure 30) sur des colonnes de ConA et de LCA 

immobilisées. Les détails du mode opératoire sont fournis dans le texte. La molarité de l'agent 
d'élution utilisé est indiquée par les flèches. 



O IO 40 N m 

Fractions 

Fractions 

Figure 32 : Sous-fractionnement obtenu lors du dessalzge des fractions précédentes sur colonne 

de Trisacryl GF-05. Le pic mineur contient des glycopeptides partiellement désialylés. A : fraction 

FEC 0,01 M-FNRL ; B : fraction FEC 0,01 M-FEL. 
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Figure 33 : Chromatographie de gel-filtration préparative des glycopeptides pronasiques de 
cellules BHK sur colonne d'Ultroge1 AcA 202. Se reporter au texte pour le mode opératoire. 
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Figure 34 : Absence de fractionnement du pic majeur provenant du fractionnement ci-contre sur 

colonne de ConA immobilisée. 
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Figure 35 : Fractionnement obtenu sur colonne de Tnsacryl GF-05 après hydrolyse alcaline 

ménagée dans des conditions réductnces du pic unique, non-retenu sur la lectine (figure 34). 
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Figure 36 : Chromatographie de gel-filtration préparative des glycopeptides pronasiques de 

cellules BHKras sur colonne de Trisacryl GF-05. Se reporter au texte pour le mode opératoire. 
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Figure 37 : Chromatographie d'affinité préparative des N-glycosylpeptides de cellules BHKras 

provenant du fractionnement ci-contre (figure 36) sur des colonnes de ConA et de LCA 

immobilisées. Les détails du mode opératoire sont fournis dans le texte. La molarité de l'agent 

d'élution utilisé est indiquée par les flèches. 
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Figure 38 : Chromatographie de gel-filtration préparative sur colonne de Trisacryl GF-05 de 

l'hydrolysat alcalin des glycoprotéines délipidées de cellules NIH 3T3. Le mode opératoire est 

précisé dans le texte (chapitre II). 
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Figure 39 : Chromatographie d'affinité préparative des N-glycosylpeptides de cellules NIH 3T3 

provenant du fractionnement ci-contre (figure 38) sur des colonnes de ConA et de LCA 

immobilisées. Les détails du mode opératoire sont fournis dans le texte. La molarité de l'agent 

d'élution utilisé est indiquée par les flèches. 
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Figure 40 : Chromatographie de gel-filtration préparative sur colonne de Tnsacryl GF-05 de 

l'hydrolysat alcalin des glycoprotéines délipidées de cellules NIHras. Le mode opératoire est 

précisé dans le texte (chapitre II). 
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Figure 41 : Chromatographie d'affinité préparative des N-glycosylpeptides de cellules NIHras 

provenant du fractionnement ci-contre (figure 40) sur des colonnes de ConA et de LCA 

immobilisées. Les détails du mode opératoire sont fournis dans le texte. La molarité de l'agent 

d'élution utilisé est indiquée par les flèches. 





DISCUSSION GlEWkUE - CONCILUSIONS EX' PIERS- 

* Transfection 

Nous avons choisi d'introduire l'oncogène par la technique de Graham & Van der Eb (voir 

les chapitres II et III), en vérifiant l'inocuïté de la méthode sur comportement in vivo des cellules 

transfectées. Les résultats obtenus discordent entre nos deux systèmes cellulaires, mais aussi avec 

la littérature en ce qui concerne les cellules NiH 3T3 (étude de Kerbel et al. déjà citée). Ceci permet 

de supposer que le nombre de cellules témoins injectées ou le temps d'observation (ou les deux) 

furent insuffisants pour induire l'apparition de tumeurs. Néanmoins, dans le modèle NIH 

3T3INMrar, les poumons des animaux ayant reçu les cellules MHneo n'ont pas fourni de cellules 

résistantes à l'antibiotique. Ceci indique que dans notre système expérimentai seules les cellules 

NIHras peuvent être considérées capables de métastaser et que la transfection par la technique 

utilisée n'est pas à mettre en cause. Cette suggestion est en outre confirmée par le fait que l'activité 

sialyltransférasique de l'homogénat de cellules NMneo est pratiquement identique à celle de 

l'homogénat de cellules NIH 3T3, l'augmentation de cette activité étant corrélée à la malignité. 

D'autres méthodes ont été mises au point pour introduire des gènes transformants dans les 

cellules en culture. Afin de lever l'ambiguïté sur ce point, il serait uîde de reprendre les expériences 

in vivo avec des cellules ayant été transformées par d'autres techniques et de détecter d'éventuelles 

variations de la modification des activités glycosyltransférasiques. 

* Analyses  structural^ 

Nous nous sommes heurté à des difficultés de purification des glycopeptides membranaires. 

Nous avions pensé avoir résolu ce problème lors d'études antérieures (Cazlaris, 1986), en purifiant 

les glycopeptides par passage s u  une colonne de Fractogel TSK et en en préparant des quantités 

importantes. Le peu de renseignements structuraux obtenus soulève à nouveau ces problèmes, et 

impose les remarques suivantes : 

- Les quantités de matériel cellulaire nécessaires au départ sont considérables. La culture sur 

les microporteurs Cytodex nous permet, certes, de préparer, en une seule opération et en un temps 

relativement court, environ 1010 cellules, ce qui semble être un minimum nécessaire pour des 

analyses structurales complètes, au vu du très faible rendement global. D'autre part, quelle que soit 

la technique utilisée pour la préparation des glycopeptides, le problème de la purification finale 

avant l'analyse par spectroscopie de Rh4N est résolu par l'emploi du Fractogel. En revanche, les 

deux modes utilisés (hydrolyse alcaline dans des conditions réductrices ou hydrolyse pronasique) 

comportent des inconvénients, puisque une désialylation partielle des glycannes est observée au 

cours du fractionnement, et que l'hydrolyse chimique libère très probablement les groupements 

phosphate ou sulfate portés par les glycannes. L'hydrazinolyse s'avère également particulièrement 

destructrice, puisque nous avons obtenu un fractionnement souvent douteux à l'étape d'HPLC qui 
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lui fait suite. Ii est donc clair que les glycoprotéines membranaires ne se comportent pas comme 

leurs homologues solubles, probablement de par leur structure particuli*re, comportant des régions 

hydrophobes qui permettent l'ancrage dans les membranes. Ces régions pourraient crder un 

environnement inaccessible pour la pronase, ce qui expliquerait la difficulté, voire l'impossibilit6 . 
d'obtenir des glyco-asparagines (en effet, les résultats de RMN montrent la présence de résidus 

d'asparagine liés à d'autres arnino-acides). L'hydrolyse alcaline présente, à ce titre, un double 

avantage : d'une part, l'accessibilité des glycannes au réactif est plus grande ; d'autre part, la 

méthode est beaucoup moins onéreuse. Ceci ne résout pas la question de la qualité des produits 

obtenus, puisque nous avons observé la désialylation partielle lors du dessalage après la 

chromatographie d'affuiité. 

- D'autres méthodes de libération des glycannes seraient envisageables, notamment 

l'hydrolyse alcaline drastique (Lee & Scocca, 1972) qui présente toutefois l'inconvénient de 

dégrader les glycannes liés O-glycosidiquement. De plus, cette méthode ne permet pas de 

fractionner les oligosaccharides sur certaines lectines immobilisées nécessitant la présence du 

peptide. L'emploi de cette méthode n'a pas fourni de résultats satisfaisants, dans la mesure où nous 

avons nbservé des pertes variant de 15 à 30 % en radio-activité lors d'une étude menée sur des 

quantités analytiques (résultats non présentés). Les coupures par des endoglycosidases présentent, 

quant à eiies, l'inconvénient de ne pas être totalement contrôlables, la plupart des enzymes dia 

marché étant contaminés par des activités exoglycosi&siques. Nous avons tenté d'utiliser la 

N-Glycanase dans une étude menée sur des quantités analytiques (résultats non présentés), et nous 

n'avons pu atteindre que 60 à 70 % de rendement de coupure à partir de glycopeptides 

membranaires obtenus par action ménagée de la pronase. Le coût de cet enzyme étant par ailleurs 

prohibitif, nous pensons que son utilisation n'est pas envisageable à l'échelle préparative. 

- Une autre remarque concerne la séparation des glycannes liés O-glycosidiquement de ceux 

liés N-glycosidiquement. La gel-filtration fournit une séparation relative, mais non quantitative ' 

après hydrolyse pronasique. En revanche, après hydrolyse alcaline ménagée, la séparation est nette 

pourvu que la géométrie des colonnes et les volumes de gel soient adaptés à la quantité fractionnée. 

Les éventuelles pertes de matériel inhérentes au protocole de fractionnement peuvent être 

compensées par un apport supplémentaire au départ. 

* Modèles cellulaires 

C.,, e dernière remarque soulève non seulement la question de la quantité de cellules à 

cultiver, mais également la question de l'éloignement des conditions physiologiques : un modèle 

cellulaire in vitro est très éloigné de ce qui se passe réellement au cours de la tumorigenèse in vivo. 

Si l'on tient compte du fait que l'obtention de 1010 cellules (ce qui correspond à quelques grammes 

de matériel "frais") nécessite parfois plusieurs cycles de culture, il est aisément imaginable que ces 

cellules ne sont pas récoltées dans des états physiologiques identiques. Sachant que les 

glycoconjugués de la surface cellulaire subissent un recyclage ("turnover") en relation avec le cycle 

cellulaire, il est permis de penser que les structures exprimées à différents "états" physiologiques 
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seront différentes. Dans ces conditions, la présence transitoire d'un marqueur ne peut être décelée. 

Une approche qui nous paraît plus profitable au plan de la quantité de cellules au départ, serait la 

production de cellules tumorales directement in vivo. Nous avons observé des tumeurs clonales de 

masse largement supérieure au gramme, en injectant aussi peu que 104 ou 105 cellules 

transformées. Il serait envisageable d'injecter 106 à 107 cellules dans plusieurs animaux et obtenir 

ainsi, en un temps encore plus court, et dans des conditions totalement "naturelles", des masses de 

tissu cancéreux de plusieurs dizaines de grammes tout en respectant au mieux l'analogie qui existe 

entre la croissance et la différenciation tumorale in vivo. S'il est évident que cette approche poserait 

le problème du choix d'une cellule & "référence", elle permettrait néanmoins l'identification de 

molécules sur-exprimées à la surface des cellules tumorales in situ. 

* Effets de l'onco~ène r w  

L'implication de l'oncogène ras dans les altérations de la glycosylation est précisée par nos 

travaux. Nous savons à présent que la transformation est accompagnée de l'augmentation de 

l'activité sialyltransférasique et des travaux antérieurs ont montré la multi-antennarisation dans ce 

système, mais il est probable que d'autres activités enzymatiques soient affectées. Une étude 

actuellement en cours dans notre laboratoire (résultats non présentés) montre l'apparition d'acide 

N-glycolylneuraminique dans les cellules transformées par ras. L'analyse d'autres activités 

glycosyltransférasiques est la suite logique de ces travaux, de même que la recherche de variants 

cellulaires chez lesquels l'effet de l'oncogène puisse être "éteint" expérimentalement (par exemple 

des mutants thermosensibles), de manière à vérifier la réversibilité du phénomène. Ceci nous 

permettrait d'aborder les mécanismes régulateurs du système et de découvrir d'éventuelles étapes 

du processus reliant l'expression de l'oncogène aux modifications de la glycosylation. Un effet 

direct de la protéine p2lras sur les activités glycosyltransférasiques nous semble improbable pour 

des raisons topologiques, mais ne peut être exclu a priori. En revanche, un effet lié au métabolisme 

du GTP ou aux mouvements intracellulaires de calcium pourrait affecter l'expression de certaines 

protéines enzymatiques ou la régulation de leurs activités. 

* Ouestion de la cellule "normale" 

Nous nous sommes heurté, au cours de nos travaux, à l'épineux problème de la cellule 

"normale". Nous avons le sentiment que cette notion est très relative : ainsi, les cellules N M  3T3, 

qui sont "normales" au sens de "non tumorigènes" et incapables de former des clones dans un 

milieu gélosé, peuvent subir des altérations phénotypiques caractéristiques de la transformation par 

le simple fait d'une confluence excessive. De même, les cellules BHK 21 dont nous disposons 

s'avèrent tumorigènes et capables de former des clones en agar. Les variations des conditions de 

culture, quoique minimisées par des précautions parfois draconiennes, peuvent se rendre 

responsables de la transformation in vitro de souches cellulaires "normales". In vivo, le problème 

est encore plus complexe, dans la mesure où le système immunitaire assure une défense active à 

l'encontre des cellules "a-normales" masquant ainsi en grande partie leurs effets, sans pour autant 
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réussir leur élimination totale. La cellule peut s'engager sur la voie de la malignité sans aucune 
"raison" apparente, répondant parfois à un stimulus qu'elle a reçu des années auparavant, à 

l'exemple des cancers du poumon se développant chez des sujets tabagiques. Dans les études 

expérimentales de la biologie du cancer, la définition de la cellule "normale" semble impossible, Il . 
est plus aisé de définir une cellule "de référence", tout en prenant les dispositions qui permettent de 

vérifier son comportement in vivo. 

Nos travaux se placent dans le cadre de la recherche sur la métastase des tumeurs solides. La 

dérive maligne des cellules transformées par l'oncogène ras s'accompagne de modifications de 

molécules exprimées à la surface de ces cellules, et qui sont considérées comme des marqueurs de 

cette transformation. Le rôle de l'oncogène ainsi que la suite des étapes conduisant à l'acquisition 

du phénotype malin pourront être abordés dans l'avenir sur la base des résultats obtenus. 
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Les glycannes des glycoconjugués cellulaires sont modifiés lors de la transformation 

maligne. Ils subissent notamment une multi-antennarisation et une hypersialylation, reflets du 

dérèglement d'activités glycosyltransférasiques. 
Dans le but d'établir une corrélation entre la malignité et les m&ications de la structure des , 

glycannes, nous avons transformé in vitro deux lignées fibroblastiques (BHK 211C13 et NIH 

3T3), par transfection de l'oncogène c-Ha-ras humain. L'analyse génomique des clones obtenus a 
confirmé la présence de l'oncogène. Les cellules ainsi transformées sont tumorigènes in vivo, ce 

qui permet d'isoler des clones tumoraux et des clones de cellules de métastases pulmonaires. 

Nous avons évalué les modifications de la glycosylation de ces cellules. ~a comparaison des 

activités sialyltransférasiques in vitro a permis de détecter une augmentation significative de 

transfert chez les cellules transformées, accompagnant le degré de malignité. L'analyse comparée 

des glycopeptides membranaires des cellules normales et transformées, effectuée par tamisage 

moléculaire et chromatographie d'affinité sur des lectines immobilisées, montre une augmentation 

de la proportion de structures de type N-acétyllactosaminique tri- etlou tétra-antennées. Ces 

résultats permettent d'établir une corrélation entre la transformation cellulaire par un seul gène 

transformant et la malignité qui s'accompagne d'altérations de la glycosylation. 

En vue d'obtenir les glycopeptides en quantité suffisante pour la détermination des structures 

glycanniques par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire, nous avons mis au point un 

protocole de préparation de ces composés à partir de cellules cultivées en masse et transposé, à 

l'échelle préparative, le protocole de leur fractionnement fondé sur la chromatographie d'affinité sur 

lectines immobilisées. 




